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RESUMO

Silveira LG. Efeito do laser em baixa intensidatk osseointegracdo de
implantes imediatos instalados em alvéolos contaduos, em ratos
imunossuprimidos. [Dissertacao de Mestrado]. BasteCurso de Mestrado em

Ciéncias Odontoldgicas da UNIFEB; 2011.

O presente estudo tem como objetivo avaliar atrdeéanalise histométrica e
imunoistoquimica os efeitos do laser em baixa BsitEde (LLLT) no

tratamento alveolar prévio a colocacdo de mini-anfds, em animais
portadores de doenca periodontal induzida e sistanmente modificados ou nao
com corticOide. Sessenta e quatro animais foramdidos em 2 grupos (S e D)
de 32 animais cada. O Grupo S recebeu aplicagilesutfineas de soro
fisioldgico; o Grupo D, injecdes de dexametasona@?Kg). As injecdes foram

iniciadas 30 dias antes da instalacdo da ligadwangnuaram até o final do
periodo experimental. A doenca periodontal (DP)ifaiuzida nos primeiros
molares inferiores esquerdos, 30 dias apdés o intas injecdes de
dexametasona. Decorridos 7 dias da DP foi realizadamocédo da ligadura e
exodontia dos molares com DP. Estes foram dividetossubgrupos de acordo
com os tratamentos dos alvéolos antes da instathg@ani-implante imediato:

Controle (DM): debridamento mecanico (DM), irrigacéom 1 ml de soro

fisioldgico e instalacdo do mini-implanteLLT — DM, irrigagcdo com 1 ml de

soro fisiolégico, LLLT e instalacdo do mini-implantOito animais de cada
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subgrupo foram sacrificados aos 15 e 30 dias apéwlacdo dos mini-
implantes. Os espécimes foram processados parasemndbistométrica e
imunoistoquimica. Os dados histométricos coletadosam analisados
estatisticamente (Teste Kruskal-Wallis e Dunn pSJ,Concluiu-se que o
LLLT aumentou a atividade metabdlica e a atividads células 6sseas nos
alvéolos irradiados previamente a instalacdo das-imiplantes, porém néo foi

capaz de aumentar o contato osso implante.

Palavras - chaveimplante dentério; Lasers; Periodontite; Ratogs¢a no

DeCS: http://decs.bvs.br/).
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ABSTRACT

Silveira LG. F. Effect of low level laser therapy ¢he osseointegration of
immediate implants in contaminated bone of rats umosuppressed.
[Dissertacdo de Mestrado]. Barretos: Curso de Mdstrem Ciéncias

Odontologicas da UNIFEB; 2011.

The aim of this study is to evaluate by histomeama immunohistochemistry
analysis the effects of laser treatment in alvepldor to placement of mini-
implants in animals with or without induced periotil disease, systemic
corticosteroid modified. Sixty-four rats were digalinto 2 groups (S and D) of
32 animals each. The Group S underwent subcutanefusions of saline;
Group D, application of dexamethasone (2 mg / Ko injections started 30
days before installation of ligation and continuedil the end of the experiment.
Periodontal disease (PD) was induced by ligatuteerower left first molar, 30
days after starting injections of dexamethason&erAf days of PD evolution, it
was performed removal of the ligature and extracid the left lower first
molars in all animals. Then the animals were digid#o subgroups according
to the treatments in the dental alveolus before eédliate implant installation:
Control (MD): mechanical debridement (MD), irrigati with 1 ml of saline

followed by installation of the implant; LLLT - MDirrigation with 1 ml of
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saline, application of low intensity laser (LLLThé implant installation. Eight
animals from each subgroup were sacrificed at 18 8@ days after the
installation of mini-implants. The specimens wemdgessed for histologic,
immunohistochemical and histometric analysis. Thstometric data were
processed for statistical analysis (Kruskall-Waliisd Dunn p <0.05). It was
concluded that LLLT led to increase in metabolit\aty and increased activity
of bone cells in the alveolus irradiated priorrngplant placement, but it was not

able to increase bone implant contact.

Keywords: Dental implants; Lasers; Periodontitis; Rats s(iauno Mesh:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=mesh).
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1- INTRODUCAO

A doencga periodontal € o resultado da destruic&otelidos de suporte
do elemento dental. Tem como principal agente d&giob local a placa
bacteriana que representa um aglomerado de bact@aan diferentes
microorganismos, incluidos numa matriz estruturatmeorganizada composta
por produtos bacterianos e do hospedeiro, que e ad qualquer superficie
dura nédo descamativa da cavidade bucal (WILSON, 1200Esses
microorganismos liberam substancias que agriderstasivente os tecidos
periodontais, além de induzir a destruicéo tecigaalrespostas inflamatoérias e

imunoldgicas do proprio hospedeiro.

O tratamento da doenca periodontal mesmo em caoslig@iversas
baseia-se na eliminacdo da microbiota subgengataig@nica pela raspagem e
alisamento radicular. Quando nédo tratada, ha um pommetimento das
estruturas de sustentacdo do elemento dentério,proomtendo a sua
manutencdo. Nesta condi¢do, induz o profissioriaigacdo da exodontia, na
tentativa de preservar a altura e largura do rebabdeolar que possibilitara a
utilizacdo de técnicas de reabilitagdo, como o dso implantes dentais

imediatos.

Desde o primeiro relato da colocacdo de um impldetgéario em um
alvéolo de extracdo recente (SCHLULTE, 1978) teesado o interesse da
comunidade cientifica mundial por esta técnicasu€esso clinico de implantes

dentais intra-0sseos relaciona-se a extensadarda de contato osso-implante
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(BIC). Esta condicédo é chamada de “osseointegtagé@bnida como um direto,
estrutural e funcional contato entre a superficdendplante e o tecido 0sseo,
analisado através de microscopia de luz (ALBREKTSSMI81). Diferentes
condicOes podem interferir na obtencdo da ossepagao de implantes. Dentre
estas, destaca-se o tipo de superficie do implantgialidade do tecido ésseo
receptor (BRINK, MERAW e SARMENT, 2007) e condi¢cdstémica
associada. Em condicdes sistémicas desfavoraveisno co diabetes
(MARGONAR et al., 2003); osteoporose (KELLER et ,al2004),
imunossupressdo com ciclosporina (DUARTE et a0Q12 e corticoide

(OLIVEIRA, 2008) ha prejuizos significativos nasesintegracdo de implantes.

Embora vérios relatos de casos e estudos retrogpeatonfirmem o
sucesso de implantes em pacientes tratados pancaoperiodontal (NEVINS,
1995; ELLEGAARD et al.,, 1997) e outros prospexti longitudinais
relevantes  foram publicados até o  presen&BORDONE, 1999;
MENGEL et al., 2007), poucos estudos tem confirmadm sucesso da
osseointegracao de implantes instalados em aredéantioadas (NOVAES et
al., 2003). Em uma revisdo sistematica recenteng@antes imediatos, 0s
autores (CHEN et al.,, 2004) relatam que ainda te&xispoucas evidéncias
definitivas a respeito do efeito de infec¢des lwcaibre o sucesso e longevidade

de implantes.

A osteogénese e reparacdo Ossea apoés injuria sAdadas por
horménios, proteinas e fluxo sangiineo no localerBintes mecanismos tem
sido propostos para promover a aceleracdo daagfo Ossea, cComo a

estimulacao elétrica (BASSE et al., 1981) e aarlptromagnético (BASSET
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et al.,, 1982). Com o advento do laser surgiu umaarapcao de tratamento
fotobioestimulativo do tecido ésseo. Os efeitositpams do laser em baixa
intensidade (LLLT) tem sido demonstrados em diftaersituacdes clinicas
como no alivio da dor (ECKEERDAL, 1994), na repamatecidual (CONLAN,

et al., 1996) e na osseointegracao de implanteanémais (KIM et al., 2007).

Frente ao exposto, e da escassez de trabalhdenadulia que avaliaram
os efeitos do LLLT como método de tratamento préviostalacdo de implantes
em areas portadoras de doenca periodontal, o peessindo tem como objetivo
avaliar por meio de analise histométrica e imuogisimica o efeito do LLLT
na osseointegracdo de mini-implantes instaladosaléolos de extracdo de
dentes com doenca periodontal induzida, em ratesassuprimidos ou nao

com corticoide.
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2- REVISAO DE LITERATURA

O efeito do laser de baixa poténcia solmeparacdo 0ssea tem sido objeto
de estudos de varios autores. Em estideoitro, Dortbudak et al.(2000) ,
buscaram determinar o efeito da irradiacdo contdeutaser de diodo sobre os
osteoblastos derivados de células mesenquimais.gfu@os de 10 culturas cada
foram irradiados em trés periodos (3, 5 e 7 dias) laser diodo de baixa
poténcia pulsado com comprimento de onda de 69@umante 60 segundos.
Outros trés grupos de 10 culturas cada, foram gsedmo grupo controle. O
método recém desenvolvido utilizando o antibioteiaciclina fluorescente foi
usado para comparar crescimento 0sseo no subsdiatas culturas apdés um
periodo de 8, 12 e 16 dias respectivamente. Veufge que todas as culturas
submetidas ao laser demonstravam significativamera®r fluorescéncia de
depositos 0sseos do que as culturas ndo submetidiser. A diferenca foi
significativa quando testadas pelo teste de Tukey (0,0001) nas culturas
examinadas apods 16 dias. Com estes resultadosuceadjue a irradiacdo com
laser diodo pulsado de baixa poténcia tem efeitoedtimulativo nos
osteoblastos in vitro, indicando 0 seu uso parenakdr a osseointegracao de

implantes dentais.

Em 2002, Doértbudak et al., realizaram estodde foram avaliadas as
alteracOes promovidas pelo laser de baixa pot&otiee 0 nimero e viabilidade
dos osteodcitos em areas irradiadas. Para tantm fosados cinco macacos com

idade aproximadamente de 6,5 anos, nos quais fogatizados quatro sitios
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para acomodacdo de implantes na crista iliaca. ddo lesquerdo apds o
preparo/osteotomia dos leitos cirargicos e apossar¢ao dos implantes foi
aplicado LLLT com o0s seguintes parametros: poténda 100 mwW,
comprimento de onda de 690 nm por 1 minuto e dese Cinco dias depois o
osso foi removido em bloco e avaliado histomorforo@inente. Numa
contagem de ostedcitos por unidade de area o gnautiado apresentou 109,8
células versus 94,8 células no grupo controle. Gelacdo a contagem de
ostedcitos viaveis, no grupo irradiado foi super{ddl,7% por lacuna a
encontrada no grupo controle 34,4%), o que cordigunuma diferenca
estatisticamente significante (p<0,027). Com redagdarea de reabsorcdo os
grupos nado mostraram diferencas estatisticamengtafisantes. Concluiu-se
neste estudo que a viabilidade dos ostedcitosidmificantemente maior nas
amostras que foram submetidas a LLLT ap0s osteatonmo também apods a
insercdo dos implantes em comparacao ao grupoot®ntEm contrapartida, a

reabsorcao 0ssea nédo foi alterada pela irradias&o. |

Com relacdo aos efeitos dos lasers de baweEncia sobre a
osseointegracao, varios estudos em animais témrsalzados recentemente
(Castilho Filho, 2003; Khadra et al., 2004; Lopeale 2007; Torres e Teixeita,

2008; Xu et al., 2009; Boldrini, 2010; Basso, 2011

Castiho Filho (2003) avaliou a influéncia dradiacdo laser em baixa
intensidade no processo de reparacdo 0ssea, apggacipara a instalacdo de

implantes de titanio em tibias de coelhos. Foraitizados 33 coelhos da raca
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Norfolk, divididos em trés grupos de acordo comesigro de remocédo do
implante (14, 21 e 42 dias). Cada animal recebé&u inplantes de titanio : um
na tibia direita e outro na tibia esquerda. Apodesn uma das tibias foi
irradiada durante 10s com o laser GaAlAs780nm) emitindo densidade de
energia de 7,5J/cmz2. As irradiacdes foram realz&da 4 pontos: acima, abaixo,
a direita e a esquerda do implante, com intervald& horas por um periodo de
14 dias. Ao final do periodo de observacao, os aisiforam sacrificados de
acordo com 0s grupos, as tibias foram retiradagaloses do torque de remocéao
dos implantes foram registrados. Os resultados ramstque 0S grupos
irradiados aos 21 e 42 dias apresentaram médiagaldees de torque de
remocao dos implantes superior aos seus respectivogoles, sendo esta
diferenca estatisticamente significante. Houve wmento na resisténcia 6ssea
para os implantes que foram irradiados, alcancandstes periodos de

observacdo uma osseointegracdo de melhor qualidade.

Em estudo com avaliacao histomorfométricéedelos irradiados com laser
de baixa poténcia, Khadra et al. (2004) investigacauso do laser diodo em
baixa intensidade com GaAlAs sobre a cicatrizagddngplante de titanio e
fixacdo no 0sso. Este estudo experimental utileamais e teve 08 semanas de
duracdo. Dois implantes de titanio com formato avatom diametro de 6,25
mm e altura de 1,95 mm foram implantados no ossticabem cada tibia
proximal de 12 coelhas brancas Nova Zelandia (n=€%) animais foram
divididos aleatoriamente em grupo controle e gra@aliado. A LLLT foi usada

imediatamente apds a cirurgia e realizadas diantgnelurante 10 dias
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consecutivos. Os animais foram sacrificados apsen@anas de cicatrizacdo. A
resisténcia mecanica da fixacdo entre o osso & asmplantes foram avaliados
usando um teste de forca de tracdo. Os quatro mteslamantidos no lugar
foram avaliados com analises histomorfométricascrddinalises utilizando
radiacdo X foram utilizadas para avaliacdo do @icig) e do P (fésforo) na
superficie dos implantes depois do teste de tragdmeédia das forcas de tracao
medidas em Newtons dos implantes irradiados e @entoram 14,35 (4,98) e
10,27 (4,38), respectivamente, sugerindo um gamhéixdcéo funcional em 8
semanas apos o uso do LLLT (p = 0.013). A avalidgdimmorfométrica sugere
que o grupo irradiado teve mais contato osso-imi@lgne o grupo controle. As
porcentagens de densidade de Ca e P foram sigwidiceente maiores no grupo
irradiado quando comparado com o grupo controlgersindo que o processo de
maturacdo processou-se mais rapidamente no osstiado. Esses achados
sugerem que a LLLT parece ter efeito favoravel isatizacdo e fixacdo dos

implantes de titanio.

Utilizando tecnologias avancadas de imagenges et al. (2007) avaliaram
os efeitos fotobiomoduladores do laser infra-vehmedobre o tecido 0sseo ao
redor de implantes dentais. O objetivo deste estiodcavaliar, através de
espectroscopia Raman, a incorporacao de hidroxiauh calcio, e através da
microscopia eletrébnica de varredura (SEM), a qadkd éssea no 0SSO
cicatrizado ao redor de implantes dentais apédabiftimodulacdo com laser.
Em revisGes, a fotobiomodulacdo laser tem sido aisamm sucesso para

melhorar a qualidade Ossea ao redor de implantetaidepermitindo o uso
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precoce de proteses. Neste estudo 14 ratos repelalantes de titanio na
tibia; 8 deles foram irradiados com laser com camgmto de onda de 830 nm
(7 sessbdes com intervalos de 48 horas cada, 2IyB8 gor ponto, poténcia de 10
mW, area irradiada de 0,028 cm? e 86 J por sess@g@articiparam como grupo
controle. Os animais foram sacrificados aos 15,43 dias apds a cirurgia.
Espécimes foram rotineiramente preparados paratespeopia Raman e SEM.
Oito leituras foram feitas do osso ao redor do anf@. Os resultados
mostraram diferenca significativa na concentracadhidiroxiapatita de calcio

nos espécimes irradiados e no grupo controle arabes30 e 45 dias apds a
cirurgia (p<0,001). Foi concluido que a fotobiomlagdo com laser realmente
melhora a cicatrizacdo 60ssea e isto pode ser smegota avaliado pela

espectroscopia Raman ou SEM.

Em estudo in vivo, Torres e Teixeira (20@8aliaram o efeito do laser de
baixa poténcia na formacdo O0ssea em implantes émgace a estabilidade
primaria em 0sso tipo IV, através de histomorforaetla pesquisa utilizaram
seis coelhos da raca Nova Zelandia que receberatmogmplantes cada, dois
com ancoragem monocortical e dois com bicortical tiilaa. O grupo
experimental recebeu irradiacdo com laser de GaAlB30nm) em trés pontos
ao redor dos implantes, durantel5 dias a cadatd@izando 24 J/cmz2 por tibia.
A rotina do grupo controle foi idéntica, porém canequipamento desligado.
Apé6s 30 dias todos os animais sofreram eutanasidivedam-se laminas
histoldgicas para avaliacao do percentual de aosgo-implante (% COI). Em

seus resultados ndo encontraram diferenca estatistnte significativa (teste t-
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Student, p > 0,05) entre os grupos laser e contamie ancoragem monocortical
(73%+9 e 62%=15) ou bicortical (81%+10 e 77%=x21)hi&tomorfometria

sugeriu que o efeito do laser no % COI foi maisitp@s nos implantes com

menor estabilidade primaria. As amostras irradig@d@eceram apresentar maior
vascularizacdo e organizacdo lamelar, sugerind@rnmaaturacdo 0ssea em
relacdo ao controle, independente da estabilid@dacluiram que o laser nao
mostrou efeito estatisticamente significativo naC%®l. Nao obstante, a maior
diferenca numeérica entre 0 grupo laser e 0 grupdraie sempre ocorreu nNos

implantes inseridos com menor estabilidade primaria

Xu et al. em 2009, num estudo que objetivavaliar os efeitos da
irradiacdo laser de baixa poténcia sobre mediaddoesnetabolismo 0sseo,
investigaram o efeito da irradiacdo do laser pulsdeé baixa intensidade
(650nm, 2 mW) na expressao do ativador do recejgante NF-kB (RANKL )

e osteoprotegerina ( OPG) em células de calvariamis. Culturas de células
foram tratadas com irradiacéo laser de baixa idads com 1,14 J/cm? ( Grupo
A ) ou 2,28 Jlcm? ( Grupo B) e células nao irradsad Grupo C ) , as quais
foram utilizadas como grupo controle. As mudancasnamero de células ,
atividade de fosfatase alcalina (ALP), expressdaoRéd&KL e OPG foram

determinadas utilizando espectrometria MTT, UV-\ASanalises PCR-RT. O
namero de células nos grupos A e B cresceram gigtiamente (7,52% e
8,80% respectivamente) como também aumentou adadi®i da fosfatase
alcalina (71,95% e 88,20% respectivamente), quaodgparados com 0 grupo

C (p < 0,001 ). Concluiram que a irradiacdo derldsebaixa poténcia pulsada
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pode diretamente promover proliferacdo e difere@@ade osteoblastos e
indiretamente inibir diferenciacdo de osteoclagtes diminuicdo de RANKL e

OPG relacionado aos osteoblastos. Portanto a agadide laser pulsado de
baixa poténcia pode implicar em um importante papetemodelacdo 6ssea e

deve ser valioso para o tratamento de doencassosse® a osteoporose .

Boldrini (2010) realizou estudo com o oiwetde avaliar o efeito da
irradiacdo com LBI durante a cirurgia de preparolalto para instalagdo do
implante, comparativamente a sitios nao-irradiaéhasa isto, 64 ratos adultos
Wistar foram utilizados. Metade dos animais foiatde@amente designado a
fazer parte do grupo Teste (submetidos a irradiagio LBI), enquanto os
demais foram incluidos no grupo Controle (ndo suidloe a irradiagdo com
LBI). Todos os animais tiveram a tibia esquerddupada com fresa de 2 mm, e
um implante (2,2 x 4 mm) foi inserido. Por sua vagenas nos animais do
grupo Teste foi realizado a irradiacdo com LBI @nig-Galio-Aluminio), apos
o preparo do leito cirargico , com comprimentootiela de 808 nm, e poténcia
de 50 mW, feixe colimado (0,4 cm?), durante 01 ronel 23 segundos, e com
densidade de energia de 11 J/cm2. Duas aplica@@e¥¢m?) foram realizadas
imediatamente apds o preparo do leito criado pastalacdo do implantes. Os
animais de ambos os grupos foram entdo sacrificadds, 30 e, 45 dias apos a
instalacéo dos implantes, quando foi realizadaadiag&o do torque de remocao.
Nos periodos de 30 e 45 dias, os valores de tofop@en estatisticamente
maiores no grupo Teste em comparacao com o cong@en ambos 0S grupos

foram observados aumentos nos valores do torque ccatecorrer do tempo
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(teste ANOVA, p<0,0001). Com base na amostra inyada, pode-se sugerir
que a irradiacdo com LBI foi benéfica para aumentéorque de remocédo de

implantes osseointegraveis.

Em uma revisédo de literatura recente, Raweizal. (2010) avaliaram as
alteracOes decorrentes da irradiacédo de sitiopgkamtes osseointegraveis com
laser de baixa poténcia e concluiram que o usaBdadhbre implantes promove:
aumento do valor do torque de remocao do implantmento da deposicao de
calcio e fosforo e de hidroxiapatita de calcio, esuglo uma aceleracdo da
maturacdo 6ssea; aumento da dureza nos tecidesnpéaintares; aumento da
quantidade de ostedcitos, do metabolismo e atieideglular; aumento da

extensdo de contato osso-implante.

Basso (2011) avaliou também histologicastometricamente o processo
de reparo 6sseo em areas peri-implantares irraladdo irradiadas com Laser
de Baixa Poténcia (LBP) em tibias de ratos. Paemestudo foram selecionados
64 ratos machos adultos tipo Wistar que foram atahente distribuidos em
dois grupos (teste e controle), contendo 8 (omdnais por periodo de eutanasia
(7, 15, 30 e 45 dias) por grupo. O o0sso bicortieatibia proximal foi preparado
usando uma fresa de 2,0mm de diametro. Nos animaisgrupo teste,
imediatamente apos a preparacdo do 0sso, irradidgien realizadas por duas
vezes com LBP de GaAlAs (808nm, 0,125 W/cm?, 1ing/curante 1 minuto e
23 segundos perfazendo um total de 22 J/cm? e mgogeontrole ndo foram

realizadas irradiacdoes. Nos leitos preparados fomaseridos implantes de
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superficie tratada por jateamento e ataque acindo4;6 mm de comprimento e
2,2 mm de diametro. Nos periodos de 7, 15, 30 €did$ apos instalados os
implantes, as eutanasias foram realizadas, eias tdvam removidas e enviadas
para a preparo das laminas histoldgicas, utilizgpdaa a realizacdo da analise
histologica descritiva, e quantificacio de Contagso-Implante (COIl) e Area
de Osso. Observou-se intensificacdo da atividadeoblgistica e maturacao
0ssea, além de maior COI no periodo de sete digsupo teste (56,4 £12,7%)
em comparacdo com o controle (36,4 £13,5%). Deadisolimites deste estudo,
pode-se concluir que o LBP foi benéfico, principahte nos periodos iniciais,

do processo de reparo 0sseo.

Com relacdo aos efeitos do LLLT sobre aragho tecidual em animais
imunossuprimidos, poucos estudos tém sido realzdBessoa et al., 2004).
Pessoa et al. (2004), utilizaram 48 ratos, sobrgquais foram realizados uma
ferida cirdrgica na regido dorsal de cada animaldsArealizadas as feridas os
animais foram divididos em quatro grupos (n =42 receberam quatro tipos
diferentes de tratamento: G1 (controle) ferida aiuen tratamento , G2 ferida +
LLLT, G3 ferida + injecédo de corticoide (2mg/Kg)Gat ferida + corticoide +
LLLT . O laser usado foi o0 GaAlAs, modo de aplicag®hm contato, poténcia
2,75 mW com 2900 Hz , e duracdo de 120 segundualizando uma dose de
33 J/cm2. A eutanasia foi realizada em trés pesdaiferentes: 3, 7 e 21 dias. As
pecas foram submetidas ao processamento histolégaayadas pelas técnicas
hematoxilina e eosina (HE) e Tricbmico de MassorM)TOs resultados

mostraram que as feridas dos animais tratados odicades apresentaram um
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atraso na cicatrizacdo, enquanto os animais quwbeeam LLLT tiveram seus
processos de cicatrizacado acelerados. Outra evadéicque os animais que
receberam corticoide + LLLT tiveram uma cicatrizac&iferenciada
apresentando uma maior deposicao de colageno einmrauicdo do infiltrado
inflamatorio e do tempo de cicatrizacdo. Este traba@oncluiu que o LLLT
acelera a cicatrizacdo, agindo como agente coaugvdioestimulador,

equilibrando efeitos indesejaveis do corticoidgoruresso de cicatrizacao.
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3- PROPOSICAO

O objetivo deste estudo foi avaliarr pgeio de analise histométrica e
imunoistoquimica, o efeito do laser em baixa intlade na osseointegracéo de
implantes imediatos instalados em alvéolos de g&traental contaminados, em

ratos imunossuprimidos.
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4- MATERIAIS E METODOS

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo dea Eém
Experimentacdo Animal, da Faculdade de Odontoldgi@racatuba — UNESP
dentro das normas vigentes adotada pelo Colégisil&ra de Experimentagéo

Animal (COBEA- Protocolo 2008-005132).

Animais

No presente estudo foram utilizados 64 ratBatius novergicus
albinus, Wistay machos, pesando aproximadamente 180 a 220g, meones
do biotério central da Faculdade de OdontologidAdezatuba — UNESP. Os
animais foram mantidos em gaiolas plasticas comma&imo cinco animais
cada uma, separados de acordo com o grupo expéaineealimentados com

racdo e aguad libitumdurante todo periodo experimental

Delineamento do estudo

Os animais do Grupo S (solucéo salina) receberggndes subcutaneas
de soro fisioldgico a cada trés dias mantendo-8eoatinal dos respectivos
periodos de sacrificio, para simular o mesmo geasteess dos outros animais
tratados com medicamentos. Os animais do grupceka(detasona) receberam
injecdes subcutaneas de 2mg/Kg de peso corpéremidwal (PESSOA et al.,

2004 ) de fosfato dissédico de dexametasona (Dec@dr2 mg - Aché



30

Laboratorios Farmacéuticos S.A., Campinas, SdcoPBussil)a cada trés dias
( CAVAGNI et al., 2005 ), mantendo-se também atéespectivos periodos de
sacrificio (Fig.1). O local da administracdo fodorso dos animais, proximo a

regido cefélica e os horarios de infusdo foram semp periodo da manha.

Grupo Dexametasona (D )
GRUPD D

32 ratos

Grupo Controle - Soro (S )

GRUPOS
32ratos

Tratamento DM = soro Tratamento LLLT Tratamento DM + sorc Tratamenta LLLT
16 ratos 16 ratas 16ratos 16 ratos
e ey _ ——
(*115 dias (*130 dias (*115 dias 1130 dias {*)15 dias {(*130 dias {*115 dias [*)30dias
08 ratos 08 ratos 08 ratos 08 ratos 08 ratos 08 ratos 08 ratos 08 ratos

Figura 1. Esquema demonstrativo dos animais em aadao e
tratamento. * Dos oito ratos de cada subgrupo ciaam destinados a andlise

histométrica e trés para a analise imunoistoquimica
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Inducéo da Doenca Periodontal experimental

O presente estudo apoiou-se no modelo de inducdoetea periodontal
proposto por Johnson em 1975, que consiste naag#o de um fio de algodao
ao redor dos molares de ratos para favorecer o wWoume bactérias,
desenvolvendo dessa forma, a doenca periodontak &mta dias do inicio das
aplicacOes subcutaneas, a doenca periodontal periexentalmente induzida. A
anestesia geral foi obtida pela associacdo de 0/Kgnde Cloridrato de
quetamina (Vetaset, Fort Dodge lowa , USA) e 0,0Kgnde cloridrato de
xilazina (Coopazine, Coopers S&o Paulo, SP, Bragd)y injecdo via
intramuscular. Com o auxilio de uma pinca modifecpara esta finalidade, foi
adaptado um fio de algoddo numero 24 (Corrente déigono 10, Coats
Corrente, SP, Brasil) ao redor dos primeiros melaides ratos dos grupos S e D
que foram mantidos em posicao sub-gengival por mégo nds cirdrgicos,

para a inducdo experimental da periotlonti( Fig.2; JOHNSON, 1975;

ALMEIDA et al., 2007 ).

Figura 2. Inducédo da doenca periodontal utilizahdale algodao inserido no

sulco gengival ( ligadura).
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Figura 3. Doenca periodontal induzida apés 7 déasealizacéo da ligadura .

Tratamentos

Decorridos 7 dias de evolucédo da doenca periodomtakida (Fig.3) foi
realizado nos animais do Grupo S e D a remocéalgddura e a exodontia
atraumatica dos primeiros molares inferiores d® lasiquerdo, com auxilio de
um periotomo (Fig.4). A seguir os animais do gr&e D foram divididos em
subgrupos de acordo com os tratamentos realizades atvéolos dentais:
Controle : DM, seguido de irrigacdo com 1 ml de soro figjito e instalacao
do implante;,LLLT - DM, irrigacdo com 1 ml de soro fisioldgico, mfacao

com laser em baixa intensidade (LLLT) e instalag@amplante.
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Figura 4. Alvéolo cirdrgico imediatamente apdésagdo.

O procedimento de DM dos alvéolos dentais foi reald com curetas de
dentina (Hu-Friedy MFG, Corporation. Inc., Chicagt§A). A solucao de soro
fisiolégico foi depositada no interior do alvéalental lentamente, utilizando
seringa (1 ml) e agulha para insulina (13 x 0,45 mBecton Dickinson Ind.

Cirurgica. Ltda, Curitiba, PR, Brasil) sem bisel.

LLLT

Nos subgrupos LLLT o equipamento laser utilizadodale InGaAIP
(Indio-Géalio-Aluminio-Fésforo; Thera lase, DMC, S&arlos, SP, Brasil) com
comprimento de onda de 660 nm. A irradiagdo laserdalizada no modo
continuo, em contato com a area e de forma pootunalpoténcia de 30 mW. A
luz laser foi direcionada perpendicularmente aeriot do alvéolo em 1 ponto

na parede alveolar mesial e 1 ponto na paredelahdistal (Fig.5). Cada ponto
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foi irradiado durante 30 segundos, recebendo urmsegenpontual de 0,9 J, e
energia total de 1,8 J, totalizando uma fluénciatypsl de 32 Jich e

irradiancia de 1,06 W/cm

Figura 5. Irradiacéo do alvéolo com LLLT.

Procedimento cirtrgico para instalacao dos implaate

Os alvéolos dentais ap0s os tratamentos propostxeberam a
instalacdo dos micro-implantes de titdnio com inaiato acido de superficie,
com diametro de 1,4 mm por 2,7 mm de comprimenig.§FP-I Branemark,
Campinas, SP, Brasil). No sitio receptor foi readiz a osteotomia com brocas
twist drill de 1,0 mm de diametro por 3,0 mm de pomento, montada em
motor elétrico cirdrgico e contra-angulo redutor Iel, com velocidade ndo
superior a 2000 rpm e sob irrigacdo externa intensasolucéo salina estéril. A
seguir foram instalados os mini-implantes de fomemual (Fig.7; OLIVEIRA,

2008) e realizado o fechamento da ferida conrasitnterrompidas da mucosa
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com fio de sutura (Fig.8; Vicryl 6-0, ETHICON, Jaum Prod. Ltda, Sdo José

dos Campos, Brasil).

Figura 6. Mini- implante desenvolvido pela P-1 Beamark para o estudo.

Figura 7. Implante instalado imediatamente apodsratarnento do alvéolo

cirdrgico.
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Figura 8. Fechamento da ferida com suturas inteiaas da mucosa.

Periodo Experimental e Eutanasia
Os animais, em numero de 8 para cada subgrupoiergrdal, foram

sacrificados por meio de superdosagem anestésigperfital 150 mg/Kg,
Cristalia, Produtos quimicos Farmacéuticos Ltdmita, SP, Brasil) aos 15 e 30
dias apos instalacdo dos micro-implantes. A maiailble cada animal foi
removida, separada em duas partes e fixada em ftamponado a 10% por um
periodo minimo de 24 horas e maximo de 48 horastof2al de 8 espécimes de
cada subgrupo, cinco ndo foram descalcificadoali&mn histométrica) e trés

foram descalcificados (anélise imunoistoquimica).

Processamento histologico nao descalcificado
Os implantes com seus tecidos vizinhos foram redaosviem bloco e

fixados em formalina neutra a 10% por 48 horasirfammente, as pec¢as foram
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desidratadas usando concentracdes crescentesodé @ddc60 a 100% a seguir
foram embebidos com uma solucdo de glicometacrilatb amostras foram
polimerizadas, e seccionadas até uma espessur@ @ 3P m usando um
sistema de corte especifico (Exakt Tecknologieanliago, Alemanha). As
laminas foram coradas com solucédo de Steven’s 8loapturadas usando um

microscopio conectado a uma camera e a um computado

Processamento histologico descalcificado

Os implantes com seus tecidos vizinhos foram redaosviem bloco e
fixados em formalina neutra a 10% no maximo porhd@&s. Os implantes
foram removidos das pecas com auxilio de chaveatligios espécimes foram
desmineralizados em partes iguais de uma solucémide formico a 50% e
citrato de sodio a 20%, por 30 dias. Concluido scaeificacdo os espécimes

foram incluidos em parafina.

Processamento Imunoistoquimico

As amostras descalcificadas sofreram as reacOawistaquimicas. As
laminas foram submetidas a imunoperoxidase indeetpregando os anticorpos
primarios policlonais para OPG ( Osteoprotegerit@oat anti-opg-Santa Cruz
Biotechnology, USA) na concentracdo de 1:100, TRAFosfatase Acida
Tartarato Resistente - Goat anti-rank — Santa @iatecnology, USA) na
concentracdo de 1:100, RANK-L ( Receptor Ativadorfdtor Nuclear Kappa

Ligante - Goat anti-rankL — Santa Cruz BiotecnglddSA) na concentracéo de
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1:200. Os anticorpos primarios foram diluidos empao fosfato de sédio, pH
7,4, 0,1 M, acrescido de albumina de soro bovid@(Sigma, CA, USA) e soro
normal de burro para incubacdo para OPG (1:50kialmente os cortes
histologicos foram desparafinados em xilol, reiddas em solucdes
decrescentes de alcodis e lavados em sucessiviwdae solucdo tampao
fosfato (PBS). Estes cortes histologicos foramattas para bloqueio da
peroxidase enddgena empregando peroxido de hidmgé&? em metanol por
30 minutos e lavados com PBS. Em seguida forambases com um dos
anticorpos primarios mencionados acima a temperambiente durante 18 a
24 horas e lavados com PBS. Uma segunda incubacéeafizada por meio de
anticorpo secundario biotinilado universal (antirc@dongo, anti-cabra e anti-
coelho) durante 1 hora a temperatura ambiente jdegie lavagem com PBS.
Uma terceira incubacéo foi realizada com uma solwgitendo estreptavidina
conjugada com peroxidase a temperatura ambientantéul hora. A revelacéo
da reacdo de imunoperoxidase foi realizada com danae revelacédo (DAD-
substrato, K 3468, Dako Carpinteira, CA, USA) emdimobenzidina (DAB-

Cromégeno, DAKO, Carpinteira, CA, USA) entre 10 @ $egundos, em
temperatura ambiente. Finalmente os cortes histmégoram lavados varias
vezes em PBS e submetidos a coloracédo pela Henma@oxiodas as reacoes
foram acompanhadas por um controle negativo, poio rde omissao de

anticorpos primarios.
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Analise Histométrica

A porcentagem de contato 6sseo entre a superfeciengdlante (BIC)
medida desde a primeira rosca até a base do irediaram histometricamente
(Fig.9) determinadas em ambos os lados do implaiteando um sistema de
analise de imagens (Imagelab 200 Software Diracan IBformatica-Ltda,
Vargem Grande do Sul, SP, Brasil). A selecdo desdss histométricas foram
realizadas por um examinador treinado e cego @aamemto realizado. Outro
examinador cego ao tratamento e calibrado, real&zamalise histométrica. A
analise de cada espécime foi avaliada trés veZesnpesmo examinador, em
dias diferentes. As trés medidas obtidas foramisatds estatisticamente, para
analise de concordancia com nivel de 5% de sigméi@ (Teste Kappa). Os

valores médios foram averiguados e comparadosstis@nente.

Figura 9. Fotomicrografia de um espécime ndo desmlizado utilizado para

avaliacdo do Contato Osso Implante (BIC).
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Analise Imunoistoquimica

A selecdo das seccdes imunoistoquimicas foramzaels por um
examinador treinado e cego ao tratamento realizZadaortes histolégicos de 6
m de espessura, selecionados para analise imunaistica, foram mantidos
em uma estufa a temperatura d& @0 durante 1 hora. As andlises foram
realizadas em microscopia de luz para a obsendg@itoarquitetura do tecido
ao redor do implante nos subgrupos estudados, lmno @ expressdo das
proteinas OPG, RANKL e TRAP. A imuno-marcacdo dasetginas foi
quantificada por porcentagem, conforme apreserdahdxo (KIM et al., 2007):
Auséncia de marcacdo (0%); Marcacao fraca (<25%cdhadas); Marcacao

moderada (<50% das células); Marcacéao forte (<7&%cdlulas).

Andlise Estatistica
A analise estatistica dos dados histométricos désedvolvida por meio
de um programa especifico (BioEstat 3.0, Sociedzigdé Mamiraua, Belém,
Brasil), considerando a hipdtese nula baseada s@neia de diferenca entre as
modalidades de tratamen® £ 5%). A unidade de analise foi o animal.
Os dados histométricos foram submetidos ao testemhealidade (teste
Shapiro-Wilk) e os dados foram ndo paramétricostdfrma utilizou-se Teste

de Kruskal-Wallis seguido do teste Dunn ( p<0,05).
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5- RESULTADOS

Andlise histométrica

Na andlise dos tratamentos no grupo normal e oéattcos resultados
demonstraram nao haver diferencas estatisticas esttratamentos no mesmo
periodo (p>0,05; Fig. 10). No grupo D houve ma€ aos 15 dias no

tratamento LLLT quando comparado ao DM aos 30 @i&8.05; Fig.10).

= Fostos médiosdo BIC

| D
= Lager

15 dias - Soro 30.dia - Soro 15 dia - Corticoide 30dias - Corticoide

Figura 10. Grafico representativo dos dados histooos do BIC
(contato osso implante) nos diferentes grupos,artrahtos e periodos.
*Diferenca estatisticamente significativa ( Krusk#allis seguido de teste Dunn

p<0,05).



42

Andlise imunoistoquimica

As analises imunoistoquimicas dos padrdes de nmi@santigénicas da
RANK-L, OPG e TRAP nos cortes histolégicos revataraima nitida
especificidade de anticorpos empregados. As estiguteciduais que revelaram
imunorreatividade a RANK-L e a OPG foram similares restritas ao
compartimento citosélico das células semelhantesteoblastos, fibroblastos e
macrofagos mononucleados. A imunorreatividade AHRicou limitada ao
compartimento citosolico de células gigantes mudtieadas (osteoclastos) ou
células mononucleadas (macrofagos clasticos). Egbesfis celulares
possivelmente representam os estagios de migragsiandcrofagos clasticos
dos vasos sanguineos para o0 tecido conjuntivo, esmwo, estagios de

eliminacdo dos osteoclastos que atuaram na fasedstireabsorcéo 6ssea.

Grupo S (Tabelas 1 e 2)

Aos 15 dias nos alvéolos contaminados a imunavidatle a RANK-L
foi considerada forte no tratamento DM e moderadatmtamento LLLT
(Fig.11). J4 aos 30 dias a imunorreatividade a RANii forte no tratamento
DM e moderada no tratamento LLLT. Com relacdo anionteatividade a OPG
aos 15 dias foi observado grau leve do DM e modenadLLLT. Aos 30 dias a
imunorreatividade foi leve no DM ( Fig.12) e mod#aano LLLT.

Com relacdo a TRAP a imunorreatividade aos 15fdiaerte no DM e

leve no tratamento LLLT; aos 30 dias foi forte m@damentos DM e LLLT.
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Tabela 1. Resultado da analise imunoistoquimicditgtiaa dos espécimes do

grupo S que receberam os tratamentos DM e LLLT1&adias.

Forte a RANKL Moderada a RANKL
Fraca a OPG Moderada a OPG
Forte a TRAP Leve a TRAP

Tabela 2. Resultado da analise imunoistoquimicditgtiaa dos espécimes do

grupo S que receberam os tratamentos DM e LLLT38atias.

Forte a RANKL Moderada a RANKL
Fraca a OPG Moderada a OPG
Fraca a TRAP Forte a TRAP

Grupo D (Tabelas 3 e 4)
Aos 15 dias a imunorreatividade a RANK-L foi cors@ba forte no DM
e moderada no LLLT (Fig.13) e aos 30 dias foi abmsida forte no DM e

moderada no LLLT.
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Com relagdo a OPG aos 15 dias a imunorreatividailelefze no
tratamento DM e moderada no LLLT e aos 30 diasunomreatividade a OPG
foi considerada leve no DM e moderada no LLLT.

Com relacao a imunorreatividade a TRAP aos 15fdiasonsiderada de
grau moderado no DM (Fig.14) e leve no tratamertbT e aos 30 dias foi

considerada moderada no DM (Fig.15) e LLLT.

Tabela 3. Resultado da analise imunoistoquimicditgtiaa dos espécimes do

grupo D que receberam os tratamentos DM e LLLT1&odias.

Forte a RANKL Moderada a RANKL
Fraca a OPG Moderada a OPG
Moderada a TRAP Leve a TRAP

Tabela 4. Resultado da analise imunoistoquimicéitgtiaa dos espécimes do

grupo D que receberam os tratamentos DM e LLLT3fodias.

Forte a RANKL Moderada a RANKL

Fraca a OPG Moderada a OPG

Moderada a TRAP Leve a TRAP
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Figura 11. Imunomarcacado a RANKL no grupo S , dmdratada com LLLT

aos 15 dias. Aumento original de 100 X.

Figura 12. Imunomarcacao a OPG do grupo S, emtétzala com DM aos 30

dias. Aumento original de 100 X.
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Figura 13. Imunomarcacao a RANK-L no grupo D, esaa com LLLT aos 15

dias . Aumento original de 100 X.

Figura 14. Imunomarcacdo a TRAP no grupo D , erasadatadas com DM aos

15 dias . Aumento original de 100 X.
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Figura 15. Imunomarcacgé&o a TRAP no grupo D, ems&ragadas com DM aos

30 dias . Aumento original de 100 X.
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6- DISCUSSAO

Na analise histométrica do contato osso-implaf&C)(nos tratamentos
no grupo normal (S) e corticdide (D) os resultadesnonstraram nao haver
diferencas estatisticas entre os tratamentos nomenesriodo (p>0,05). Porém
com relacdo & comparagdo entre 0s grupos, os aeéssltdemonstraram no
Grupo corticoide que o tratamento com laser aodid$ apresentou maior BIC
gue o tratamento DM aos 30dias (p<0,05).

Diferente do presente estudo que utilizou um lasefaixa do visivel
(660 nm) em alvéolos de dentes de ratos, a malosaestudos que avaliaram o
BIC em alvéolos de implantes irradiados com LLLTlizgram o laser com
comprimento de onda na faixa do infra-vermelho diviat de coelhos
(CASTILHO FILHO, 2003; LOPES et al.,, 2007). Desestudos apenas um
estudo ( TORRES e TEIXEIRA, 2008 ) n&o demonsuantagens na utilizacéo
do laser em aumentar o torque de remocéo dos iteplan na maior formacéao
do 0sso no contato com o implante, ou na maior slefpo de hidroxiapatita de
calcio nos tecidos irradiados, diferindo dos nosstgdos.

Vérios fatores podem influenciar na reposta biaagidos tecidos
irradiados pelos LLLT como: comprimento de ondanpge de exposicao,
fluéncia e poténcia. O modelo experimental tamipéabe ter influenciado na
resposta, j& que os modelos em tibia estdo isdetosntaminacao do biofilme,
presente na cavidade bucal, e de traumas mastagator

A remodelacéo éssea via formacao e reabsor¢cdo 6ssga ao longo de

toda nossa vida. Osteoblastos e osteoclastos s&@udess primarias envolvidas
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na remodelacédo 6ssea (XU et al., 2009). Osteobklasidem produzir RANKL
(ativador de osteoclastos) e osteoprotegerina (Olihe ativacdo de
osteoclastos), fatores que regularizam a difereéoi@ funcao dos osteoclastos
( XU et al., 2009 ).

Na analise dos resultados imunoistoquimicos naovdaificado maior
imunorreatividade a RANK-L (ativa osteoclastos) goupo tratado com
corticoide (D) quando comparado ao grupo nao toa{&), apesar do uso de
altas doses de corticoide ocasionar diminuicdo @woemo e da atividade dos
osteoblastos e aumento da funcdo dos osteoclasitas. doses de corticoide
também promovem reducédo da absorcdo gastrintesiiinelcio e aumento da
sua excrecdo urinaria, diminuindo seus niveis daegs 0 que pode
desencadear o estimulo do paratorménio com consegiieabsorcdo éssea
(SATTLER et al., 2004).

Foi também observado no estudo uma menor imuriticksede & TRAP
no grupo D quando comparado ao grupo S, o que gEdeastificado porque em
altas concentracdes teciduais, os corticoides igstab lisossomas, impedindo a
liberacdo de enzimas proteoliticas e inibem a mdgpale acumulo de
macrofagos, induzida pelo fator de inibicho de ag§o, liberado pelos
linfécitos durante a interacdo antigeno-anticorpansequentemente promove
diminuicdo da fagocitose e da digestdo dos antgyermmbém causa a inibicao
da producdo de interleucinas 1 e 2 a partir dosrdfegos, impedindo a
replicacdo de linfécitos T (WANNMACHER e FERREIR2999).

Na comparacado entre os tratamentos em cada grujesgeoverificar no

grupo S maior imunorreatividade a RANK-L aos 15sdias tratamentos LLLT.
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Isto pode ter acontecido pelo fato do LLLT estimualga processos reparativos de
remodelacéo 6ssea nos periodos iniciais. Aos 30hdiave uma diminuicdo da
atividade osteoclastica e maior atividade ostetibsverificada pela maior
imunorreatividade a OPG nos tratamentos LLLT quaocdmparado ao DM.
Com relacdo a TRAP houve maior marcagcao aos 1mdiasatamento DM, por
outro lado aos 30 dias houve imunorreatividadeefordbs dois tratamentos
demonstrando aumento da atividade osteoclasticée ngsriodo nos dois
tratamentos.

No grupo D aos 15 e 30 dias houve maior imunowigile a RANK-L
no tratamento DM quando comparado ao LLLT, enquante houve maior
marcacdo da OPG no tratamento com LLLT nestes neperdodos. Tais fatos
podem estar relacionados a deficiéncia maior daslasénos animais que
receberam altas doses de corticéides na atividasteoldastica  que,
provavelmente, puderam ser compensadas pelo tnatameom LLLT que tem
a capacidade de estimular a proliferacdo de céfgssas (XU et al., 2009).

Os resultados da presente pesquisa corroboram chasias de outro
estudo (KIM, 2007) que observaram aumento da esprede mediadores do
metabolismo 6sseo (RANK, RANKL e OPG) apos irrad@@révia do sitio
cirdrgico a instalacédo dos implantes em ratos, cdrthLT com comprimento de
onda de 808 nm. Concluiram que o LLLT promoveu avmeala atividade
metabdlica e aumento da atividade das células ©:.s@edro estudo demonstrou
que o LLLT além de promover diferenciacdo e prddifdo de osteoblastos,
inibe a diferenciacédo de osteoclastos por reguépaessdo de RANKL e OPG

(XU et al., 2009).
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Estudos tém relatado que, a utilizacdo do LLLT end producdo de
mediadores inflamatérios por células do ligamenasigaontal, favorece a
guimiotaxia celular, promove vasodilatacdo e angiege local e desta forma
poderia haver um aumento na difusdo de oxigénideomlo, favorecendo o
processo de reparo pois a secrecdo do colagens fietoblastos no espaco
extracelular ocorre somente na presenca de aktas e pressdo de oxigénio
(REENSTRA et al., 2001).

Recente pesquisa (PESSOA et al.,, 2004) demon&nouanimais
tratados sistemicamente com a mesma dose deddescusada neste estudo,
que 0O LLLT promoveu diminuicdo do infiltrado inflatdrio, maior
diferenciacdo epitelial, processo de reparo maigraficiado com maior
deposicdo de colageno em feridas cutaneas irradiema LLLT, porém com
parametros distintos do presente estudo.

Diante da escassez de estudos que avaliam o ételtser em implantes
instalados em condicfes de imunossupressao, ééeasidade da realizacdo de
estudos adicionais em animais e em humanos queemvaom diferentes
metodologias os efeitos do LLLT sobre a osseoiatggpy em condicdes

sistemicamente modificadas.
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7- CONCLUSAO

Dentro dos limites deste estudo, podemos concluie @ LLLT
promoveu aumento da atividade metabdlica e aundmtatividade das células
0sseas nos alvéolos irradiados previamente aagéialdos implantes, em ratos
inibidos ou ndo com corticoide, porém néo foi ca@aumentar o contato 0sso

implante.
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