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RESUMO

Introducédo: A terapia a laser de baixa intensidade (LLLT) € uma importante
ferramenta na biomodulacéo tecidual quando do processo cicatricial de uma ferida
ou dano cirdrgicos. A sua aplicacdo favorece o reparo 6sseo na regido de
implantes dentarios. Objetivos: Avaliar as alteracdes no processo de reparo 0sseo
perimplantar em alvéolo do incisivo inferior de coelho ap6s exodontia seguido da
instalacdo imediata de um implante osseointegravel, irradiado ou ndo com laser de
baixa intensidade (AsGaAl) em diferentes parametros através da analise da
densidade de imagem perimplantar por tomografia computadorizada de feixe
cbnico (TCFC) e histomorfométrica da interacdo entre 0sso e implante. Verificar a
aplicabilidade da TCFC no controle pos-operatério de implantes dentarios através
de correlagdo com a microscopia Optica. Metodologia: A amostra foi composta por
vinte e quatro fragmentos de mandibulas dissecadas de coelhos contendo um
implante dentério colocado ap6s a exodontia. A distribuicAo das amostras foi
realizada de forma que cada grupo conteve seis mandibulas, sendo um grupo
controle (C) e trés grupos experimentais (El, Ell, Elll) seguindo o padréo de
aplicacdo da laserterapia, nos animais in vivo durante 13 dias. O grupo controle
recebeu aplicacdo de laser placebo. O grupo El recebeu dose de 70J/cm? o Ell-
35J/cm? e o Elll-140J/cm?. Aos 45 dias do experimento todos os animais foram
mortos tendo suas mandibulas dissecadas e submetidas a TCFC para analise da
densidade de imagem perimplantar através de dois métodos de avaliacéo (linear e
area retangular). Apds, as amostras foram incluidas em resina e preparadas para
analise através de microscopia Optica. Na analise histomorfomeétrica foi mensurada
a extensao linear de contato entre osso e implante (ELCOI), a area Ossea por
espira (AOE), a area 6ssea retangular (AOR) e a area de fibras colagenas (FC) das
trés espiras médias do implante. Resultados: Os resultados foram analisados
através da analise de variancia (ANOVA) complementada pelo teste de
comparacdes multiplas de Tukey ao nivel de significancia de 5%. Observou-se um
aumento da ELCOI e da FC para o grupo Elll em comparacdo com os demais
grupos. A avaliacao linear por TCFC demonstrou meédias de nivel de cinza mais
elevadas para o grupo Elll em comparacdo com 0s demais grupos e que 0S grupos
El e Ell apresentaram valores maiores que o grupo C. A avaliacdo da area
retangular por TCFC e avaliacbes histomorfométricas de area Ossea retangular
(AOR) e por espira (AOE) nado apresentaram diferencas significativas entre os
grupos. Nao foi possivel detectar correlacdo entre as analises dos resultados
obtidos por histomorfometria e TCFC através do coeficiente de correlacdo de
Pearson ao nivel de significancia de 5%. Conclusdo: A LLLT biomodula
positivamente o reparo 6sseo perimplantar na dose de 140J/cm?®. A densidade de
imagem perimplantar avaliada pelos dois métodos propostos obtidos por TCFC nao
demonstrou correlacéo significativa com os resultados da histomorfometria, sendo
discutivel sua aplicacdo no controle pds-operatério de implantes dentérios.

Palavras Chave: Terapia a Laser de Baixa Intensidade. Tomografia
Computadorizada de Feixe Cdnico. Implantes Dentarios. Coelhos.



ABSTRACT

Introduction: The use of low level laser therapy (LLLT) is an important tool in tissue
biomodulation during the healing process of a wound or surgical damage. The
application promotes bone repair in the area of dental implants. Objectives: To
evaluate the changes in the peri-implant bone healing in mandibular incisor alveoli
of rabbits after extraction followed by immediate installation of an osseointegrated
implant, irradiated or not with low intensity laser (GaAlAs) on different parameters
by analyzing the image density perimplantar with cone beam computed tomography
(CBCT) and histomorphometry of the interaction between bone and implant. Verify
the applicability of CBCT in postoperative follow up of dental implants through
correlation with optical microscopy. Methodology: The sample was composed of
twenty-four fragments of dissected rabbits jaws containing a dental implant placed
after the extraction. The distribution of samples was performed so that each group
contained six jaws A sample was divided in one control group (C) and three
experimental groups (ElI, Ell, Elll) in which the standard laser therapy was applied in
live animals for 13 days. The control group received placebo laser application. The
El group received a dose 70J/cm?, Ell-35J/cm? and EllI-140J/cm?. At 45 days of the
experiment all animals were killed and their mandibles were dissected and
submitted for analysis to the CBCT image density perimplantar through two
evaluation methods (linear and rectangular area). After the samples were
embedded in resin and prepared for analysis by optical microscopy. In
histomorphometry was measured the bone-implant contact (BIC), bone area within
the implant threads (BAS), bone area rectangular (BAR) and the area of collagen
fibers (CF) of three median spirals of the implant. Results: The results were
analyzed by analysis of variance (ANOVA) complemented by the multiple
comparison test of Tukey at a significance level of 5%. It was observed an increase
in BIC and CF for the group EIlll compared to the other groups. The CBCT linear
evaluation demonstrated gray level averages higher for the group EIlll compared to
the other groups and that the groups EI and EIl were higher than group C. The
evaluation of the rectangular area by CBCT and ratings histomorphometric bone
area rectangular (BAR) and within the implant threads (BAT) showed no significant
differences between groups. There were no significant relation between the
analyzes of the results obtained by histomorphometry and CBCT through the
Pearson correlation coefficient at a significance level of 5%. Conclusion: LLLT
modulates positively bone repair in the peri-implant with dose 140J/cm?. The image
density perimplantar evaluated by the two proposed methods obtained by CBCT
demonstrated no significant correlation with the results of histomorphometry, being
moot its application in controlling postoperative dental implants.

Keywords: Low-Level Laser Therapy. Computed Tomographic Cone Bean. Dental
Implants. Rabbits.
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1 INTRODUCAO

A difusdo da técnica de reabilitacdo através de implantes dentérios revela a
sua importancia no desenvolvimento funcional e estético da Odontologia. Em vistas
disso, muitos pesquisadores tém estudado meios que possibilitem prognésticos
clinicos e cirdrgicos mais previsiveis e favoraveis. Numa retrospectiva historica,
desde a década de 60, quando se deu inicio a osseointegracao, tem-se observado
mudancas no desenho, no tamanho e no tratamento da superficie dos implantes
dentarios, com a finalidade de acelerar o processo de osseointegracédo
(BRANEMARK et al., 1969).

Diversos pesquisadores tém estudado o uso potencial dos laseres
terapéuticos na biomodulacdo do reparo 0sseo por meio de suas propriedades
fotoquimicas e fotobiologicas (BRUGNERA et al., 2003; FREDDO et al., 2009;
MILORO; MILLER; STONER, 2007; BLAYA et al., 2008; PINHEIRO; GERBI, 2006;
STEIN et al., 2009). Esta terapia proporciona uma maior rapidez no reparo 0sseo,
menor desconforto pés-operatoério, menor quadro de edema pdés-cirargico e melhor
cicatrizacao tecidual (TAKEDA, 1988; STEIN et al., 2009). A terapia a laser de
baixa intensidade (LLLT) tornou-se uma alternativa eficaz ou coadjuvante no intuito
de melhorar os resultados clinicos (ROSS; ROSS, 2009).

As pesquisas que utilizam como modelo animal o coelho demonstram que o
reparo 0sseo leva aproximadamente seis semanas e em seres humanos, de quatro
a seis meses, portanto em coelhos ocorre trés vezes mais rapido em comparacéo
com humanos (CAMPANHA et al., 2010). Tal condicdo garante resisténcia para
gue o0 0sso receba carga sem comprometimento da estabilidade inicial do implante.
A maturacdo O&ssea perimplantar deve-se ao aumento da deposicdo de
Hidroxiapatita de Céalcio pelos osteoblastos irradiados pela LLLT. Estudos em
humanos evidenciam que apds a irradiacdo, € possivel reduzir o tempo de
colocacdo de carga sobre os implantes de quatro para dois meses e 24 dias na
mandibula e, de seis meses para quatro meses e seis dias na maxila (LOPES et
al., 2007; PINHEIRO; GERBI, 2006; KHADRA et al., 2005; PINHEIRO et al., 2003;

GERSBI et al., 2005). Logo, a aplicacdo de LLLT favorece o reparo 0sseo na regido
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perimplantar mesmo em implantes sem um bom travamento inicial (CAMPANHA et
al., 2010). A partir disso, buscou-se na literatura uma metodologia para avaliacdo
do efeito desta bioestimulagédo sobre o tecido 6sseo apos a instalacdo de implante
dentario.

Existem diferentes métodos para afericdo da estabilidade dos implantes.
Entre eles a percepcdo do cirurgidao, o torque de insercdo, o torque de
assentamento, o teste de percusséao, a aplicacao de torque reverso, avaliacdo de
mobilidade, andlise de frequéncia de ressonancia e avaliacdo imaginologica.
Dentre 0s exames imaginolégicos podemos destacar as radiografias
convencionais, a tomografia computadorizada e mais recentemente a tomografia
computadorizada de feixe conico (TCFC) (SENNERBY; MEREDITH, 2008). A
utilizacdo da TCFC é reconhecida na literatura por sua importancia no
planejamento de implantes dentarios; no entanto, ndo ha consenso quanto ao seu
uso na avaliacdo da estabilidade dos implantes e da osteointegracéo (BENAVIDES
et al., 2012; MAH; REEVES; MCDAVID, 2010).

Além dos métodos nao destrutivos supracitados, a avaliagdo Ossea
perimplantar, pode ser estudada através da analise histomorfométrica por
diferentes técnicas de observacdo (microscopia Optica e microscopia eletrénica de
varredura) (LOPEZ, 2007; SOUZA, 2010). Entretanto, é necessaria a retirada do
implante com o tecido 6sseo circunjacente, ou seja, por se tratar de uma
metodologia destrutiva, somente € passivel de aplicacdo em pesquisas com
animais. Para a avaliacao por microscopia éptica tem sido preconizada a confeccao
de laminas histolégicas coradas pelas técnicas de Hematoxilina-Eosina (HE) e
Picrosirius-Red (PR) (GUIMARAES, 2006), permitindo a quantificacdo de tecido

0sseo e de fibras colagenas.
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2 REVISTA DA LITERATURA

2.1 IMPLANTES OSSEOINTEGRAVEIS

Branemark et al. (1969) descreveram uma nova modalidade de tratamento
para reabilitar a perda de elementos dentais. Um implante osseointegrado é
caracterizado pela aposicdo direta de osso sobre a superficie de titanio do
implante, sem evidéncia de uma camada de tecido conjuntivo entre 0 0SSO e 0
implante. Esse tecido 6sseo, circunjacente a superficie do implante, apresenta
caracteristicas normais de 0sso vivo, com osteécitos e canais vasculares
(ALBREKTSSON, 1993; ZARB; ALBREKTSSON, 1991).

A instalagdo dos implantes deve ser realizada de forma atraumatica, sem
gerar superaquecimento do tecido 0sseo, apresentar estabilidade priméaria e
aguardar um periodo de trés a seis meses para carregar o implante a fim da
obtencdo de um bom prognostico (BUSER; BELSER, 1996). Esta técnica
apresenta uma previsibilidade muito grande quanto ao sucesso do tratamento e
estd embasada por varios trabalhos de pesquisa (ADELL et al., 1981; BUSER et
al., 1991; LAZZARA et al., 1996).

Existem quatro mecanismos basicos pelos quais os implantes podem ser
ancorados no 0sso: travamento macro e micromecanico, material bioativo,
vedamento pelo tecido mole e osseointegracdo (BRUNSKI, 1988). A falha e
consequente perda de um implante podem ser causadas pela técnica cirargica
deficiente, pela morfologia do implante, pela resposta adversa do paciente ou ainda

pela carga clinica excessiva (ADELL et al., 1981).

Assim que o implante € instalado no 0sso, determinadas areas da superficie
do implante permanecem em contato direto com este tecido. Este contato é
chamado de estabilidade primaria ou mecéanica e depende da forma do implante,
gualidade o6ssea e preparo do leito do implante. A estabilidade primaria é
gradualmente reduzida no processo de remodelacdo 6ssea, o qual forma novas

areas de contato com a superficie do implante. Este novo contato ésseo é
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chamado de estabilidade secundaria ou biolégica. Quando o processo de reparo €
completado, a estabilidade mecénica inicial € substituida completamente pela
estabilidade bioldgica. A soma da estabilidade priméria e da secundéria é referida
como estabilidade total (BUSER et al., 2004; SCHWARZ et al., 2007a; SCHWARZ
et al., 2007b; GANELES et al., 2008; LUONGO; OTERI, 2010; BORNSTEIN et al.,
2010).

Existem fatores que influenciam a estabilidade dos implantes como
parametros clinicos incluindo os intrinsecos ao paciente e ao procedimento
cirdrgico, bem como o protocolo de tratamento escolhido para cada caso. O fator
mais importante relacionado as condic¢des individuais dos pacientes é a qualidade
O0ssea, sendo de risco 0s pacientes que apresentarem 0SSO proveniente de
enxertia, 0Sso com caracteristicas medulares ou ainda, osso que foi irradiado. No
momento cirdrgico, o que pode alterar a estabilidade dos implantes € o uso de
técnicas cirdrgicas traumaticas que ocasionem injurias ao tecido 0sseo. Também
podemos verificar alteracfes na estabilidade implantar dependendo do protocolo a
ser utilizado, pois para carga imediata devemos aguardar um periodo minimo a fim
de obtermos uma estabilidade inicial, diferentemente dos casos em que a cirurgia é
dita de duas etapas, onde se aguarda um periodo cicatricial de alguns meses para
gue seja entdo colocada a carga sobre os implantes (SENNERBY; MEREDITH,
2008).

Entretanto, o tempo elevado de osseointegracdo do implante para a
confeccdo da protese levou a pesquisas que propuseram alteracfes na técnica
originalmente apresentada por Branemark et al. (1969) quanto a textura de
superficie do implante de titdnio. O tratamento desta superficie tem por objetivo
reduzir o tempo, antecipando a colocacdo de carga (THOMAS; COOK, 1985;
BUSER et al., 1991; MUSTAFA, 2000). Revisando a literatura, observa-se que os
implantes com tratamento de superficie apresentam taxa e velocidade de
osseointegracdo maiores quando comparadas com implantes de superficie lisa
(THOMAS; COOK, 1985; BUSER et al., 1991; BUSER; BELSER, 1996;
ALBREKTSSON et al., 2000; SUL et al., 2001, COCHRAN et al, 2002).

Partindo deste principio, em 2007, a superficie Nanotite® (BIOMET 3i) foi

introduzida no mercado apresentando uma nanotopografia criada por uma discreta
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deposicao cristalina de nanoparticulas de fosfato de célcio (CaP) sobre a face
externa do implante Osseotite® (BIOMET 3i), o qual apresenta a superficie
duplamente condicionada por &cido. Este aprimoramento, quando avaliado em
escala nanométrica, mostra melhoria nos resultados quanto a velocidade de
osseointegracdo em comparacdo aos grupos que utilizaram a superficie
Osseotite®, ndo s6 em modelo animal, mas também no estudo em seres humanos
(OSTMAN et al., 2010).

Os implantes com superficie Nanotite® sdo indicados para uso nos
protocolos de carga imediata, colocacdo imediata pds-extracdo, insercao
simultanea de implantes e enxertos 0sseos, areas estéticas em que a preservacao
Ossea € critica e localizagbes que requerem implantes curtos ou de plataforma
larga (LAZZARA, 2007).

As pesquisas recentes em animais tém utilizado cdes para estudo apos
instalacdo de implantes dentarios. Uma delas avaliou e comparou dois tipos de
implantes o SLActive® e o Nanotite®, ambos com tratamentos de superficie por
nanotopografia. A avaliacdo histomorfométrica da extenséo linear de contato entre
osso e implante foi avaliada em duas, quatro e oito semanas e demonstrou
aumento significativo ao longo do tempo. Comparativamente, ndo houve diferenca

significativa entre os dois tipos de implantes estudados (AL-HAMDAN et al., 2011).

No entanto, outro trabalho, onde foi avaliada a taxa de contaminagcdo das
superficies em relacdo a osseointegracdo, demonstraram que a Nanotite®
apresentou uma qualidade cicatricial superior a Osseotite® por apresentar uma
menor contaminacao da superficie do implante (MOHAMED et al., 2010). A adeséo
e colonizacdo bacteriana desempenham uma funcdo importante na patogénese da
infeccdo do tecido perimplantar, que € considerada a principal causa de perda de
estabilidade. Esta adeséo bacteriana foi avaliada entre as superficies de trés tipos
de implantes de titanio: usinado, Osseotite® e Nanotite®. Sendo a nanomodificada a
de menor quantidade de contaminacdo bacteriana em comparacdo com as demais
superficies avaliadas por microscopia confocal e contagem de células viaveis

(BAENA et al., 2012).
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Mensurando a extenséo linear de contato e a area 0ssea neoformada no
interior das trés espiras mais coronarias de implantes instalados em tibia de
coelhos, pesquisadores avaliaram o comportamento bioldgico do tecido ésseo
circunjacente a estes implantes diante de superficies experimentais modificadas
por laser, modificada por laser com depésito de silicato de sédio, e das superficies
disponiveis comercialmente, modificada por condicionamento &acido e superficie
usinada. Os resultados demonstraram que a superficie modificada por laser foi
estatisticamente superior as superficies modificadas por condicionamento acido e
usinada em quatro, oito e 12 semanas. A superficie modificada por laser com
deposito de silicado de sédio foi estatisticamente superior a superficie usinada em
guatro, oito e 12 semanas, enquanto que em comparacdo a superficie
condicionada por acido, em oito e 12 semanas. Observaram que a extenséo linear
de contato dos implantes com condicionamento acido foi significativamente

superior a superficie usinada no periodo de quatro semanas (SOUZA, 2010).

Diante da impossibilidade de retirada de implantes para estudos aplicados
em humanos, tem-se utilizado mini-implantes com diferentes tratamentos de
superficie. Exemplo disso € o trabalho de Menicucci et al. (2013) onde foi avaliado
através de analise histolégica e fisica 0 comportamento 0sseo perimplantar apos
enxerto xendégeno no seio maxilar e instalacdo de mini-implantes de superficie
Osseotite® e Nanotite®. Dessa forma, apés 12 meses, foi realizada a remocao
destes mini-implantes os quais foram processados e analisados por microscopia
eletrénica de varredura (MEV), espectroscopia de energia dispersiva (EDS),
microscopia confocal a laser e microscopia de luz polarizada. A partir dos
resultados obtidos os pesquisadores concluiram que a superficie Nanotite® é
superior a Osseotite® em relacdo & osseointegracdo, pois a extensdo linear de
contato entre 0sso e implante e a presenca de fibras colagenas foi maior para os

mini-implantes com tratamento de superficie.

Outro estudo avaliou por histomorfometria a associacdo de 0sso xenégeno e
autégeno de crista iliaca enxertados no seio maxilar e instalacdo de mini-implantes
com ou sem superficie nanomodificada e submetidos ou nédo a carga imediata. Os
implantes foram removidos apds dois e quatro meses com auxilio de broca trefina.
A avaliacdo da area dssea presente entre as espiras e a extensao linear de contato

entre 0sso e implante demonstraram que a area 0Ossea dos implantes que
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receberam carga imediata, tanto aos dois, quanto aos quatro meses, foi maior na
porcéo coronal quando comparada a regido apical. Entretanto esse padrao nao foi
repetido para o contato ésseo, no qual se observou que a regido média do implante
demonstrou-se maior e, somente a regido média do implante apresentou contato
0sseo aos dois meses. Para os implantes que receberam carga imediata ndo se
observou diferencas significativas entre as superficies dos implantes instalados ou
entre 0os tempos de remocédo dos implantes indicando que a osseointegracdo ao
longo do tempo foi baixa. Os implantes que ndo sofreram carga ndo apresentaram
diferencas significativas entre as superficies Osseotite® e Nanotite® tanto em
relacdo a area 6ssea quanto em relacdo ao contato entre 0sso e implante, mas em
relacdo ao tempo de dois e quatro meses a area e o contato dobraram. A
osseointegracao no seio enxertado com 0sso de crista iliaca misturado com 0sso
xenogeno foi considerada pobre independentemente do tempo de cicatrizagcdo ou
de modificacdo da superficie. O apice dos mini-implantes que receberam carga
imediata mostrou contato 6sseo minimo sugerindo que 0 enxerto ndo aumenta a
capacidade de carga (BROWAEYS et al., 2013).

Implantes com superficie Nanotite® foram acompanhados em estudo por
guatro anos onde foi avaliado o fracasso dos implantes, as complicacdes biolégicas
e biomecanicas, reabsorcdo 6ssea marginal e a preferéncia dos pacientes. Os
resultados e conclusbes desta pesquisa confirmaram que apOs quatro anos a
superficie Nanotite® aceita carga imediata sem diferencas estatisticamente
significativas em relacdo ao carregamento apoOs seis semanas da cirurgia
(CANNIZZARO et al., 2012). Ou seja, o tratamento de superficie dos implantes com
deposicao de nanoparticulas de cristais de fosfato de célcio acelera a colocacdo de

carga imediata.

2.2 TERAPIA A LASER DE BAIXA INTENSIDADE (LLLT)

O laser é uma forma de radiacdo nao-ionizante, altamente concentrada, que,
em contato com os diferentes tecidos, resulta em efeitos fototérmicos, fotoquimicos
e nao-lineares. Ao contrario de outras formas de radiacdo usadas com finalidades

terapéuticas, a radiacdo laser é ndo-invasiva e muito bem tolerada pelos tecidos



27

(BRUGNERA et al., 2003), pois apresenta comportamento de luz, a qual pode ser
refletida, absorvida ou transmitida sofrendo ou ndo espalhamento no processo. Ao
ser absorvida pode ocorrer uma transferéncia de energia para o tecido
(PANARELLO, 2003; LIZARELLI, 2007).

A interacdo do laser no tecido é determinada pela composi¢cdo de seu meio
ativo; comprimento de onda; densidade de energia e de poténcia; forma de
emissdo do laser (continua, pulsada ou desencadeada); taxa e duracdo da
pulsacéo; utilizacdo ou nao de fibras de contato; tipo de raio (focado ou desfocado);
guantidade de energia depositada no tecido; do nimero de sessdes e das
caracteristicas Opticas do tecido, como os coeficientes de absorcdo e
espalhamento (BRUGNERA et al., 2003; FREDDO et al., 2009).

As radiacbes Opticas produzidas pelos diversos tipos de laseres tém
basicamente as mesmas caracteristicas; no entanto, em busca de resultado clinico
especifico pode-se alterar as propriedades 6pticas do sistema como densidade de
poténcia e seu comprimento de onda. O laser de diodo que tem como meio ativo 0
composto de AsGaAl (Arseneto de Galio-Aluminio), muito utlizado na
biomodulacédo, apresenta um comprimento de onda variando entre 630 - 690nm
(laser vermelho) e 790 - 830nm (emissor infravermelho), com poténcias que variam
de 20 até 250mW (ALMEIDA-LOPES; LOPES, 2005).

A LLLT tem sido empregada nas faixas do espectro de luz visivel e
infravermelha para melhorar o processo de cicatrizacdo, realizando uma
biomodulacéo progressiva que gera ao tecido um aumento dos efeitos bioldgicos,
como a proliferacdo epitelial e fibroblastica, estimulacdo a sintese de colageno,
com formacédo de fibras pré-colagenas tipo | e tipo Ill, o aumento da capacidade
fagocitaria, a liberacdo de endorfinas, resultando em efeitos analgésicos,
antiinflamatérios e terapéuticos no reparo tecidual (PINHEIRO; FRAME, 2002,
BRUGNERA et al., 2003; GERBI et al., 2005; KHADRA, 2005; MILORO; MILLER;
STONER, 2007; KUSEK, 2009; FREDDO et al., 2009).

Ou seja, influencia mudancas de carater metabolico, energético e funcional
nos corpos submetidos a radiacdo, favorecendo o aumento da resisténcia e da

vitalidade celular, biomodulando a resposta inflamatéria e permitindo a evolugéo
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para a cura em um tempo menor, provocando um incremento no metabolismo
celular devido a estimulagdo seletiva das mitocondrias (BRUGNERA et al., 2003,
WEBER et al., 2006). O numero de mitocondrias de uma célula varia de acordo
com a demanda de energia necessaria para seu funcionamento. A matriz
mitocondrial possui enzimas essenciais para as reacoes utilizadas na geracao de
energia e com particulas de sintese de adenosina trifosfato (ATP) (WEBER et al.,
2006).

O laser pode liberar a energia armazenada na forma de ATP, aumentar a
sua sintese ou converté-la em adenosina difosfato (ADP) (WEBER et al., 2006). O
aumento da energia celular e as alteracdes no resultado da permeabilidade da
membrana celular levam ao alivio da dor, a cicatrizacdo de feridas, ao relaxamento

muscular, a modulacdo do sistema imunoldégico e a regeneracdo nervosa
(KHADRA, 2005; ROSS; ROSS, 2008; KUSEK, 2009).

O processo de reparo das feridas pode ser dividido em trés fases: celular,
proliferativa e remodeladora. A maior parte dos relatos sobre bioestimulacdo a laser
sugere que os efeitos mais importantes ocorrem na fase de proliferacdo, pois se
acredita que o processo de metabolismo celular acentua-se devido a fotorrecepcao
mitocondrial pela luz monocromatica, sugerindo que o laser aumenta o
metabolismo respiratério de certas células e, assim, modifica as propriedades
eletrofisiolégicas da célula (PINHEIRO; GERBI, 2006; WEBER et al., 2006).

Na fase proliferativa do reparo 6sseo, que ocorre nos primeiros dias, 0
osteoblasto esta em intensa atividade de sintese, apresentando formato cubdide
com prolongamentos celulares, citoplasma baséfilo, ndcleo excéntrico e nucléolo
proeminente. A ultraestrutura de um osteoblasto € compativel com a de uma célula
gue 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 6ssea. Também estdo presentes
numerosas mitocdndrias, vesiculas do sistema endossémico-lisossémico e grande
guantidade de vesiculas de secrecdo contendo, sobretudo colageno tipo |
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).
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A laserterapia com comprimento de onda no espectro infravermelho
mostrou-se como um estimulante na proliferacdo osteobléstica, na deposi¢cdo de
colageno e na neoformacéo O6ssea, desde que, aplicados nos momentos iniciais da
reparacdo 0ssea, com predominancia da fase proliferativa celular. Os efeitos da
laserterapia sdo dose dependente. A dose de irradiacdo ou densidade de energia é
um dos mais importantes parametros em laserterapia. A dose correta da irradiacao
influencia os resultados encontrados. Se a dose for muito baixa pode n&o ser
efetiva, assim como, uma dose extremamente alta pode, até mesmo, ter efeitos
inibitorios (DORTBUDAK; HASS; MALLATH-POKORNY, 2000; BRUGNERA,
2009). E provavel que a regeneracéo 6ssea seja dependente ndo apenas da dose
de energia total da radiacdo laser, mas também do tempo e da forma de radiacéo
(PINHEIRO; GERBI, 2006).

As células osteoblasticas ao serem irradiadas pela LLLT aumentam inclusive
a taxa de deposicéo de hidroxiapatita de calcio. Isto provavelmente ocorre devido a
correta escolha do comprimento de onda com maior penetracdo nos tecidos
(830nm) e, portanto, aumento de alteracbes em niveis celular, tais como
favorecimento da sintese de ATP (PINHEIRO; BRUGNERA JR; LIMEIRA JR, 2002;
PINHEIRO; GERBI, 2006), diferenciacdo osteoblastica precoce (FREITAS;
BARANAUSKAS, CRUZ-HOFLING, 2000; KHADRA et al., 2005), liberacdo de
fatores de crescimento, aumento dos niveis de célcio, fosforo, proteinas,
angiogénese pronunciada e formacao de tecido conjuntivo (KHADRA et al., 2005;
PINHEIRO; GERBI, 2006).

A LLLT apresenta efeitos fotoquimicos, fotofisicos e fotobioldgicos gerados
pela luz laser os quais afetam, além da area desejada, regibes mais profundas
(ALMEIDA-LOPES, 2003). Logo, ao realizar a aplicacdo da LLLT, pode-se atingir
orgaos distantes do local de irradiacdo. Sugerindo, portanto, que o laser apresenta
efeitos sistémicos por meio de mediadores metabdlicos liberados na circulacédo

sanguinea levando a alteracées hormonais (MAYER, 2013).

Ao realizar aplicacdo da terapia a laser de baixa intensidade em tibias de
ratos, os quais foram separados por grupos controle e experimental para avaliar o
processo de osseointegracdo, pesquisadores observaram que, aos 14 dias, 0s

valores do torque de remocao dos implantes foram mais elevados em comparacgéo



30

ao grupo controle, mostrando maior dificuldade para romper a interface do implante
com o 0sso. Concluiram, portanto, que a laserterapia demonstra capacidade de
aumentar o imbricamento entre osso e implante (MALUF et al., 2010). Em estudo
semelhante, onde também foi avaliado o torque de remocdo dos implantes em
tibias de ratos aos sete, 15, 30 e 45 dias, os resultados contradizem a pesquisa
anterior. Observa-se que a laserterapia ndo influenciou a tensdo no estagio inicial
da osseointegracdo, ou seja, aos sete e 15 dias. No entanto, conferiram que com o
transcorrer dos dias o torque de remoc¢éo aumentou significativamente. Aos 30 e 45
dias, os valores do torque de remocao dos implantes foram maiores para o0 grupo
irradiado em comparacdo ao grupo controle, sugerindo entdo, que a LLLT é
favoravel para aumentar a tensdo na interface osso-implante (BOLDRINI et al.,
2013).

Pesquisas referem que é importante analisar os efeitos da LLLT no reparo
0sseo quando este for de baixa qualidade e quando os implantes né&o
apresentarem um bom travamento no osso (CAMPANHA et al., 2010). Portanto, os
estudos em animais também tém avaliado a estabilidade inicial de implantes
inseridos em tibias de coelhos apos terapia a laser de baixa intensidade atraves da
mensuracao do torque de remocdo (KHADRA et al., 2004; CAMPANHA et al.,
2010), da Espectrometria Raman (TIMLIN; CARDEN; MORRIS, 1999; LOPES et
al., 2005; LOPES et al., 2007), da microscopia eletrénica de varredura (TIMLIN;
CARDEN; MORRIS, 1999; KHADRA et al., 2004; LOPES et al.,, 2007), da
microscopia optica (PEREIRA et al., 2009) e da microanalise por espectroscopia de

energia dispersiva de raios-x (KHADRA et al., 2004).

A avaliacdo da estabilidade inicial através da mensuracdo do torque de
remocao resultou em valores maiores para 0s animais que sofreram irradiacdo
laser em comparacdo ao grupo controle quando analisado aos 15 e 30 dias da
morte dos coelhos. Entretanto, ndo foram observadas diferencas significantes entre
0s grupos aos 45 dias da morte dos animais. Concluindo, assim, que a LLLT
promoveu a osseointegracdo de implantes com baixa estabilidade inicial,

especialmente nos estagios primarios do reparo 6sseo (CAMPANHA et al., 2010).

Em outro estudo, ao realizar esta comparacdo entre grupo irradiado e nao

irradiado com laser, observaram que em oito semanas de cicatrizagao as forgas de
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tracdo média dos implantes que receberam LLLT apresentaram um ganho
funcional em comparagao ao grupo controle. Neste mesma pesquisa, avaliaram 0s
percentuais de peso de Calcio e Fosforo através de EDS, obtendo como resultado
gue no grupo irradiado foram significativamente maiores quando comparado ao
grupo controle, sugerindo que a maturagdo 6ssea foi processada mais rapidamente
no osso irradiado (KHADRA et al., 2004).

Avaliando a concentragcdo de hidroxiapatita de calcio através da
Espectrometria Raman e a qualidade do reparo ésseo ao redor de implantes
dentarios através de MEV apos LLLT, pesquisadores observaram que aos 15 dias
ndo ha diferencas significantivas entre os grupos irradiado e ndo irradiado pelo fato
de que no estado inicial da osseointegracdo a atividade osteoblastica é
principalmente proliferativa e a deposicédo 0ssea inicia somente apos este periodo.
Entretanto, aos 30 e 45 dias ap0s a cirurgia perceberam diferencas significativas e
que a LLLT proporciona uma melhora no reparo 6ssea. Assim, concluiram que a
matriz 6ssea se torna o principal componente do tecido de cicatrizacdo e que a
frequéncia de aplicacdo do laser € importante, pois quando aplicado na fase de
cicatrizacao celular leva ao aumento do numero de osteoblastos. Esta elevacéo
resulta em maior deposicdo de matriz 6ssea que, ao incorporar a hidroxiapatita de
célcio, caracteriza a maturacdo 0ssea ao redor do implante (TIMLIN; CARDEN;
MORRIS, 1999; LOPES et al., 2005; LOPES et al., 2007).

A influéncia da terapia a laser de baixa intensidade sobre o reparo 6sseo ao
redor de implantes inseridos na tibia de coelhos também pode ser avaliada através
da microscopia Optica pela analise histomorfométrica. Pesquisadores avaliaram
extensao linear de contato entre 0sso e implante e a area 0ssea presente entre as
espiras na superficie externa dos implantes. Observaram que a area de contato
entre 0sso e implante ndo aumentou significativamente entre trés, seis e oito
semanas, entretanto os resultados demonstraram que 0s animais que receberam
laser apresentaram maior contato entre 0sso e implante em comparag¢do ao grupo
controle. Ao avaliar a area 6ssea presente entre as espiras, ndo observaram
diferencas significativas, seja nos grupos ou no tempo. Apesar desta area dssea
nao ter sido alterada pela LLLT, a osseointegracdo pode ser melhorada com a sua
aplicacado (KHADRA et al., 2004; PEREIRA et al., 2009).
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Estes estudos em animais deram suporte para iniciar as pesquisas em
humanos, pois o0 processo de maturacdo do 0sso € importante para 0 sucesso dos
implantes dentarios, j& que favorece a fixacdo do implante ao 0sso, permitindo a
reabilitacdo protética precoce (LOPES et al., 2007).

Sabe-se que, ap0Os a instalacdo de implantes de titanio, enxertos 6sseos e
movimentos dentérios, a funcdo celular é afetada devido a pressédo e trauma
exercidos, ocasionando apoptose celular. A partir desta observacéo, pesquisadores
avaliaram o uso da LLLT na recuperacédo de osteoblastos danificados por presséo
aplicada intencionalmente verificando a morfologia e a taxa de sobrevivéncia
destas células. Os resultados demonstraram uma taxa de recuperacdo mais
elevada de osteoblastos danificados no grupo irradiado em comparacao ao grupo
ndo irradiado. Este estudo demonstrou a capacidade da LLLT para auxiliar a
recuperacdo celular e afetar a viabilidade celular em osteoblastos sob presséo.
Estes resultados podem contribuir para uma melhor compreensao do efeito da
LLLT na recuperacdo de ceélulas apds o trauma. Além disso, os resultados
demonstraram que a LLLT pode ser utilizada no campo da engenharia de tecido
0sseo em condi¢cdes de trauma 0sseo e reparo de defeitos 6sseos grandes, tais

como o enxerto 0sseo e instalacdo de implante (PYO et al., 2013).

A utilizacdo da terapia a laser de baixa intensidade em area de reparo 6sseo
tem sido demonstrada como eficaz na modulacéo do processo inflamatério (ROSS;
ROSS, 2009; HUSSEIN et al., 2011). A aplicacdo do laser favorece a cicatrizacéo
de feridas, alivia a dor, e parece ser uma modalidade de tratamento promissora
para pacientes com necrose 0ssea (DA GUARDA et al., 2012). A utilizacao do laser
de AsGaAl estimula a formacdo O6ssea em defeitos cicatriciais comprovada por

meio de estudos histomorfométricos e histolégicos (GARCIA et al., 2012).

A analise histologica realizada por meio de coloragdo com HE e PR tem
fundamental relevancia para verificar os efeitos do uso da LLLT. As avaliacGes do
reparo 0sseo e da resposta inflamatéria sdo passiveis de serem evidenciadas pela
técnica de coloracdo histologica HE. A analise da presenca de fibras colagenas,
bem como o padrdo de distribuicdo destas nas regifes de periosteo, enddsteo,

medula e nas zonas de transicdo periésteo-medular e enddsteo-medular pode ser
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realizada pela técnica de coloracdo histologica Picrosirius-Red (GUIMARAES,
2006).

2.3 TOMOGRAFIA COMPUTADORIZADA DE FEIXE CONICO
(TCFC)

A TCFC, também conhecida como tomografia cone beam (CBCT), foi
desenvolvida na década de 90 e atualmente esta sendo amplamente usada na
pratica clinica. Pode fornecer imagens de alta resolucdo dos dentes e da regido
bucomaxilofacial, com aplicagbes em todas as especialidades da Odontologia
(HORNER; JACOBS; SCHULZE, 2013). O primeiro estudo publicado na literatura
foi em 1998, onde os pesquisadores apresentaram o0s resultados preliminares de
um novo aparelho de tomografia comtutadorizada volumétrica para imagens
odontologicas baseado na técnica do feixe em forma de cone, batizado como
NewTom-9000. Reportaram alta acuracia das imagens assim como uma dose de
radiacdo equivalente a 1/6 da liberada pela tomografia computadorizada tradicional
(MOZZO et al., 1998).

No ano seguinte, pesquisadores japoneses e finlandeses vinculados a
radiologia odontolégica apresentaram outro aparelho, com tecnologia e recursos
muito semelhantes ao tomografo precursor, o qual foi denominado Ortho-CT. Este
tomaografo consistia no aparelho convencional de radiografia panoramica finlandés,
Scanora, mas com a diferenca de que a pelicula radiografica foi substituida por um

intensificador de imagens (ARAI et al., 1999).

Esta tecnologia cresceu rapidamente e agora esta facilmente disponivel no
mercado (KAU et al., 2009), especialmente por seu baixo custo, facil acessibilidade
e baixa radiacdo em comparacdo com tomografia computadorizada de feixe em
leque (TCFL), também chamada de tomografia fan beam ou de tomografia
multislice (DE VOS; CASSELMAN; SWENNEN, 2009). Por estes motivos e, devido
a possibilidade de reconstrugcdes tridimensionais (3D) e auséncia de
sobreposicdes, a TCFC vem substituindo as radiografias convencionais em muitas
indicagcbes (KAEPPLER, 2010).
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Na TCFC a imagem é formada como um todo pelo tomégrafo no momento
da aquisicao, sendo que os cortes e as projecOes sao realizados posteriormente
pelo sistema computacional do equipamento. Desta forma, obtém-se primeiramente
o volume de uma regido e, a partir deste, sdo realizados computacionalmente os
cortes axiais e reconstru¢cées em outras projecoes de interesse — coronal e sagital
(CAVALCANTI, 2008).

O aparelho de TCFC é muito compacto e assemelha-se ao de radiografia
panoramica. Geralmente, no momento da aquisicdo do exame, 0 paciente é
posicionado sentado, mas em alguns aparelhos pode ser posicionado em decubito
dorsal. O equipamento apresenta dois componentes principais, posicionados em
extremos opostos da cabeca do paciente: a fonte ou tubo de raios X, que emite um
feixe em forma de cone, e um detector de raios X. O sistema tubo-detector realiza
somente um giro de 360° em torno da cabeca do paciente e a cada determinado
grau de giro (geralmente a cada 1 grau), o aparelho adquire uma imagem base da
cabeca do paciente, muito semelhante a uma telerradiografia, sob diferentes
angulos ou perspectivas (Figura 1). Ao término do exame, a sequéncia de imagens
base é reconstruida para gerar a imagem volumeétrica tridimensional, por meio de
um hardware e software especifico com um sofisticado conjunto de algoritmos,
instalado em um computador convencional acoplado ao tomografo. O tempo de
exame pode variar de 10 a 70 segundos (uma volta completa do sistema), porém o
tempo de exposicdo efetiva aos raios X € bem menor, variando de trés a seis
segundos (SCARFE; FARMAN; SUKOVIC, 2006; GARIB et al., 2007; VIEGAS,

2008; KAEPPLER, 2010).
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Figura 1 — llustracéo da estrutura de um tomdgrafo do tipo feixe conico
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Fonte: Adaptado de Gilmore; Weldon; Lares, 2010.

Durante uma exposicao ao feixe de raios X, em um determinado material,
ocorrem diversas interacdes e processos fisicos relacionados aos parametros de
exposicdo e composicdo do material em andlise. Em decorréncia do choque dos
fotons de raios X com a matéria, ocorrerdo processos de absorcao e atenuacgao do
feixe, estando estes relacionados com a densidade e espessura do material
exposto (PASLER, 1999; KATSUMA et al., 2006).

Na técnica de exposicao radiografica, a quantidade de raios X recebidos na
unidade de tempo depende da intensidade da corrente elétrica. Aumentando a
miliamperagem, ocorre aumento na producdo de elétrons e, por conseguinte, na
producdo de raios X (PASLER, 1999; CAVALCANTI, 2008). O produto da
miliamperagem e do tempo regula o escurecimento da imagem sem alterar o
contraste. Alterando a tensdo (kV), ocorre, também, alteracdo na penetracdo dos
raios X. Ou seja, aumentando o kV, diminuira a diferenca de absorcédo nas diversas
estruturas, diminuindo o contraste do objeto na imagem (PASLER, 1999;
LANGLAND, LANGLAIS, 2002). A tensao relaciona-se com a velocidade (fluxo) dos
elétrons. Quanto maior o kV, maior sera a velocidade e, consequentemente, o fluxo
destes elétrons (PASLER, 1999; CAVALCANTI, 2008).
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A absorcao ocorre quando o foton de raio X transfere integralmente sua
energia para um elétron do atomo, sendo que, dependendo da energia do féton
incidente, este elétron pode ser ejetado, gerando processos de ionizacdo do
material. Enquanto que na dispersdo, o foton de raio X, ao atingir um elétron do
atomo, muda sua trajetéria inicial, liberando parte de sua energia ao material
(PASLER, 1999).

A capacidade de penetracao dos feixes de raios X depende do comprimento
de onda, e este da tensdo aplicada ao tubo no momento do acionamento do
equipamento. Quando se pretende radiografar objetos de maior espessura ou
densidade, tem-se de levar em conta a capacidade de penetracdo dos raios X
pelos diversos tecidos da regido a ser exposta (PASLER, 1999; KATSUMA et al.,
2006).

Quanto maior a quantidade de raios X atingindo o receptor, maior sera grau
de enegrecimento da area sensibilizada. Um alto grau de densidade radiogréafica
produz uma imagem escura; enquanto que a imagem clara é decorrente de baixa
ou pouca densidade. Portanto, a densidade radiografica esta associada ao grau de
enegrecimento da imagem e relacionada com a quantidade de radiacdo que atinge
o receptor de imagem apds os processos de exposicao (LANGLAND; LANGLAIS,
2002).

Os valores dos tons de cinza, nas técnicas radiograficas, sdo representados
pelos pixels. Um conjunto de pixels forma elementos tridimensionais que
correspondem aos voxels (PASLER, 1999). O voxel, na tomografia
computadorizada de feixe conico, é chamado de isométrico, ou seja, apresenta
altura, largura e profundidade de iguais dimensdes (FARMAN; SCARFE, 2006).
Cada lado do voxel apresenta dimensdo submilimétrica (menor que 1mm,
geralmente de 0,119 a 0,4mm) e, portanto, a imagem tomografada apresenta boa
resolucdo. Por esta razdo, os estudos na area de validacdo da TCFC para analises
gualitativas e quantitativas mostraram uma alta acuracia da imagem (MOZZO et al.,
1998; KOBAYASHI et al., 2004; CEVIDANES et al., 2005; HILGERS et al., 2005;
MARMULLA et al., 2005; MISCH; YI; SARMENT, 2006), além de boa nitidez.
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A partir destes conceitos, verifica-se que a qualidade Ossea pode ser
avaliada com o auxilio de imagens tomogréficas, as quais, por meio dos niveis de
cinza da imagem, evidenciam a densidade dos tecidos que os raios X atravessam
pela mudanca nos tons de cinza (PARKS, 2000; XAVES et al., 2005; SCARFE;
FARMAN; SUKOVIC, 2006).

Os estudos relacionados ao uso da TCFC sao na sua maioria aplicados ao
planejamento em Odontologia tendo fundamental importancia na avaliagdo da
qualidade 6ssea, da altura éssea e da presenca de estruturas anatdmicas
(CAVALCANTI, 2008). As imagens tomograficas fornecem uma avaliacdo precisa
da dimenséo e quantitativa da densidade de imagem favorecendo o planejamento
de implantes (TURKYILMAZ et al., 2008; RUGANI et al.,, 2009; CHAN; MISCH,;
WANG, 2010), o diagnostico de patologias 6sseas (RUGANI et al., 2009; CHAN;
MISCH; WANG, 2010), a avaliacdo de retencdes dentarias e de lesbes cisticas
(RUGANI et al., 2009).

Recentemente, pesquisadores tém investido na avaliacdo pos-operatoria de
implantes através da tomografia computadorizada de feixe cénico. Entretanto,
referem que valor do pixel em TCFC pode ser afetado por condi¢cdes, tais como as
de materiais ao seu redor tornando-o n&o confiavel. E essencial ter cuidado quando
os valores de pixel sdo utilizados para estimar densidade O0ssea em locais de
implantes dentarios (ARAKI; OKANO, 2011).

Apesar disso, as tomografias de feixe cénico oferecem vantagens sobre as
tomografias computadorizadas de feixe em leque para planejamento e tratamento
odontologicos (MAH; REEVES; MCDAVID, 2010) proporcionando uma medida de
densidade mineral 6ssea da mandibula potencialmente Gtil como um método néo

invasivo para avaliar a qualidade 6ssea mandibular (LINDH et al., 1996).

Entre essas vantagens pode-se citar a menor dose de radiacdo, menor custo
e menor tempo nas aquisi¢cdes das imagens, quando comparada com 0S processos
realizados na TCFL. Esses tomégrafos também fornecem boa resolucdo, com boa
visualizacdo de detalhes (SIEWERDSEN; JAFFRAY, 1999; NING et al., 2000;
NORTON; GAMBLE, 2001; MAH; REEVES; MCDAVID, 2010). A qualidade das
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imagens obtidas por TCFC pode ser considerada equivalente ou superior as
obtidas por TCFL (HASHIMOTO, et al., 2003).

Entretanto, podem ser citadas algumas desvantagens associada a TCFC
como nao possuir calibracdo adequada, diferentemente da TCFL, a qual utiliza
escala de Unidade Hounsfield (HU) que representa a densidade dos tecidos de
acordo com uma escala de nivel de cinza calibrada com base nos valores para o ar
(-1.000 HU), agua (0 HU) e densidade 6ssea (1000 HU) (NACKAERTS et al.,
2011), apresentar consideravel radiacdo de espalhamento, &rea limitada de
exposicdo aos raios X e presenca de artefatos produzidos por materiais metéalicos
(SIEWERDSEN; JAFFRAY, 1999; NING et al., 2000; NORTON; GAMBLE, 2001;
MAH; REEVES; MCDAVID, 2010).

Estes artefatos metalicos tem um nivel significativamente mais baixo na
TCFC em comparacédo a TCFL (ROE et al., 2012). Assim, com o intuito de avaliar a
intensidade destes artefatos ao redor de implantes de titanio, pesquisadores
observaram, pela alteracdo dos valores de cinza, que a reflexdo de artefatos
metalicos estd sempre presente na proximidade dos implantes de titanio,
independentemente da posicado do implante e que uma diminui¢do significativa na
intensidade dos artefatos metalicos foi percebida com o aumento da distancia a
partir da superficie do implante. Concluiram, portanto, que os artefatos ao redor
dos implantes de titanio em imagens obtidas por TCFC sao distribuidos de acordo

com o padrao geométrico do implante (BENIC et al., 2013).

A avaliacdo da precisdo da tomografia computadorizada de feixe cénico na
afericdo da quantidade éssea ao redor de implantes dentarios em comparacao com
a avaliacao clinica ndo apresentou diferencas significativas das medidas do volume
0sseo vestibular ao longo da extensédo do implante dentario, demonstrando que a
TCFC é uma ferramenta util na avaliagcdo do volume 0sseo apés a instalacdo de
implantes dentarios (SHIRATORI et al., 2012).

Esta analise imaginoldgica permite observacdo da remodelacdo 6ssea
adjacente aos implantes e pode ser usada para avaliacdo longitudinal, tendo como
vantagem, portanto, a afericdo das dimensfes do 0sso perimplantar ao longo do
tempo (MIYAMOTO; OBAMA, 2011).
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Exemplo disso foi estudo longitudinal de 12 meses apoés instalacdo de
implante dentario onde os pesquisadores consideram que a manutencdo da tdbua
Ossea vestibular € determinante para o sucesso estético. A fim de confirmar esta
relacdo entre osso alveolar vestibular e implante dentario foi utilizada a técnica de
TCFC no planejamento cirdrgico, no pos-operatdrio imediato e no pds-operatério
tardio. Foi demonstrado que é possivel identificar a presenca ou ndo da tabua
Ossea vestibular antes e apés a cirurgia na maioria dos individuos e que 0 0sso
vestibular e as alteragbes ap0s a colocacdo do implante podem ser visualizados
por TCFC (VERA et al., 2012).

A fim de avaliar as alteracBes O6sseas nas dimensdes horizontal e vertical
apos a insercdo de um implante na maxila e colocacdo de carga imediata, foram
realizadas duas aquisi¢des tomograficas, uma no pos-operatério imediato e outra
apos 12 meses da cirurgia. Foram utilizadas as imagens do corte sagital mediano
como referéncia para analise. Os resultados obtidos permitem afirmar que
alteracoes nas dimensbes Osseas sao esperadas ap0s 12 meses da cirurgia.
Confirmando o emprego da TCFC como viavel para avaliacdo pds-operatoria da

cirurgia de implantes dentarios (ROE et al., 2012).

Na mesma linha de pesquisa, avaliou-se através do uso da TCFC pelo
periodo de sete anos as dimensdes Osseas vestibulares e de tecido mole
associadas a instalacdo de implantes dentarios no alvéolo apos exodontia e
enxerto 0sseo xendgeno com aplicacdo de membrana de colageno em 24
pacientes. Destes, somente 14 foram passiveis de acompanhamento ao final da
pesquisa, onde se observou que para cinco implantes instalados nédo foi detectado
0sso nha superficie vestibular do implante e que os demais nove implantes foram
encontrados recobertos por 0sso. Estes resultados vdo de encontro com nossa
pesquisa, pois comprovam que a avaliagcdo por TCFC tem seu emprego viavel ao
redor de sitios de implante dentéario (BENIC et al., 2012).

Em outra avaliacdo de implantes instalados na maxila, foi mensurada a
perda éssea alveolar perimplantar no sentido horizontal e vertical. A aquisicao
tomografica foi realizada no pos-operatério imediato e apés um ano da cirurgia. Os
resultados do estudo demonstraram que avaliagdo perimplantar por TCFC pode ser
aplicada (MIYAMOTO; OBAMA, 2011).
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Apos estudos longitudinais demonstrarem a viabilidade da utilizacdo da
tomografia computadorizada de feixe cénico na analise da qualidade Ossea de
regido perimplantar, foi avaliada a confiabilidade do valor da densidade 6ssea de
sitios passiveis de instalacdo de implantes dentarios através da TCFC e da TCFL.
A densidade 0Ossea trabecular obtida pela TCFC demonstrou ser pouco confiavel
devido a diferenga significantiva dos resultados, uma vez que os valores obtidos
foram mais elevados em comparacao a TCFL. Porém, neste estudo, foi utilizado
como referéncia os valores em HU para ambos os sistemas de tomografia e
concluiram que para TCFC néo existe uma escala definida para determinar o nivel
de cinza da imagem (SILVA et al., 2012).
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3 JUSTIFICATIVA

E descrito na literatura o uso da terapia a laser de baixa intensidade no
reparo 0sseo perimplantar em tibias de coelhos (TIMLIN; CARDEN; MORRIS,
1999; KHADRA et al., 2004; LOPES et al., 2005; LOPES et al., 2007; PEREIRA et
al., 2009; CAMPANHA et al., 2010); no entanto, o osso da tibia é morfologicamente
diferente do osso mandibular alveolar. Sendo assim, a instalacdo de implantes em
alvéolo de mandibulas de coelhos possibilita maior confiabilidade por ser
compativel com uma situacdo clinica funcional (DE JONG; KORFAGE;
LANGENBACH, 2010).

Estudos revelam que o emprego de implantes com superficie
nanomodificada favorece a osseointegracdo permitindo a colocacdo de carga
(LAZZARA, 2007; CANNIZZARO et al., 2012; MENICUCCI et al., 2013). Assim,
presume-se que a associacao de implantes nanomodificados e aplicacdo de LLLT,
por este favorecer o reparo tecidual, promovera a aceleracdo da osseointegracao

e, consequentemente, permitird a colocacao de carga em um periodo mais curto.

Para realizar a avaliacdo da osseointegracdo pesquisas referem o uso da
histomorfometria (LOPEZ, 2007; SOUZA, 2010), entretanto, apesar de ser confiavel
€ um método destrutivo, pois requer a remocao do tecido 6sseo, ou seja, hecessita
gue seja realizada bidpsia para posterior analise, ndo sendo passivel de ser
aplicado em humanos. Existem formas clinicas e imaginolégicas de avaliacdo da
osseointegracdo. Dentre 0s exames imaginolégicos utilizam-se radiografias
convencionais, tomografia computadorizada e mais recentemente tomografia
computadorizada de feixe cénico (SENNERBY; MEREDITH, 2008).
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar as alteracdes no processo de reparo 6ésseo perimplantar em alvéolo
do incisivo inferior de coelhos apés exodontia seguida da inser¢do imediata de um
implante osseointegravel, irradiadas ou ndo com laser de baixa intensidade

(AsGaAl), em diferentes parametros.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar por histomorfometria a area 0ssea, a area de fibras colagenas e a
extensdo linear de contato entre 0sso e implante.

b) Avaliar através de tomografia computadorizada de feixe conico a densidade
de imagem perimplantar.

c) Correlacionar os resultados da avaliacao histomorfométrica com a densidade

de imagem.
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5 METODOLOGIA

5.1 RESPALDO ETICO DA PESQUISA

Esta pesquisa foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
CEUA/HCPA sob o namero de projeto 12-0120, de 24 de maio de 2012 (ANEXO
A). Foi realizado aproveitamento de material biolégico proveniente da pesquisa
aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais CEUA/HCPA, sob o nGimero
de projeto 11-0449, de 21 de dezembro 2011 (ANEXO B), este projeto também foi
apresentado & Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da PUCRS,
conforme protocolo 11/00235, de 21 de julho de 2011 (ANEXO C).

Foram cumpridos os principios éticos para experimentacdo em animais, que
constam na Lei 11.794 de 08 de outubro de 2008 (Lei Arouca — ANEXO D) que
regulamenta e estabelece procedimentos para 0 uso cientifico de animais,
revogando a Lei 6.638, de 8 de maio de 1979; respeitaram-se também os
Principios Eticos na Pesquisa Experimental, determinados pelo Colégio Brasileiro

de Experimentacdo Animal.

5.2 PARADIGMA

Este trabalho foi desenvolvido dentro do paradigma tradicional, quantitativo,
no design de estudo do tipo experimental verdadeiro, com as amostras
selecionadas de forma aleat6ria, com um grupo de controle com pré e pos-teste
(CAMPBELL; STANLEY, 1979).

5.3 VARIAVEIS

5.3.1 Variaveis dependentes

a. Reparo tecidual perimplantar;
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b. Processo de osseointegracéo do implante;

c. Densidade de Imagens.

5.3.2 Variaveis independentes

a. Laser de baixa intensidade Arseneto de Galio-Aluminio (AsGaAl);

b. Dosagem do laser.

5.4 DEFINICAO CONCEITUAL

5.4.1 Laser de baixa intensidade (AsGaAl)

A palavra laser € um acrébnimo com origem na lingua inglesa com o
significado de Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation, cuja
traducdo para a lingua portuguesa seria amplificacdo de luz por emisséo
estimulada de radiacdo. Esta radiacdo € descrita como uma onda eletromagnética
do tipo ndo ionizante. Esta onda tem uma caracteristica importante chamada de
comprimento de onda, que nada mais é do que a distancia medida entre dois picos
consecutivos de sua trajetoria. A cor desta luz é definida pelo comprimento de
onda. A unidade utilizada para a medicdo deste comprimento é uma fracdo do
metro, o nanémetro (nm), que é equivalente a 10° metro. Essa caracteristica,
juntamente com a frequéncia e a amplitude, define a luz dentro do espectro
completo de ondas eletromagnéticas. Tais caracteristicas conferem propriedades

terapéuticas importantes.

5.4.2 Osseointegracao

A definicdo conceitual de osseointegracdo é a unido estrutural e funcional

entre 0 0SSO Vivo e organizado e a superficie de um implante. A qualidade dessa
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unido depende de fatores fisicos relacionados ao implante, bem como fatores
sistémicos e biolégicos responsaveis pela formacao e manuten¢do do tecido 6sseo

perimplantar.

5.4.3 Tomografia computadorizada de feixe conico

E uma técnica de obtencdo de imagem que utiliza um feixe cénico de
radiacdo associado a um receptor de imagens bidimensional. Nesta técnica, o
conjunto fonte de raios X e receptor de imagens gira 360° uma Unica vez em torno
da regido de interesse. Durante este giro, multiplas projecdes bidimensionais em
angulos diferentes sédo obtidas e enviadas ao computador. Desta maneira, &
possivel reduzir a dose de exposicdo do paciente a radiacdo (em até 98% em
relacéo a tomografia computadorizada de feixe em leque) e a presenca de artefatos
na imagem obtida, permitindo assim a melhora da imagem 3D. Essas projecdes
contém todas as informacOes necessarias para compor a matriz da imagem
tridimensional. Cortes nos trés planos do espaco, reconstrucdes panoramicas e

cefalométricas podem entdo ser obtidas a partir desta imagem 3D.

5.5 CONFIGURACAO DA AMOSTRA

A amostra desta pesquisa € constituida por 24 mandibulas de coelhos, com
implante dentério instalado, dissecadas, provenientes do projeto de pesquisa
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais CEUA/HCPA, sob o nGmero
11-0449 do dia 21 de dezembro 2011 (ANEXO B), no qual foram utilizados 40
coelhos da ordem Lagomorpha, género Oryctolagus, espécie Oryctolagus
cuniculus, raca Nova Zelandia, variedade branco, machos, pesando entre 3 e 4 kg,

com 3 meses de idade, clinicamente sadios, selecionados aleatoriamente.

Para determinar o tamanho da amostra deste estudo com modelo

experimental com coelho, foi determinado o “n” em seis para cada grupo,
baseando-se nos estudos de Khadra et al. (2004), Lopes et al. (2005), Lopes et al.

[19e ]

(2007), Cho et al. (2004) e Pereira et al. (2009), nos quais o “n” dos grupos, seja
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teste ou controle, ficou sempre entre cinco e oito. Estas pesquisas foram realizadas
para estudar o reparo do tecido 6sseo em coelhos com associacdo da LLLT (em
sua maioria na regido perimplantar) apresentando resultados estatisticamente
significativos (ANEXO E).

5.6 ORGANIZACAO DOS GRUPOS

As 24 mandibulas dissecadas foram identificadas e distribuidas em quatro
grupos distintos, sendo um grupo designado como controle (C) e trés grupos
designados experimentais (EI, Ell, Elll) seguindo o padrdo de aplicacdo da
laserterapia que foi aplicada nos animais in vivo (Tabela 1) (APENCICE A).

Tabela 1 — Distribuicdo dos grupos a partir do protocolo de aplicacdo da LLLT

DOSE TEMPO DE NUMERO
GRUPO PROCEDIMENTO TOTAL CADA _ DE
APLICACAO ANIMAIS

C (Grupo Controle) Exodontia + implante 0J/cm? 00:00:00 6

El (Grupo Experimental) Exodontl?a;;rrnplante * 70J/cm?® 00:01:41 6
Ell (Grupo Experimental) Exodontl?a;érrnplante * 35J/cm? 00:00:51 6
Elll (Grupo Experimental) Exodontia + implante + 140J/cm? 00:03:21 6

laser

Fonte: Massotti (2013).

Para padronizar os experimentos, todos os animais do grupo C, El, Ell e Elll
foram submetidos ao procedimento cirldrgico de exodontia do incisivo inferior
esquerdo e colocacdo imediata de um implante osseointegrado no respectivo
alvéolo, criando uma condicdo clinica inicial de igualdade entre os quatro grupos
(APENDICE A).
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5.7 AVALIACAO TOMOGRAFICA

Neste estudo foi avaliada a variagdo da densidade éssea através da
avaliacdo dos niveis de cinza em imagens de tomografia computadorizada de feixe
cbnico de 24 mandibulas de coelhos ap6s a disseccao dos tecidos moles.

Aos 45 dias do experimento, ou seja, 30 dias apds a Ultima sessdo de
laserterapia, os animais do grupo controle C, e dos grupos experimentais El, Ell e
Elll foram mortos apés a injecdo intramuscular de Cloridrato de Ketamina®, na dose
de 40mg/kg de peso e de Cloridrato de Xilasina?, 3mg/kg de peso, o mesmo
protocolo utilizado na etapa cirdrgica, com administracdo de uma sobredose
anestésica de Propofol® 1ml/kg e posterior parada cardiaca provocada por KCI*
10% (Cloreto de Potassio) na dose de 1ml/kg.

Apo6s a morte dos animais, a mandibula foi dissecada para fins de
processamento e preparo das amostras para analise tomografica e
histomorfométrica. As amostras teciduais provenientes da mandibula dos coelhos,
contendo o implante foram removidas e colocadas em formalina neutra tamponada
a 10%.

As mandibulas dissecadas, e sem tecido mole, dos 24 coelhos, foram
submetidas ao exame de TCFC para analise dos valores dos niveis de cinza em
relacdo a area perimplantar. As aquisicdes das imagens foram realizadas na
Clinica de Radiologia Odontolégica Faciem 3D Diagnostico por Imagem em Porto
Alegre/RS (ANEXO F). O equipamento utilizado para aquisicdo das imagens foi

0 K9000c 3D Cone Beam CT Scanner da marca Carestream® (Figura 2).

As amostras foram posicionadas sobre um guia prototipado e apoiadas na
area de aquisicdo do equipamento (Figura 2). Utilizaram-se como protocolo de
aquisicdo os seguintes parametros: voxel de 100um, resolucdo de 10 pixels por
milimetro, tensdo de pico de 60kV, corrente de 10mA, tempo de exposicado de
10,8s e campo de visao (FOV) de 50 x 38 mm.

! Dopalen®, fabricado por Divisdo Vetbrands Satde Animal. S&o Paulo/SP.

% Anasedan®, fabricado por Divisdo Vetbrands Satide Animal. Sdo Paulo/SP.

® Lipuro 1% (10mg/ml) Laboratérios B. Braun SA. Av. Eugénio Borges, 1092 - Bairro Arsenal - S&o
Gongalo/RJ, Brasil.

* Isofarma Industrial Farmacéutica Ltda. Rua Manoel Mavignier, 5000 — Precabura Eusébio/CE,
Brasil.
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Para auxilio durante as tomadas, utilizou-se como suporte das mandibulas o
guia tomografico prototipado, confeccionado especialmente para este fim (Figura
2). O programa utilizado no planejamento do guia prototipado foi o software
Rhinoceros 3D°, a confeccdo na maquina Insight®, e produzido pela tecnologia
Fused Deposition Manufacturing - FDM. O guia tomografico foi produzido pela
empresa Protétipos 3D®’. O guia possui escala milimetrada no sentido coronal,
com indicador para linha média das mandibulas dos coelhos no sentido
longitudinal, para que o feixe luminoso localizador do tomégrafo possuisse sempre

a mesma inclinagédo sobre todas as pecas.

Acoplado ao guia, foi esculpido um posicionador (Figura 3 - seta) para os
dentes incisivos centrais inferiores dos coelhos, onde o feixe luminoso localizador
do tomografo foi direcionado entre o incisivo direito e o implante dentario instalado,
proporcionando assim maior uniformidade no posicionamento das mandibulas na

aquisicao das imagens (Figura 3).

As imagens foram adquiridas e armazenadas no protocolo Digital Imaging
and Communications in Medicine (DICOM) e, posteriormente, reconstruidas e
analisadas no software livre Image J® (Figura 4), com o qual foi possivel analisar a
densidade de imagem, relacionando os limites de atenuacédo dos feixes de raios X
com os valores de niveis de cinza na area perimplantar dos coelhos operados na

aquisicao tomografica.

® Robert McNeel & Associates

® Stratasys — FDM 300

" Tecnopuc - Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil

® Software de dominio puiblico (freeware) desenvolvido pelo National Institute of Health
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Figura 2 — Aquisicao das imagens tomogréficas

A) tomdgrafo utilizado para aquisicdo das imagens; B) posicionamento da mandibula no local de
aquisicao da imagem; C) guia tomografico confeccionado pela empresa Protétipos 3D®. Fonte:
Massotti (2013).

Figura 3 — Posicionamento da mandibula para aquisicdo tomografica

A) posicionador (seta) para os dentes incisivos centrais inferiores dos coelhos no guia prototipado.
B) ilustracédo do posicionamento da mandibula sob o guia prototipado; C) alinhamento do feixe laser
do equipamento na linha média. Fonte: Massotti (2013).
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Para a reconstrugdo e processamento no software ImageJ, as imagens
foram convertidas para 8 bits (256 niveis de cinza) (Figura 5). Definindo uma escala
de 0 a 255 em cada imagem, onde O representa valores escuros dentre 0s niveis
de cinza da imagem (correspondente a menor atenuacao dos feixes de raios X no
momento da exposicdo), e 255 representa valores claros e brancos dentre os
niveis de cinza (maior atenuacao dos feixes de raios X), dependendo do tipo do
tecido irradiado (Figuras 7 e 9).

Como as imagens foram adquiridas em um processo volumétrico, para fins
de determinacao e limitacdo das regifes para analise, todas as sequéncias foram
reconstruidas no software ImageJ em plano sagital (Figuras 6).

Apoés a reconstrucdo das imagens, fez-se a correcao da angulacéo do longo
eixo do implante em relacdo ao plano horizontal da imagem através do uso da

ferramenta Rotate para cada imagem (Figuras 8).

Na andlise dos niveis de cinza, correlacionados com o0 processo de
atenuacao e absorcéo dos raios X nas aquisicdes (densidade de imagem), foram
selecionadas regides de interesse (ROIS) entre as espiras cinco, seis e sete. Onde
a espira de numero um foi considerada aquela proxima a cervical do implante e a
de namero 12 a ultima espira, ou seja, a mais apical. Tal analise foi realizada para

determinar a densidade de imagem associada a regido perimplantar.

A analise limitou-se as espiras centrais devido a superficie externa do
implante apresentar cavidades em formato helicoidal, na regido apical do seu
corpo, para auto-rosqueamento, 0 que na imagem tomografica ocasiona o

desaparecimento das espiras (Figuras 10 - seta e 11).

Os implantes utilizados apresentam espaco entre as espiras de 0,8mm,
permitindo a utilizacdo de duas metodologias para avaliacdo da densidade de
imagem ao redor dos implantes: método de avaliacdo linear e método de avaliacéo
retangular da area perimplantar. Ambas as metodologias foram aplicadas ao corte
no plano sagital, correspondente ao centro do implante, o qual foi determinado

guando se observava a maior area do parafuso interno do implante.



Figura 4 — Imagens no plano axial carregadas no programa ImageJ
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Figura 5 — Conversao das imagens para 8 bits (256 niveis de cinza)
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Fonte: Massotti (2013).
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Figura 6 — Reconstrucdo da imagem em plano sagital
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Fonte: Massotti (2013).

Figura 7 — Imagem no plano sagital com a escala de 256 niveis de cinza
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Demonstracado da escala com os niveis de cinza. Fonte: Massotti (2013).
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Figura 8 — Rotacéo do longo eixo do implante
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Longo eixo do implante paralelo ao plano horizontal da imagem. Fonte: Massotti (2013).

Figura 9 — Média dos niveis de cinza presentes
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Média dos niveis de cinza: 1) osso medular = 89,58; 2) implante = 255; 3) osso cortical = 161,33;
4) osso medular = 64,38. Fonte: Massotti (2013).
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Figura 10 — Configuracdo do implante na imagem tomogréfica
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Desaparecimento das espiras na regido apical do corpo do implante devido as cavidades em
formato helicoidal (seta). Fonte: Massotti (2013).

Figura 11 — Configuragdo do implante Nanotite®
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Fonte: modificado de BIOMET 3i.
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5.7.1 Avaliacéo Linear TCFC

Com o corte tomografico central do implante posicionado, duas ROIs foram
selecionadas para avaliacdo linear em 2,4mm na face vestibular e lingual de cada

implante.

Uma linha foi desenhada unindo o topo das espiras cinco, seis e sete. Entéo
os niveis de cinza dos pixels posicionados sobre a linha foram avaliados, gerando
um perfil de superficie perimplantar (Figuras 12 e 13). Os dados referentes a média
desses niveis geram um gréfico o qual mostra valores maiores relacionados ao

implante e valores menores correspondendo a quantidade 6éssea entre as espiras.

Os valores dos niveis de cinza obtidos nas por¢des centrais de cada espira,
ou seja, que estavam nas distancias 0,4mm, 1,6mm e 2mm para cada face do
implante, referente a lingual e a vestibular, geraram uma média que representou

somente um valor final médio de nivel de cinza por implante.

Todos os dados obtidos foram exportados, em forma de tabela, para o

programa Windowns Excel®®

a fim de se obter os dados graficos das variacbes de
densidade das unidades experimentais, em niveis de escala de cinza. As analises
foram realizadas sob supervisdo da Fisica Médica Geisa da Silva Medeiros (ABFM
1541) a partir dos valores adquiridos para avaliar a densidade de imagem

proveniente das imagens tomograficas de feixe conico.

® Microsoft Corporation



Figura 12 — Avaliagéo linear da regido vestibular
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Gréfico dos niveis de cinza presentes entre as espiras 5, 6 e 7. Fonte: Massotti (2013).

Figura 13 — Avaliacéo linear da regido lingual
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5.7.2 Avaliacao Retangular TCFC

Com a imagem posicionada no corte tomografico central foi delimitado um
retangulo de 1,2mm de altura e 2,5mm de base, o qual corresponde ha uma éarea
de 3mm2. A limitacdo da area baseou-se na distancia entre as espiras do implante
dentério utilizado a qual é de 0,8mm; a distancia entre trés espiras ficou limitada a

2,5mm.

O retangulo foi posicionado sobre as espiras cinco, seis e sete, de forma que
os limites da base correspondiam ao centro do pico das espiras cinco e sete,
padronizando a posicdo da area avaliada (Figuras 14 e 15). Desta forma, além da
area Ossea perimplantar também foram capturados dados referentes a imagem do
implante, o qual apresenta valores compativeis ao branco gerando alteragdo da

média de niveis de cinza.

Para evitar tal interferéncia dos pixels brancos, somente as zonas 0sseas de
interesse foram selecionadas através de métodos matematicos que realizaram a
segmentacdo da imagem, removendo-se tais pixels. Portanto, a area de avaliacao

foi reduzida para uma area média de 2,05mmz2.

Como foram avaliadas duas areas, referentes a vestibular e a lingual, em
cada implante, as médias e os desvios-padrdes iniciais foram somados e nova
média e desvio gerados para que cada implante apresentasse somente um valor

final médio de nivel de cinza.

Todos os dados obtidos foram exportados, em forma de tabela, para o

programa Windowns Excel®*°

a fim de se obter os dados gréaficos das variacGes de
densidade das unidades experimentais, em niveis de escala de cinza. As analises
foram realizadas sob supervisdo da Fisica Médica Geisa da Silva Medeiros (ABFM
1541) a partir dos valores adquiridos para avaliar a densidade de imagem

proveniente das imagens tomograficas de feixe conico.

1% Microsoft Corporation



Figura 14 — Avaliagdo retangular da regi&o vestibular
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Gréfico dos niveis de cinza presentes entre as espiras 5, 6 e 7. Fonte: Massotti (2013).

Figura 15 — Avaliacdo retangular da regiéo lingual
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5.8 AVALIACAO HISTOMORFOMETRICA

A técnica de seccionar implantes metélicos juntamente com o tecido 6sseo
surgiu na década de 70 do século passado e permitiu a realizacdo de estudos com
cortes histologicos com espessura de até 10um. Com esta técnica de preparacao

foi possivel preservar intacta a interface entre o implante e o 0sso para analise.

ApGs a aquisicao das imagens tomograficas as 24 pecas operatérias foram
cortadas na linha média, separando o lado contendo implante dentario, em seguida
foi realizada a secc¢do da mandibula na regido distal do 1° molar inferior com disco
de aco diamantado montado em motor de baixa rotacéo sob irrigagdo com solugéao
fisiolégica 0,9% para ndo aquecer a margem 0ssea e danificar estruturas tendo

uma margem segura do apice do implante (Figura 16).

Apés esta etapa, 24 pecas foram submetidas ao processo de desidratacéo
em uma série de banhos: 1° banho — alcool 70%, durante 7 dias; 2° banho — alcool
80%, durante 7 dias; 3° banho — alcool 90%, durante 7 dias; 4° banho — alcool
100%, durante 7 dias. Na sequéncia, realizou-se o processo de inclusdo em resina
LR White — médium** em misturas de alcool 100% conforme concentracdes a
seguir: 1° banho — 50% de resina + 50% de alcool 100%, durante 7 dias; 2° banho
— 70% de resina + 30% de alcool 100%, durante 7 dias; 3° banho — 90% de resina
+ 10% de &lcool 100%, durante 7 dias; 4° banho — 100% de resina, durante 7 dias.

Adicao do catalizador previamente ao processo de polimerizacéo (Figura 17).

Apés a sequéncia de banhos a polimerizacdo da resina foi realizada de
forma que as 24 pecas foram mantidas em forno a temperatura de 60°C durante 24

horas (Figura 18).

Apbs o processo de polimerizacdo, os blocos foram desgastados em politriz
com lixa de granulacdo 600 a fim obter um paralelismo entre o implante e a
superficie da resina (Figura 18). Em seguida os blocos foram aderidos a laminas de

acrilico apresentando dimensdes 50x100mm utilizando-se adesivo instantaneo™.

1 LR White Embedding Resin Kit: Medium grade. EMScience, Hatfield,PA, Estados Unidos.
'2 Scotch® Bond, 3M do Brasil Ltda. Via Anhanguera, km 110, Sumaré — SP, Brasil.
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Apos a fixacdo as laminas, as pecas foram cortadas em micrétomo para
tecido duro EXACT Diamond Band Saw com fitas impregnadas por particulas de
diamante’®, em velocidade calibrada, até chegar a regido de interesse para andlise.
Em seguida, as pecas passaram por um processo de polimento em equipamento
proprio EXACT Grinding System, com lixas de granulagdo em ordem crescente,
1000, 1500%, 2000, Para cada lixa utilizou-se um tempo especifico. Para tal
iniciou-se 0 processo mantendo a peca durante cinco minutos sobre a lixa 1000,
em seguida trés minutos sobre a lixa 1500 e, por fim, trés minutos sobre a lixa 2000
(Figura 19).

A superficie polida dos cortes foi, entdo, aderida a laminas de acrilico de
dimensGes 25x75mm novamente com adesivo instantdneo. Apds esta
polimerizacdo, as pegas foram cortadas no micrétomo, em velocidade calibrada,

até chegar a regiao de interesse para analise (Figura 19).

Removeram-se as laminas de acrilico maiores, e as superficies ainda néo
polidas passaram, entdo, pelo processo de polimento em uma politriz até a

espessura aproximada de 30um (Figura 19).

Esta etapa do projeto foi realizada no Laboratério de Anatomia da Faculdade
de Odontologia de Bauru/SP (ANEXO G).

'3 Diamond Cutting Band, 0,2mm, D64, EXACT, Nordestedt, Schleswing-Holstein, Alemanha.
4 Grinding Paper K1000, EXACT, Nordestedt, Schleswing-Holstein, Alemanha.
'* Grinding Paper K1500, EXACT, Nordestedt, Schleswing-Holstein, Alemanha.
'® polishing Paper K2000, EXACT, Nordestedt, Schleswing-Holstein, Alemanha.
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Figura 16 — Corte das mandibulas

A) corte com disco de aco diamantado na linha média separando o lado que recebeu implante
dentario; B) hemimandibula do lado esquerdo; C) corte na regido distal ao primeiro molar inferior
com disco diamantado; D) separacdo do fragmento anterior da mandibula contendo o implante
dentario. Fonte: Massotti (2013).

Figura 17 — Inclusdo das amostras em resina

INCATALYZED VERSION
ENCLOSED,
MUST ADD CATALYST
092 VIAL) ENCLOSED.
Stétaggryc o wd
. \RWHITE EMBEDDING RESY
: ALY

A) resina LR White diluida em 4&lcool etilico 95%; B) imersdo das amostras em diferentes
concentracdes da resina; C) catalizador; D) colocagdo do catalizador apdés manutencdo das
amostras em resina 100% durante 7 dias; E) amostras prontas para serem submetidas ao processo
de polimerizacédo. Fonte: Massotti (2013).
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Figura 18 — Preparo dos blocos de resina

A) termopolimerizacédo da resina a 60°C por 24 horas; B) bloco contendo o segmento anterior da
mandibula apés polimerizacdo da resina C) desgaste dos blocos em politriz com lixa de granulagéo

600; D) bloco apés o desgaste demonstrando o paralelismo entre o implante e a superficie da
resina. Fonte: Massotti (2013).

Figura 19 — Preparo das laminas histolégicas

A) corte da amostra em micrétomo para tecido duro EXACT Diamond Band Saw com fitas
impregnadas por particulas de diamante; B) polimento em equipamento EXACT Grinding System;
C) superficie polida do corte aderida a lamina de acrilico de dimensédo 25x75mm; D) obtencédo de
30um de espessura da lamina apds a sequéncia de polimento. Fonte: Massotti (2013).
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As laminas obtidas foram coradas por Hematoxilina-Eosina (HE) e
Picrosirius-Red (PR) na Unidade de Patologia Experimental (UPE), do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA) conforme o procedimento operacional padrédo
(POP) estabelecido na Instituicdo (ANEXO H, ANEXO | e ANEXO J), sob orietacao
da Profa. Dra. Luise Meurer (Figuras 20 e 21).

A andlise microscopica das seccdes das areas perimplantares dos coelhos
foram realizadas na Unidade de Patologia Experimental (UPE), do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre. A avaliacao foi realizada por meio da andlise quantitativa
e comparativa das laminas, coradas com a técnica HE e PR.

As imagens foram analisadas em microscopio 6ptico em aumento de 100x
(Olympus BX51, Olympus Corporation, Japao), capturadas por meio de uma
camera fotografica digital (Olympus U-TV0.5XC-3), acoplada ao microscépio de luz
e armazenadas em arquivo TIFF (.tif) utilizando o software Qcapture Pro com
resolucdo de imagem de 2560x1920 (full frame) para as laminas HE e de
1280X960 para as laminas de PR e 36 bits de cor por pixel.

A analise histomorfométrica € uma analise quantitativa, sendo mais objetiva
e precisa. Atualmente existem programas de processamento digital da imagem,
gue vém proporcionando inimeras vantagens como uma melhor qualidade da
imagem, maior velocidade, maior precisdo, reprodutibilidade e durabilidade de
trabalhos que envolvem alguma manipulacdo de imagens. Dessa forma foi utilizado
o software de analise de imagens ImageJ, versdo 1.46r, o0 mesmo aplicado na

analise tomogréfica.

Foram calculados os valores em porcentagem da area Ossea retangular
(%AOR), da area de tecido 6sseo presente no interior da espira (%AOE), da
extensdo linear de contato entre 6sso e implante (%ELCOI) e da area de fibras
colagenas (%FC) entre as 3 espiras centrais (espiras 5, 6 e 7) na face vestibular e

na face lingual de cada implante.
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A) aplicacéo da solugéo de Sirius Red durante 30 minutos; B) lavagem em &gua corrente; C) lamina

apos aplicagdo da solugdo de Sirius Red; D) aplicagdo da solucdo de Fast Green durante 3 minutos.
Fonte: Massotti (2013).
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5.8.1 Analise histomorfométrica das laminas coradas por HE

Para realizar estas andlises foi utilizado o programa Adobe®’ Photoshop®
CS6 13.0.1 Extended a fim de agrupar as imagens capturadas de cada espira em
apenas uma imagem referente a cada regiao vestibular e lingual (Figuras 22 e 23).
As imagens foram avaliadas histomorfometricamente no software ImageJ. Com a
imagem aberta, determinou-se a escala utilizada (1500 pixels/mm de acordo com
resolucdo de imagem de 2560x1920) conforme instru¢cdes da Unidade de Patologia
Experimental (Figura 24).

A avaliacao da area Gssea retangular (AOR) iniciou pela delimitacdo da area,
onde a largura sempre foi de 2,5mm e a altura teve varia¢des a fim de padronizar a

mesma area retangular obtida previamente pela analise tomografica (Figura 25).

Com a area retangular delimitada, seguiu-se a demarcacéo e o calculo do
tecido Osseo presente (Figuras 26 e 27). Assim, calculou-se o valor em
porcentagem da area Ossea retangular (%AOR = o0sso presente x 100 / area
retangular) para cada regido do implante (vestibular e lingual). Os valores em
porcentagem obtidos da area Ossea retangular foram exportados em forma de

média por implante para tabelas no programa Microsoft Excel®.

Em seguida, realizou-se a afericdo da largura da espira (Figura 28) e a
mensuracdo da area e do perimetro de cada espira (Figura 29). Procedeu-se a
demarcacdo e o0 somatorio da area 6ssea presente no interior da espira (AOE)
(Figuras 30 e 31) e da extensao linear de contato entre 0sso e implante de cada
espira (ELCOI) (Figuras 32 e 33). A analise da AOE foi realizada por dois

avaliadores previamente calibrados para posterior correlacdo dos dados.

Os valores em porcentagem da ELCOI (%ELCOI = ELCOI x 100 / Perimetro)
e da AOE para os dois avaliadores (%0AOE = 0ss0 presente no interior da espira x
100 / area total da espira) foram transferidos em forma de média por implante para

tabelas no programa Microsoft Excel®.

7 Adobe Systems Brasil. Rua James Joule, 65/ conj.141, S&o Paulo — Brasil.



Figura 22 — Software Adobe® Photoshop®
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Utilizacdo da ferramenta photomerge para agrupamento por reposicdo das trés imagens. Fonte:

Massotti (2013).

Figura 23 — Imagens agrupadas
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Corte demarcado da imagem para delimitar apenas as espiras 5, 6 e 7 das laminas histolégicas

coradas por HE do Grupo Elll-1 em aumento de 100x. Fonte: Massotti (2013).
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Figura 24 — Defini¢cdo da escala da imagem no programa ImageJ
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Imagem da lamina corada por HE em aumento de 100x do grupo EllI-1 da regido vestibular entre as
espiras cinco, seis e sete. Escala da imagem em 1500 pixels por milimetro. Fonte: Massotti (2013).

Figura 25 — Delimitagéo da area de andlise retangular vestibular
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Imagem da Iamina corada por HE em aumento de 100x do grupo EllI-1 da regido vestibular entre as
espiras cinco, seis e sete. Valor da &rea total: 3mm2. Valor da area equiparada a TCFC: 2,71mm2.
Fonte: Massotti (2013).



Figura 26 — Selecao da area 6ssea retangular presente na regido vestibular
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Imagem da lamina corada por HE em aumento de 100x do grupo Elll-1 da regido vestibular entre as
espiras cinco, seis e sete. Area 6ssea presente: 0,435mm2 + 0,695 mmz2. Fonte: Massotti (2013).

Figura 27 — Somatorio da area éssea retangular presente na regido vestibular
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Imagem da Iamina corada por HE em aumento de 100x do grupo EllI-1 da regido vestibular entre as

espiras cinco, seis e sete. Area 6ssea presente: 0,434 mm?2 + 0,02 mm?2 + 0,695 mm?2 + 0,006 mm2 +
0,003 mm2 + 0,002 mm2 = 1,16 mm?2. Fonte: Massotti (2013).



Figura 28 — Aferi¢cdo da largura da espira seis na regido vestibular
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Imagem da lamina corada por HE em aumento de 100x do grupo Elll-1 da regido vestibular entre as
espiras cinco, seis e sete. Largura da espira: 0,8mm. Fonte: Massotti (2013).

Figura 29 — Demarcacao da area total e do perimetro da espira seis da regido vestibular
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Imagem da lamina corada por HE em aumento de 100x do grupo Elll-1 da regido vestibular entre as
espiras cinco, seis e sete. Area total da espira: 0,326mm?® Perimetro: 2,1mm. Fonte: Massotti

(2013).



Figura 30 — Selecao da area 6ssea presente no interior da espira seis da regido vestibular
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Figura 31 — Somatodrio da area 6ssea da espira seis da regido vestibular
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(2013).
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Figura 32 — Demarcacao da ELCOI da espira seis da regido vestibular
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Imagem da lamina corada por HE em aumento de 100x do grupo EllI-1 da regido vestibular entre as

espiras cinco, seis e sete. Fonte: Massotti (2013).

Figura 33 — Somatorio da ELCOI da espira seis da regido vestibular
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(2013).
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5.8.2 Analise histomorfométrica das laminas coradas por PR

Esta analise foi realizada por dois avaliadores previamente calibrados para
posterior correlacdo dos dados. Inicialmente foi necesséario agrupar as imagens de
cada espira em apenas uma imagem referente a cada regido vestibular e lingual. O
software utilizado para tal agrupamento foi o Adobe® Photoshop® da mesma forma
como foi realizado com as imagens das laminas coradas por HE para entdo serem

avaliadas histomorfometricamente no software ImageJ.

Aberta a imagem determinou-se a escala utilizada (750 pixels por milimetro
de acordo com resolucdo de imagem de 1280x960, conforme instrucdes da
Unidade de Patologia Experimental) (Figura 34).

A seguir, delimitou-se a area retangular a ser avaliada, onde a largura
sempre foi de 2,5mm e a altura teve variagbes a fim de padronizar a mesma area
retangular obtida previamente pela analise tomografica. Com a area delimitada,
utilizou-se a ferramenta Crop para recortar a imagem (Figura 35).

Transformacdo da imagem de 32 bits para 8 bits (Figura 36) a fim de
habilitar o uso da ferramenta Threshold (Figura 37) e permitir a demarcacdo do
valor em porcentagem de fibras colagenas presente na area retangular total (Figura
38). Os valores obtidos foram transferidos para tabelas no programa Microsoft
Excel®, dos quais foi realizada a média entre as regides vestibular e lingual, dando

um valor médio por implante para cada avaliador.
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Figura 34 — Definicdo da escala da imagem
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Imagem da lamina corada por PR em aumento de 100x do grupo EllI-7 da regido vestibular entre as

espiras cinco, seis e sete. A escala da imagem foi definida em 750 pixels por milimetro. Fonte:
Massotti (2013).

Figura 35 — Delimitagéo da area de andlise retangular vestibular
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area de interesse. Fonte: Massotti (2013).
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Figura 36 — Transformacao da imagem para 8 bits
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Imagem da lamina corada por PR em aumento de 100x do grupo EllI-7 da regido vestibular entre as
espiras cinco, seis e sete. Fonte: Massotti (2013).

Figura 37 — Selecao da ferramenta Threshold
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Imagem da Iamina corada por PR em aumento de 100x do grupo EllI-7 da regido vestibular entre as
espiras cinco, seis e sete. Fonte: Massotti (2013).




Figura 38 — Determinacao da quantidade de fibras colagenas

¢ Imagel ‘ ':" | = J
File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
B o|x|o|< 4| |Ala|o| 2@l | 40| | |»]

4 PR EII-7C 100x VESTIBULAR (polarizada)tif (50.9%)

2.50x0.87 mm (1874x652); 8-bit, 1.2MB

e T e Xl

Default

v Red

IV Dark background |~ Stack histogram

ﬂ] Apply | Reset ﬂ

v

u

Results

File Edit Font
Results

Area

YArea

75

Imagem da lamina corada por PR em aumento de 100x do grupo EllI-7 da regido vestibular entre as

espiras cinco, seis e sete. Percentual de fibras colagenas: 28,4%. Fonte: Massotti (2013).
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5.8.3 Andlise estatistica

Foi calculada a concordancia, pelo método Bland-Altman, entre os escores
dos dois avaliadores para os valores em porcentagem obtidos pelas andlises da
area 6ssea de cada espira e de fibras colagenas.

Para o %AO0E, o coeficiente de correlagdo entre as variaveis demonstrou
uma forte correlacdo entre as medidas com um valor de 0,99. Na andlise estatistica
grafica realizada pelo teste de Bland-Altman entre as medidas do avaliador 1 e do
avaliador 2 (Figura 39), encontrou-se um viés igual 0,01 e um intervalo de
confianca de 0,03 até -0,05. Dessa forma, foi realizada a média dos valores obtidos
pelos dois avaliadores para serem submetidos a analise estatistica.

Figura 39 — Diagrama e grafico de concordancia da avaliagao de %A0OE
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A) diagrama da disperséo para as variaveis Avaliador 1 e Avaliador 2; B) grafico para a diferenca e
média entre Avaliador 1 e Avaliador 2. LSC: limite superior de concordancia; LIC: limite inferior de
concordancia. Fonte: Massotti (2013).

Para o %FC, o coeficiente de correlacdo entre as variaveis demonstrou uma
forte correlacdo entre as medidas com um valor de 0,73. Na andlise estatistica
grafica realizada pelo teste de Bland-Altman entre as medidas do avaliador 1 e do
avaliador 2 (Figura 40), encontrou-se um viés igual 0,71 e um intervalo de
confianca de 6,63 até -5,21. Dessa forma, foi realizada a média dos valores obtidos

pelos dois avaliadores para serem submetidos a analise estatistica.
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Figura 40 — Diagrama e grafico de concordancia da avaliagdo de %FC
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A) diagrama da dispersdo para as variaveis Avaliador 1 e Avaliador 2; B) gréafico para a diferenca e
média entre Avaliador 1 e Avaliador 2. LSC: limite superior de concordancia; LIC: limite inferior de
concordancia. Fonte: Massotti (2013).

Os programas utilizados para as analises dos resultados foram o software
estatistico Statistical Package for Social Sciences® (SPSS) vers&o 18.0 e a planilha

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

A analise estatistica deste trabalho foi realizada por meio de tabelas,
graficos e testes estatisticos com o intuito de verificar se as diferencas de
densidade Ossea pré e pos-aplicacdo da LLLT seriam significativamente diferentes
entre 0S grupos, ou seja, se um grupo apresentaria melhor estabilidade inicial do
implante a outro. Os resultados das analises histomorfométrica e tomografica foram
correlacionados através do coeficiente de correlacédo de Pearson. Os dados obtidos

apresentaram distribuicdo normal conforme teste de Shapiro-Wilk.

Para avaliar os resultados obtidos pela histomorfometria, bem como a
diferenca na densidade 6ssea de imagem obtida pela avaliacdo tomografica de
cada tecido foi aplicado o teste ANOVA com nivel de significancia de 5% (p<0,05)
baseando-se nos estudos de Khadra et al. (2004), Lopes et al. (2005), Lopes et al.
(2007), Bae et al. (2004) e Pereira et al. (2009).
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6 RESULTADOS

Os resultados das andlises por grupo sédo apresentados por tabela e graficos
através da média e do desvio padrdo e por imagens das Iaminas histologicas
representativas de cada grupo submetidas a analise histomorfométrica (Figuras 58
a 65). Na
significativamente através da andlise de variancia complementada pelo teste de

tabela 2, as médias seguidas de letras distintas diferem

comparacdes multiplas de Tukey ao nivel de significancia de 5%.

Tabela 2 — Comparacao entre as médias de avaliagdo retangular TCFC, avaliacao linear TCFC,

%AO0R, %AOE, %ELCOI, %FC, dentro de cada grupo de estudo e entre grupos.

GRUPO C El Ell Elll
Média + Desvio  Média + Desvio Média + Desvio Média *+ Desvio P valor
Padréo Padréo Padréo Padréo
Avaliacéo
Retangular 81,43 i 12,34 89,90 i 11,18 79,28 f\ 17,11 96,22: 8,36 0,109
TCFC
Avaliagéo 97,00 = 10,17 102,17 £ 11,03 103,00 £ 17,32 119,17 + 11,56 0.039
Linear TCFC B AB AB A '
%AOR 17,25+ 5,73 19,21 + 7,65 21,23 £5,09 23,22+9,5 0,528
A A A A
%AOE 28,93 + 1,58 31,92 + 13,48 32,45 + 8,03 33,85+ 12,32 0,892
A A A A
%ELCOI 54,5+ 9,79 50,19 + 17,5 52,2+12,31 81,19 + 6,52 0,001
B B B A
YEC 8,36 w_[; 1,58 10,01BJ_r 2,32 8,39 Er 2,25 16,38Ai 2,57 0,001

Variaveis descritas pela média + desvio padrdo e comparadas dentro de cada grupo pela andlise de
variancia (ANOVA). Letras diferentes representam diferencas significativas (p<0,05). Fonte:
Massotti (2013).



6.1 TOMOGRAFIA COMPUTADORIZADA DE FEIXE CONICO

6.1.1 Avaliacéo Linear TCFC

A média dos niveis de cinza na avaliag&o linear para o grupo C € 97 £ 10,17,
para o grupo El € 102,17 + 11,03, para o grupo Ell é 103 + 17,32 e para 0 grupo
Elll € 119,17 + 11,56. Os resultados demonstram que h& diferenca siginificativa nos

niveis de cinza entre os grupos C e Elll (Grafico 1).

Gréfico 1 — Avaliacédo linear da TCFC (média e desvio padrdo) nos diferentes grupos
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linear TCFC. Fonte: Massotti (2013).




6.1.2 Avaliacdo Retangular TCFC

+ 12,34, para o grupo El € 89,9 + 11,18, para o grupo Ell é 79,28 + 17,11 e para o

grupo Elll é 96,22 + 8,36. Os resultados demonstram que ndo ha diferenca

significativa entre os niveis de cinza nos grupos (Grafico 2).

A média dos niveis de cinza na avaliacdo retangular para o grupo C é 81,43

Grafico 2 — Avaliacao retangular da TCFC (média e desvio padréo) nos diferentes grupos
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6.2 HISTOMORFOMETRIA

6.2.1 Area Ossea Retangular (%AOR)

A média dos valores em porcentagem da area 6ssea presente no retangulo
de analise para o grupo C € 17,25% + 5,73%, para o grupo El &€ 19,21% + 7,65%,
para o grupo EIl é 21,23% + 5,09% e para o grupo Elll & 23,22% + 9,5%. Os
resultados demonstram que ndo ha diferenca significativa entre as médias de
%AO0R nos grupos (Grafico 3).

Gréfico 3 — Porcentagem de area 6ssea retangular (média e desvio padrao) nos diferentes grupos
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As barras representam os valores em porcentagem por grupo obtidos pela avaliagdo da area 6ssea
retangular. Fonte: Massotti (2013).



6.2.2 Area de Fibras Colagenas (%FC)

A média dos valores em porcentagem de fibras colagenas na avaliacdo

retangular das laminas coradas pela ténica de Picrosirius-Red dos dois avaliadores

para o grupo C é 8,36% + 1,58%, para o grupo El é 10,1% * 2,32%, para 0 grupo
Ell € 8,39% + 2,25% e para o grupo Elll é 16,38 + 2,57%. Os resultados

demonstraram que h& diferenca significativa entre a area de fibras colagenas do

grupo Elll em relagédo aos demais (Gréfico 4).

Gréfico 4 — Porcentagem de fibras colagenas (média e desvio padréo) nos diferentes grupos
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As barras representam os valores em porcentagem por grupo
fibras colagenas. Fonte: Massotti (2013).

obtidos pela avaliacdo da area de




6.2.3 Area Ossea por Espira (%AOE)
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A média dos valores em porcentagem da &rea Ossea por espira dos dois

avaliadores para o grupo C é 28,93% + 10,26%, para o grupo El é 31,92%
13,48%, para o grupo EIll é 32,45% + 8,03% e para o grupo EIlll é 33,85%
12,32%. Os resultados demonstram que ndo ha diferenca significativa entre

%AOE nos grupos (Gréfico 5).

+

+

a

Grafico 5 — Porcentagem de area 0ssea por espira (média e desvio padrao) nos diferentes grupos
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As barras representam os valores em porcentagem por grupo obtidos pela avaliagdo da area 6ssea

por espira. Fonte: Massotti (2013).
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6.2.4 Extensao Linear de Contato entre Osso e Implante (%0ELCOI)

A média dos valores em porcentagem da extensao linear de contato entre

0sso e implante para o grupo C € 54,5% + 9,79%, para o grupo El é 50,19% +
17,5%, para o grupo Ell é 52,2% * 12,31% e para o grupo Elll € 81,19% + 6,52%.

Os resultados demonstram que ha diferenca significativa entre a %ELCOI do grupo

Elll em relacdo aos demais (Grafico 6).

Grafico 6 — Porcentagem de extensao linear de contato entre 0sso e implante

(média e desvio padréo) nos diferentes grupos
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As barras representam os valores em porcentagem por grupo obtidos pela avaliagcdo da extensdo

linear de contato entre 0sso e implante. Fonte: Massotti (2013).
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6.2.5 Correlacdo entre as andlises histomorfométrica e tomografica

Para esta analise utilizou-se o coeficiente de correlagdo de Pearson, o qual
mede o grau de correlacdo entre duas variaveis, assim, cada método empregado
de avaliagéo foi submetido a este teste. O coeficiente pode assumir valores de -1 a
1. A correlagdo positiva perfeita é 1, ou seja, quando o valor de uma aumenta o da
outra também. A correlacdo negativa perfeita € -1, ou seja, quando o valor de uma
aumenta o da outra diminui. Se o coeficiente for zero, significa que as duas
variaveis ndo dependem linearmente uma da outra. Os resultados desta pesquisa
demonstram que ndo é possivel detectar correlagdo entre as analises dos
resultados obtidos por histomorfometria e tomografia computadorizada de feixe
cbnico através do coeficiente de correlacdo de Pearson ao nivel de significancia de
5%.
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6.2.6 Imagens Histoldgicas — coloracdo HE

Figura 41 — Mosaico da imagem da lamina histolégica representativa do grupo C corada por HE em
aumento de 100x das espiras cinco, seis e sete
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Figura 42 — Mosaico da imagem da lamina histoldgica representativa do grupo El corada por HE em
aumento de 100x das espiras cinco, seis e sete
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Figura 43 — Mosaico da imagem da lamina histologica representativa do grupo Ell corada por HE
em aumento de 100x das espiras cinco, seis e sete
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Figura 44 — Mosaico da imagem da lamina histoldgica representativa do grupo Elll corada por HE
em aumento de 100x das espiras cinco, seis e sete
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6.2.7 Imagens histoldgicas — coloracdo PR

Figura 45 — Mosaico da imagem da lamina histolégica representativa do grupo C corada por PR em
aumento de 100x das espiras cinco, seis e sete
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A: lingual; B: vestibular. Fibras clé\gens: 9,51%. Fonte: Massotti (2013).

Figura 46 — Mosaico da imagem da Iamina histol6gica representativa do grupo El corada por PR em
aumento de 100x das espiras cinco, seis e sete
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A lingual; B: vestibular. Fibras colagenas: 12,7%. Fonte: Massotti (2013).
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Figura 47 — Mosaico da imagem da lamina histoldgica representativa do grupo Ell corada por PR
em aumento de 100x das espiras cinco, seis e sete
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Figura 48 — Mosaico da imagem da lamina histol6gica representativa do grupo Elll corada por PR
em aumento de 100x das espiras cinco, seis e sete
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7 DISCUSSAO

7.1 DO METODO

A reabilitacdo da perda dentaria apresentou grande avanco a partir do
tratamento com implantes osseointegrados (Branemark et al., 1969). Entretanto,
ndo significa dizer que a instalacdo do implante resultara em osseointegracédo e
sucesso do procedimento. Existem fatores que podem influenciar a estabilidade
inicial do implante, ocasionando um prognéstico desfavoravel para reparo 0sseo
perimplantar. Entre eles, a técnica cirargica deficiente, a morfologia do implante, a
resposta do paciente e a colocacao de protese com carga excessiva (ADELL et al.,
1981). Portanto, pesquisadores propdem modificagbes no metodo originalmente
proposto no final da década de 60 relacionadas ao tratamento da superficie do
implante (TOMAS; COOK, 1985; BUSER et al., 1991; MUSTAFA, 2000).

No entanto, esta modificacdo de superficie por si sO ndo é capaz de
favorecer a osseointegracdo, caso, 0s outros fatores que influenciam esta
estabilidade ndo forem observados. Assim, a colocacdo da protese dentaria deve
ser aguardada por um periodo de trés a seis meses a fim de obtermos uma
estabilidade inicial. Além disso, a técnica cirdrgica deve ser atraumatica evitando o
superaquecimento do tecido 6sseo (BUSER; BELSER, 1996). E dispor de boa
gualidade 6ssea do paciente (SENNERBY; MEREDITH, 2008).

Este periodo de trés a seis meses, no qual o paciente utiliza protese
provisoria sem carga ndo é bem aceito devido ao anseio em restabelecimento da
estética e da funcdo. Diante do fato utilizam-se protocolos de aplicacdo de LLLT
com a intencdo de favorecer o reparo 6sseo da regido perimplantar, promover
rapidez e melhora na qualidade 0ssea, 0 que resulta em um osso com dureza e
moédulo de elasticidade mais préximo possivel do normal (TIMLIN; CARDEN;
MORRIS, 1999; KHADRA et al., 2004; LOPES et al., 2005; WEBER et al., 2006;
LOPES et al., 2007; PEREIRA et al., 2009; STEIN et al., 2009; HUBLER et al.,
2010).
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A LLLT é uma importante ferramenta na bioestimulacdo tecidual quando do
processo cicatricial de uma ferida ou dano cirurgicos. Os resultados apresentados
neste estudo sdo indicativos das propriedades fotofisicas e fotoquimicas do
comprimento de onda, da poténcia empregada, do modo de emissdo e numero de
sessdes responsaveis pela resposta dos tecidos. O uso correto e apropriado
desses parametros mostra a efetividade da laserterapia na promocgédo da
bioestimulagdo sobre o reparo 6sseo. Para tal, € necessario um protocolo bem
definido que garanta o resultado esperado para cada terapia proposta.
(BRUGNERA et al., 2003; PINHEIRO; GERBI, 2006; MILORO et al., 2007; BLAYA
et al., 2008; FREDDO et al., 2009).

Considerando o efeito sistémico do laser foram empregados grupos de
animais irradiados e nao irradiados (controle), como na maioria dos estudos.
Pesquisas demonstram que os efeitos sistémicos da laserterapia ndo podem ser
descartados; logo, alguns trabalhos falham ao revelar efeitos da irradiagdo quando
comparados com controles contralaterais no mesmo animal (KHADRA et al., 2004;
WEBER et al., 2006). O estudo de Doértbudak, Haas e Mallath-Pokorny (2002)
apresenta um possivel viés devido a acdo sistémica do laser, pois no mesmo
animal foram definidos sitios irradiados e né&o irradiados, sendo, portanto,

considerado um estudo com resultados discutiveis.

Quanto ao comprimento de onda e o tipo de laser empregado, a literatura
pesquisada € bem diversificada. Alguns pesquisadores utilizam laser com
comprimento de onda de 680-690nm, sem relatar o tipo de laser (DORTBUDAK;
HAAS; MAILATH-POKORNY, 2002). Outros utilizam laser de Arseneto de Galio-
Aluminio (AsGaAl) com comprimento de onda de 830nm (PINHEIRO et al., 2003;
KHADRA et al., 2004; GERBI et al., 2005; LOPES et al., 2005; GUIMARAES, 2006;
WEBER et al., 2006; LOPES et al., 2007; CAMPANHA et al., 2010), o0 mesmo

comprimento aplicado nesta pesquisa.

Os periodos de reparo 0sseo nos estudos com laserterapia apresentam
variacfes. Em ratos, esse periodo varia de sete a 45 dias (GERBI et al., 2005,
GUIMARAES, 2006; WEBER et al., 2006) e em coelhos de 15 a 56 dias (KHADRA
et al., 2004, CAMPANHA et al., 2010). No presente estudo, realizado em coelhos,

foi avaliada a osseointegracdo aos 45 dias, ou seja, 30 dias apos a ultima dose de
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laserterapia. Campanha et al. (2010) afirmam que o reparo 6sseo em coelhos
ocorre trés vezes mais rapida da que ocorre em humanos. Esse periodo de 45
dias, extrapolando para humanos, equivale ao reparo 6sseo de aproximadamente

guatro a cinco meses (135 dias).

Em relacdo as doses totais utilizadas observa-se variagdo nas pesquisas
em animais revisadas na literatura cientifica. Na presente pesquisa foram utilizados
coelhos, que receberam dose total de 70J/cm? (El), 35J/cm? (EIl) e 140J/cm? (EIl).
Em coelhos, as doses observadas na literatura variam de 86J/cm? a 602J/cm? e,
apesar dessa amplitude, os efeitos da LLLT sdo semelhantes (LOPES et al., 2005;
LOPES et al., 2007). Diferentemente do observado por Doértbudak, Haas, Mallath-
Pokrny (2000) e Brugnera Jr. (2009) que referem o uso de baixa dose podendo ndo
ser efetivo, bem como, dose elevada apresentar até efeitos inibitérios. No entanto,
este trabalho ndo leva em consideracédo a relacdo com os efeitos sistémicos da
LLLT.

Considerando o numero de aplicacdes, as publicacdes sobre o tema relatam
de uma a 14 irradiacbes com laser. Nesta pesquisa foram realizadas sete
aplicacdes, sendo uma no pos-operatério imediato e mais seis a cada 48 horas,
semelhante aos trabalhos de Pinheiro et al. (2003), Gerbi et al. (2005), Guimaraes
(2006), Weber et al. (2006). O protocolo de sete aplicacbes de laserterapia
demonstra efeitos positivos da biomodulacdo sobre o reparo ésseo perimplantar
(LOPES et al., 2005; LOPES et al., 2007; CAMPANHA et al., 2010).

A irradiacdo com laser tem efeito positivo nos estagios inicias da
osseointegragdo (DORTBUDAK; HAAS; MAILATH-POKORNY, 2002; PINHEIRO et
al., 2003; KHADRA et al., 2004; KHADRA et al., 2005; GERBI et al., 2005; LOPES
et al., 2005; LOPES et al.,, 2007; PINHEIRO; GERBI, 2006; CAMPANHA et al.,
2010). Portanto, as amostras avaliadas na presente pesquisa receberam o
protocolo de aplicacdo da LLLT por 13 dias o que pode ser considerado estagio
inicial da osseointegracdo. O efeito esperado € a melhoria da estabilidade do
implante. Além deste fator para o favorecimento do reparo ésseo, foi utilizado um
modelo de implante com a superficie nanotesturizada, o Nanotite®, dessa forma a
associacdo da terapia a laser de baixa intensidade com este tipo de implante

pressupde que haverd uma elevacédo nos valores de osseointegracéo.
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Estudos apresentam diversas metodologias para avaliar esta
osseointegracdo a fim de proporcionar a instalacdo da protese definitiva com
seguranca e sem riscos de perda da estabilidade do implante (SENNERBY;
MEREDITH, 2008). Pesquisas envolvendo animais definem como metodologia
eficiente para afericdo da osseointegracdo a analise por histomorfometria, a qual
faz uma mensuracdo quantitativa do contato entre 0osso e implante, da area de
0Sso presente e da presenca de fibras colagenas da regido perimplantar (SOUZA,
2010, AL-HAMDAN et al., 2011, GARCIA et al., 2012, MENICUCCI et al., 2013).
Entretanto, apesar deste tipo de avaliacdo ser considerada muito confiavel ndo é
passivel de aplicagdo em humanos, por se tratar de uma avaliacdo destrutiva, ou
seja, faz-se necessaria a retirada do implante de seu sitio para andlise
(ALBREKTSSON et al., 2000).

Por este motivo, em se tratando de uma pesquisa com carater de correlagcéo
de metodologias, a amostra analisada foi de mandibulas de coelhos dissecadas
contendo um implante dentario instalado. O uso de modelo animal coelho é
utilizado para avaliacdo da aplicacdo LLLT sobre implantes dentarios colocados em
tibias (TIMLIN; CARDEN; MORRIS, 1999; KHADRA et al., 2004; LOPES et al.,
2005; LOPES et al., 2007; PEREIRA et al., 2009; CAMPANHA et al., 2010), no
entanto, a morfologia do osso da tibia de coelhos é diferente do osso mandibular
alveolar, assim o método empregado neste estudo possibilitou maior confiabilidade
por mimetizar uma situacdo clinica funcional (DE JONG; KORFAGE;
LANGENBACH, 2010).

No entanto, uma limitacdo caracteristica deste método na avaliacdo da
neoformacdo O0ssea ao redor de implantes dentarios consiste na necessidade de
preparo das amostras que demanda tempo, pois o tecido 6sseo e o implante
precisam ser incluidos em resina para posterior corte em micrétomo com sistema
de corte e desgaste até alcancar uma espessura adequada (SOUZA, 2010). Além
disso, esse processo pode ocasionar o desgarramento do tecido 6sseo adjacente
ao implante e, consequentemente, inviabilizar o processamento das amostras e a
analise histomorfométrica. Assim, o uso de imagem para avaliacdo pds-operatoria
tal qual a tomografia computadorizada do tipo feixe cénico poderia ser utilizada por

ser um método ndo invasivo.
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A andlise por histomorfometria foi utilizada como padrdo para correlacao
com a metodologia proposta de avaliacdo por tomografia computadozada de feixe
conico da regiao perimplantar. A fim de avaliar a interagcdo entre 0sso e implante e
comparar com a aplicagao de LLLT em trés doses distintas realizou-se avaliagao
da densidade de imagem. A TCFC proporciona uma medida de densidade mineral
0ssea da mandibula potencialmente Gtil como um método ndo invasivo para avaliar
a qualidade 6ssea mandibular (LINDH et al., 1996). Entretanto esta tecnologia nao
utiliza um sistema padrdo para o dimensionamento dos niveis de cinza que
representam os valores das reconstrucdes. Isto torna dificil interpretar os niveis de
cinza para comparar os valores resultantes em equipamentos diferentes (MAH;
REEVES; MCDAVID, 2010). Portanto, a avaliacdo da densidade 6ssea e do
controle pos-operatorio da colocacdo de implantes dentarios por meio da TCFC
requer maiores pesquisas (BENAVIDES et al., 2012).

Em contraponto, tomografias computadorizadas de feixe em leque fornecem
uma relagéo padronizada de avaliagdo do coeficiente de atenuagéo dos feixes dos
raios X, estando relacionada com o a escala de Unidades Hounsfield. Até o
presente momento, os tomografos do tipo feixe cOnico ndo possuem estas
operacbes matematicas de conversdo da atenuacdo em HU. Na auséncia de tal
método, torna-se dificil comparar os valores densidade radiografica entre diferentes
fabricantes dos equipamentos de feixe conico, a ndo ser pela andlise dos niveis de
cinza e avaliacdo do contraste nas imagens tomograficas (MAH; REEVES;
MCDAVID, 2010). Atualmente, a literatura fornece poucos estudos para corrigir
esta deficiéncia dos tomdégrafos do tipo feixe conico, visto que as escalas de cinza
nao apresentam uma conversdo para a escala HU (MAH; REEVES; MCDAVID,
2010).

O método de andlise utilizado para avaliacdo por TCFC e histomorfometria
proposto nesta pequisa foi da avaliacao do terco médio do implante, diferentemente
de algumas pesquisas nas quais examinam o terco cervical por estar em contato
com 0sso cortical de tibias de coelhos (SOUZA, 2010). Nao avaliam o restante do
implante por estar em contato com osso medular o qual € formado por um Unico
espaco, ou seja, hao € observada a presenca de trabéculas 6sseas. No entanto,

deve-se levar em conta que o 0sso medular destes animais é estruturalmente

diferente da maxila ou da mandibula, em humanos. Portanto, em coelhos, existe
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uma tendéncia em se analisar somente a regido do implante localizada em nivel da
camada cortical, o que normalmente corresponde, em largura, a espessura de trés
roscas do implante (LOPEZ, 2007).

Diferentemente de nosso trabalho, onde os implantes foram instalados em
alvéolos de mandibulas de coelhos apds exodontia, ndo foi possivel avaliar a
regido cervical do implante devido ao fato de algumas roscas cervicais do implante
ficarem expostas e impossibilitarem avaliacdo. A andlise da regido apical também
nao foi possivel de ser executada devido ao fato da superficie externa do implante
apresentar cavidades em formato helicoidal ao longo do seu corpo para auto-
rosqueamento. Estas cavidades atuam como repositérios de fragmentos de 0ssos,
contendo sangue como fator de crescimento, potencializando o inicio da
osseointegracado (BIOMET 3i). Esta topografia do implante causou certa restricao
na avaliacdo do contato entre 0sso e implante e da area éssea presente, pois
limitou a avaliacdo apenas as espiras mais centralizadas do implante, as quais nao

sofrem interferéncia desta conformacao helicoidal.

7.2 DOS RESULTADOS

Seja histomorfometricamente, seja por analise tomografica de feixe conico,
0os resultados revelam que, em valores absolutos, os animais dos grupos
experimentais (El, Ell e Elll) apresentam uma melhoria na osseointegracdo para
avaliacdo linear TCFC, %A0OR, %AO0E, %FC. O Unico grupo que apresentou 0s
melhores resultados para todas as analises foi o Elll. No entanto, apds analise
estatistica estes valores ndo foram significativos para todas as avaliacfes
propostas, possivelmente devido a dois fatores, o primeiro relacionado a superficie
dos implantes, pois sua modificacdo favorece a osseointegracdo (THOMAS;
COOK, 1985; BUSER et al., 1991; BUSER; BELSER, 1996; ALBREKTSSON et al.,
2000; SUL et al., 2001; COCHRAN et al., 2002) e o segundo devido ao numero de
animais por grupo ser limitado a seis. Entretanto, pesquisadores referem que o
efeito do laser pode ser observado em amostras contendo cinco a oito animais
(KHADRA et al., 2004; BAE et al., 2004; LOPES et al., 2005; LOPES et al., 2007;
PEREIRA et al., 2009).
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A modificacdo da superficie do implante, provavelmente, contribuiu com os
valores elevados dos resultados observados para o grupo controle, o qual nao
recebeu LLLT, em comparagao aos grupos que receberam dose de laser. Pois as
analises da area de 0sso presente e de niveis de cinza revelaram resultados que
ndo apresentam diferenca estatistica entre os grupos ao nivel de significancia de
5%. A area 6ssea avaliada por histomorfometria, ap6s o emprego da LLLT sobre o
reparo 6sseo, demonstra que ndo ha diferenca significativa entre os grupos que
receberam laser placebo e os que foram submetidos a laserterapia (KHADRA et al.,
2004; PEREIRA et al., 2009).

A extensao linear de contato entre osso e implante apresentou melhores
resultados para o grupo Elll, o qual recebeu a dose de laser de 140J/cm® em
comparacao aos demais grupos. Este resultado corrobora com os encontrados em
pesquisas que avaliam a osseointegracdo, as quais concluem que a aplicacdo da
terapia a laser de baixa intensidade aumenta o contato entre osso e implante
(KHADRA et al., 2004; PEREIRA et al., 2009).

Nesta pesquisa foi observado um aumento significativo (P<0,05) da
deposicdo de fibras coldgenas no grupo irradiado com 140J/cm? quando
comparados com os demais grupos. O aumento da atividade e da proliferacéo
fibroblastica ocasionadas pelo efeito biomodulatério da laserterapia sé&o
responsaveis pela maior concentracao de fibras colagenas, estando de acordo com
os trabalhos de Pinheiro et al. (2003), Lopes et al. (2005), Gerbi et al. (2005) e
Lopes et al. (2007). A literatura revisada refere que no periodo de 15 dias pode ser
observado aumento da quantidade de colageno (PINHEIRO et al., 2003; GERBI et
al., 2005) e em 30 dias maior neoformacdo O0ssea (GERBI et al., 2005). Nossos
resultados, possivelmente estdo relacionados ao fato da formacdo do colageno
preceder a formacdo 0ssea, demonstrando, assim, que no tempo de 45 dias nao é
possivel observar area 6ssea na regido avaliada do terco médio do implante, mas

sim grande aumento de fibras colagenas.

Em se tratando de uma nova metodologia para avaliacdo da
osseointegracdo, os dados obtidos através das avaliacdes linear e de area pela
tomografia computadorizada de feixe cénico ndo podem ser correlacionados com

as avaliacdes histomorfométricas possivelmente devido ao mesmo fato da area
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0ssea nao ter apresentado resultados significativamente diferentes entre os grupos.
Assim o nivel de cinza da imagem que esta relacionado com a presenca 6ssea nao
demonstrou coeréncia com os resultados obtidos pela avaliagdo da area 6ssea por

histomorfometria.

Os niveis de cinza da regido perimplantar ao serem correlacionados a
histomorfometria demonstram que a TCFC nao é uma ferramenta Gtil na avaliacao
O0ssea apOs a instalacdo de implantes dentéarios, diferentemente do trabalho de
Shiratori et al. (2012) onde compara-se o valor tomografico a avaliacdo clinica e

demonstra-se como viavel a sua aplicagéo.
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8 CONCLUSAO

A partir da metodologia empregada neste estudo para avaliar as alteragdes
no processo de reparo 0sseo perimplantar em alvéolo do incisivo inferior de
coelhos apds exodontia seguida da insercdo imediata de um implante
osseointegravel, irradiadas ou ndo com laser de baixa intensidade (AsGaAl), em
diferentes parametros, pode-se concluir que:

a) A aplicagdo de LLLT no parametro de 140J/cm? aumentou o percentual da
extensdo linear de contato entre osso e implante e da éarea de fibras

colagenas.

b) A aplicacdo de LLLT no parametro de 140J/cm? aumentou a média de
densidade perimplantar avaliada por tomografia computadorizada de feixe
conico pelo método linear.

c) Nao hé correlagcao significativa entre os resultados histomorfométricos e de
avaliacdo da densidade de imagem perimplatar nos diferentes parametros
estudados (35J/cm?, 70J/cm?, 140J/cm?).
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APENDICE A - Protocolo de execucao da fase experimental

INSTALACOES

A manutencdo dos animais, os procedimentos cirdrgicos, as aplicacfes do
laser de baixa intensidade, bem como todos os procedimentos que envolveram os
animais foram realizados na Unidade de Experimentacdo Animal (UEA) do Hospital
de Clinicas de Porto Alegre, sob supervisdo direta da Médica Veterinaria
responsavel pela UEA, Dra. Fabiola Meyer CRMV/RS 9721.

Todos o0s animais passaram, previamente a cirurgia, por um periodo de
cinco dias para ambientagcdo na UEA. Os coelhos permaneceram em gaiolas
individuais suspensas, evitando o contato direto com fezes e urina, durante todo o
periodo do experimento. Os animais foram alimentados com dieta sélida’® e a agua
fornecida ad libitum. As instalagfes eram climatizadas, mantendo-os sob condi¢des
normais de iluminacdo, umidade e temperatura. Todas as gaiolas foram
devidamente etiquetadas, durante todo o periodo do experimento, conforme o
grupo a que pertenciam os animais. Além disso, todos os animais receberam uma
identificacdo na forma de brinco colocado na orelha esquerda, identificados por cor
de acordo com o grupo a que pertenciam e numerados de um a oito conforme
estabelecido no projeto 11-0449, o qual era composto por cinco grupos com oito
coelhos em cada. Dessa forma a descricdo a seguir contara com o numero de 40
animais; entretanto, somente foram utilizadas 24 mandibulas na presente pesquisa

de aproveitamento de material biolégico.

PROCEDIMENTO CIRURGICO

A intervencdo cirurgica foi sempre realizada pelo mesmo pesquisador,
calibrado antecipadamente, com o objetivo de padronizar o procedimento cirdrgico.

A calibracéo foi realizada previamente em um estudo-piloto com quatro coelhos.

Os procedimentos cirdrgicos foram realizados no bloco cirargico da Unidade
de Experimentacdo Animal do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, sendo este

ambiente separado do ambiente de criacdo. Assim sendo, 0s animais nao ficaram

18 |inha Natural, Purina®
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expostos ou sob tensdo de ruidos, odores e até mesmo a visdo dos procedimentos

gue foram realizados.

Todas as etapas dos procedimentos clinicos foram supervisionadas por uma
Médica Veterinaria, que acompanhou o pré, trans e pés-operatdrio dos animais.

Ap6s a afericdo do peso, na sala de pré-anestesia, 0s animais foram
anestesiados por meio de injecdo intramuscular de Cloridrato de Ketamina *°, na
dose de 40mg/kg de peso e de Cloridrato de Xilasina®, 3mg/kg de peso. Ap6s dez
minutos foi realizada a tricotomia da regido submentoniana e a antissepsia da
regido do incisivo inferior esquerdo com Digluconato de Clorexidina a 2%*. A
seguir foi realizada, na regido perialveolar, uma infiltracdo de 0,5ml de Lidocaina a
2%°2? com Epinefrina na proporgdo de 1:100.000 visando a vasoconstrigéo local.

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

esquerdo com o auxilio de um férceps infantil n°53,

Apoés a exodontia, o alvéolo foi irrigado abundantemente com solucéo salina
de soro fisiolégico 0,9%** e a seguir preparado para colocacdo de um implante

osseointegrado de 3,25mm de diametro por 11,5mm de comprimento, conicos,

auto-rosquedveis, com superficie Nanotite®®, comercialmente disponiveis e

adquiridos especialmente para esta pesquisa junto & empresa Odontodis®%.

Toda sequéncia de fresagem (perfuracdo 6ssea com broca) foi realizada de

forma gradativa, intermitente e precisa, seguindo a sequéncia de fresas

®27

preconizada pelo fabricante - BIOMET 3i~“', na velocidade de 1200rpm e torque de

30N/cm, usando um contra-angulo redutor de 20:1, modelo Koncept da marca

®29

Kavo®®, conectado ao motor elétrico digital Driller®®, modelo BLM 600, com uma

9 Dopalen®, fabricado por Divisdo Vetbrands Satde Animal. Sao Paulo/SP.
Anasedan® fabricado por Divisdo Vetbrands Salde Animal. Sdo Paulo/SP.
FGM Produtos Odontoldgicos. Joinville/SC.
Probem Laboratorio de Produtos Farmacéuticos e Odontolégicos Ltda.
Forceps Odontoldgico Infantil n°5. EDLO S/A. Canoas/RS.
Baxter - Av. Alfredo Egidio de Souza Aranha, 100 Bloco C, S&o Paulo/SP.
Implante Nanotlte - BIOMETSi - 4555, Riverside Drive - Palm Beach Gardens, FL.
% Odontodis® - Representante oficial de Biomet 3i para o Rio Grande do Sul.
" BIOMET 3i - 4555, Riverside Drive - Palm Beach Gardens, FL.
28 - Fabrica KaVo do Brasil Ind. Com. Ltda. Rua Chapec, 86, Joinville/SC.
® Driller® Rua Séo Fidélis, 339 - Jaguaré - SP
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constante e intensa irrigacao externa usando solucéo fisiolégica estéril de cloreto
de sédio a 0,9%, evitando o0 superaquecimento 6sseo.

A perfuracdo Ossea foi realizada na regido mais profunda do alvéolo
utilizando a sequéncia de brocas do kit cirGrgico Biomet 3i®. Assim, todos os
alvéolos foram preparados obedecendo-se a seguinte sequéncia:

1. Fresa com ponta em forma de langa para marcacéo inicial da perfuracéo
(ACT® Pointed Starter Drill - ACTPSD);

2. Fresa com formato helicoidal de 2,0mm de diametro (2mm Twist Drill) com
penetracdo de 11,5mm (comprimento dos implantes);

3. Fresa com formato conico de 3,25mm de diametro (3,25mm Quad
Shaping Drill - QSD3211) com penetracdo de 11,5mm (comprimento dos
implantes);

4. Insercdo do implante Nanotite®*

com 3,25mm de diametro por 11,5mm
de comprimento utilizando montador especifico (Handpiece Connector - MDR10)
para inser¢cdo com o contra-angulo, na velocidade de 20rpm e com o torque de

insercao de 30N.

O travamento inicial dos implantes foi padronizado de acordo com a

®1lem 30N e a

programacao do torque de insercdo no motor elétrico digital Driller
colocacdo dos mesmos com o contra-angulo garantiu que todos tivessem o0 mesmo

travamento no momento inicial.

Foi utilizado um conjunto de fresas para cada grupo, objetivando evitar o
aguecimento 6sseo, devido ao desgaste das fresas, seguindo as recomendacdes

do fabricante.

Apés a insercdo dos implantes foi instalado o transdutor (Smartpeg) para
afericdo da Frequéncia de Ressonancia (RFA) e foram obtidas as medidas de 1SQ

(Implant Stability Quotient) com utilizac&o do aparelho Osstell®*,

A andlise de frequéncia por ressonancia € um teste que fornece medidas

objetivas e confiaveis de micromobilidade lateral em vérias fases do tratamento

% BIOMET 3i — 4555, Riverside Drive - Palm Beach Gardens, FL.
% Driller® Rua S&o Fidélis, 339 - Jaguaré - SP
% Osstell AB, Gamlestadsvagen 3B, SE 415 02 Goteborg, Sweden.
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com implantes. O método analisa primeiramente a frequéncia de ressonancia de
um pequeno transdutor (Smartpeg) aparafusado ao implante ou ao pilar. A unidade
de medida usada atualmente é dada em ISQ (Implant Stability Quocient), ou em
portugués, cociente de estabilidade do implante, no entanto, nos primoérdios da sua
utilizacdo era aferida em Hertz (Hz). O cociente de estabilidade do implante € um
mapeamento quase linear de frequéncia de ressonancia medido em kHz, mas para
tornar-se clinicamente (til foi transformado em escala de 1-100 ISQ. Quanto maior
for 0 1ISQ, mais estavel sera o implante. Estudos proporcionam boas indicacbes de
gue a estabilidade aceitavel se situa entre 55 e 85 ISQ, com um nivel médio de 70
ISQ. Os resultados desta etapa constardo na Tese de Doutorado de Luciano
Mayer.

Uma vez obtidas as medidas de estabilidade, o Smartpeg foi removido, foi
instalado o parafuso de cobertura dos implantes e o leito cirargico foi suturado com
um fio agulhado mononylon Ethicon 4-0*. A sutura foi removida ap6s sete dias em

todos os animais.

O procedimento foi repetido de forma idéntica para todos os coelhos: a
regido do alvéolo do incisivo inferior esquerdo recém extraido recebeu um implante
osseointegrado nanotexturizado medindo 3,25x11,5mm. O tempo médio para a
realizacdo dos procedimentos, excluindo-se o tempo de inducdo anestésica foi de,

aproximadamente, 20 minutos.

Todos o0s animais receberam imediatamente apdés o término dos
procedimentos cirdrgicos a terapia medicamentosa composta de analgésico com

Cloridrato de Tramadol®*

(aplicado via intramuscular, 5mg/kg, no pos-operatorio
imediato e uma segunda dose 24 horas apds) e para o controle de possiveis
infeccdes poés-operatérias foi utilizado Zelotril 10%* (aplicado via intramuscular,

5mg/kg, uma vez ao dia, durante trés dias).

* Fiomonofilamentado 4.0 (45cm), agulha Ethiplast E-16 com curvatura de 3/8 ecomprimento de
1,65cm, fabricado pela Ethicon® - Johnson & Johnson.

* Tramadol® 50mg Inj. Unido Quimica. Rua Cel. Luis Tenério de Brito, 90. Embu-Guacu/SP, Brasil.
% Enrofloxacina®, Agener Unido. Rua Cel. Luis Tenério de Brito, 90. Embu-Guacu/SP, Brasil.
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IRRADIACAO COM LASER

O aparelho utilizado foi o Thera Lase®®, laser de diodo infravermelho com
meio ativo AsGaAl (Arseneto de Galio-Aluminio), com comprimento de onda de
830nm, de forma pontual, com poténcia de 50mW, no modo de emissdo continua,
a cada 48 horas, num total de sete sessdes de aplicacdo, durante o periodo de 13
dias.

Os animais néo irradiados (grupo controle - C) foram submetidos a uma
simulacdo da irradiagdo com o aparelho desligado, passando pela mesma rotina

dos animais irradiados.

De acordo com as regulamentacdes brasileiras, o laser foi aplicado em local
isolado, com caracteres e simbologia internacionais para area em uso ou presenca
de irradiacdo, observando-se os procedimentos de seguranca recomendados para

tratamento com luz laser.

Grupo Experimental El

Ao final do procedimento cirdrgico de exodontia do incisivo inferior esquerdo
e colocacao de implante osseointegrado no respectivo alvéolo, os animais foram
submetidos a primeira sessao de laser (AsGaAl), 830nm, de forma pontual, com
poténcia de 50mW, no modo de emissdo continua, com um tempo de aplicacdo de
00:01:41 (1 minuto e 41 segundos: o ajuste do tempo € feito pelo proprio aparelho
apos a determinacdo dos demais parametros). Os animais pertencentes ao grupo
El receberam doses pontuais de 5J/cm? de irradiacéio na regido perimplantar dos
implantes osseointegrados colocados no alvéolo do incisivo inferior esquerdo. A
aplicacao foi conduzida com a ponteira posicionada paralelamente ao longo eixo
dos implantes em dois pontos (mesial e distal), totalizando 10J/cm? por sess&o. A
irradiacdo foi realizada a cada 48 horas, num total de sete sessdes de aplicacao,

durante o periodo de 15 dias, totalizando 70J/cm?.

% DMC Equipamentos. S&o Carlos. Sdo0 Paulo
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Grupo Experimental Ell

Ao final do procedimento cirargico de exodontia do incisivo inferior esquerdo
e colocacdo de implante osseointegrado no respectivo alvéolo, os animais foram
submetidos a primeira sessdo de laser (AsGaAl), 830nm, de forma pontual, com
poténcia de 50mW, no modo de emisséo continua, com um tempo de aplicacdo de
00:00:51 (51 segundos: o ajuste do tempo é feito pelo préprio aparelho apds a
determinacdo dos demais parametros). Os animais pertencentes ao grupo Ell
receberam doses pontuais de 2,5J/cm? de irradiacdo na regido perimplantar dos
implantes osseointegrados colocados no alvéolo do incisivo inferior esquerdo. A
aplicacdo foi conduzida com a ponteira posicionada paralelamente ao longo eixo
dos implantes em dois pontos (mesial e distal), totalizando 5J/cm? por sess&o. A
irradiacao foi realizada a cada 48 horas, num total de sete sessdes de aplicacéo,
durante o periodo de 15 dias, totalizando 35J/cm?.

Grupo Experimental Elll

Ao final do procedimento cirurgico de exodontia do incisivo inferior esquerdo
e colocacao de implante osseointegrado no respectivo alvéolo, os animais foram
submetidos a primeira sessao de laser (AsGaAl), 830nm, de forma pontual, com
poténcia de 50mW, no modo de emissdo continua, com um tempo de aplicacdo de
00:03:21 (3 minutos e 21 segundos: o ajuste do tempo é feito pelo préprio aparelho
apos a determinacdo dos demais parametros). Os animais pertencentes ao grupo
Elll receberam doses pontuais de 10J/cm? de irradiacdo na regido perimplantar dos
implantes osseointegrados colocados no alvéolo do incisivo inferior esquerdo. A
aplicacdo foi conduzida com a ponteira posicionada paralelamente ao longo eixo
dos implantes em dois pontos (mesial e distal), totalizando 20J/cm? por sess&o. A
irradiacdo foi realizada a cada 48 horas, num total de sete sessdes de aplicacao,

durante o periodo de 15 dias, totalizando 140J/cm?.
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ANEXO A — APROVACAO NO CEUA/HCPA PROJETO 12-0120

HCPA - HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTQ ALEGRE
GRUPO DE PESQUISA E POS-GRADUAGAOD

COMISSAD DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

& CgminsAo de Etica na Lo da Animals (CEUAHCPA) aralisau o projeta:

Prajate: 120120
Data de Varsdo do Frajete:  1505/2012

Peaquisadaorea:

DEISE FONZONI

EDELA PURICELL

CARLOS EDUBRE E BARAL B

LLHG AN MAYER

MARILIA GERHARDT DE CUWEIRA
FERNANIG VACILUTT O GUMES
JOAL BATIETA BLESEMANN WEBER
FABRICIO POLETTO MASSOTT

Tituks:  [NFLUENCIA DA TERAPIA LASER DE BAIXA INTENSIDADE SOBRE © REPARO
TECIDUAL PERIMPLANTAR: ESTUDO EM COELHDS - Andlisa Histoldgica &
Tomografia Computadorizada

Este projeto foi APROVADD am scus aspectos &lces @ metadalopicas de acorda com as Diretrizes @
Mormas Macionale & Intesnscioneis, espacialments a Lel 11,754 de 0BMOA00E, que estebelace
pracedimantos para o usa clentfleo de arfmais.

- g membms da CEUYHCPA naa parficiparam do processo de avellagtio de projetos orda constam
cama pasuls oS,

- Toda & qualmuer alisrecSo fo Projeto duverd ser comunlcade & CEUAHCPA,

-0 pesquisador deverd apresentar relaléros semestrais de acam pantamanto & relatério final ao

CEUWAHCPA
/\ | bg Alggre, 24 de maio e 2012
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ANEXO B — APROVACAO NO CEUA/HCPA PROJETO 11-0449

HCPA - HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE
GRUPO DE PESQUISA E POS-GRADUAGCAD

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

A Comissio Gientifica e a Comissao de Etica no Uso de Animals (CEUA/HCPA) analisaram o progeto;

Projeto: 110449
Data da Versdo do Projeto:  14M10/2011

Pesquisadores:
EDELA PLIRICELLI

LUCGIAMO MAYER
MARILIA GERHARDT DE OLIVEIRA
JOAD BATISTA BLESSMANN WEBER
FABRICI] POLETTO MASSOTTI
FERMANDO VACILOTTO GOMES
DEISE POMZOMNI

Titulo: ANALISE DO EFEITO LOCAL E SISTEMICO DA LLLT EM REPARO TECIDUAL
FPERIMPLANTAR: ESTUDO EM COELHOS

Este projeto foi APROVADD em seus aspectos éticos @ metodoldgicos de acordo com as Direfrizes 2
Mormas Macionais e Intemacionais, especiaimente a Lei 11.794 de 08102008, que estabelece
procedimentos para o uso cleniifico de animais.

- 0= membros da CEUAHCPA néo parficiparam do processo de avaliagho de projetos onde constam
COMmO peEqUisadoras.

- Toda & qualquer aheragéio do Projeto devera ser comunicada 8 CEUAMHCRPA,

- O pesquisador devera apresentar relatorios semesirais de acompanhamenio e retatdnio final ao
CEP/HCPA.

"
Iy

i

[ Jl )
s I|'_';r Alﬁﬁandm "éeiscljl'i{ijv ;
(' Coordenador da GEUAHCPA

re, 21 de dezembro de 2071,
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ANEXO C — APROVACAO NO CEUA/PUCRS REGISTRO 11/00235

@ CEUA: Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul
m 5 PRO-REITORLA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAD
# lurw COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Oficio 092/11 - CEUA Porto Alegre, 21 de julho de 2011.

Senhor Pesqulisador:

A Comissdo de Etica no Uso de Animais da PUCRS apreciou e
aprovou seu protocolo de pesquisa, registro CEUA 11700235 inlitulado:
“Analise do efeito local e sistémico da LLT em reparo tecidual
perimplantar: estudo em coelhos”.

Sua investigacdo estd autorizada a partir da presente data.

Atenciosamente,

Sy

CHAAQ A A A R ast— T2 -
Profa. Dra. Anamaria Gongalv% Feljo
Cogrdenadora da CEUA/PUCR

Ilmo. Sr.
Prof. Dr. Jodo Batista Weber
Nesta Universidade

o | compus centras
PL[C! S | Av. Ipiranga, 6690 - Peadio 60, sals 334
CEP: S0610-000
Fonw/Fax: (S1) 3320-3345
E-mail: coua@pucrs e
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ANEXO D - LEI 11.794 DE 08 DE OUTUBRO DE 2008 *

Presidéncia da Republica

Casa Civil
Subchefia para Assuntos Juridicos

LEIN®11.794, DE 8 DE OUTUBRO DE 2008.

Regulamenta o inciso VII do § 1° do art. 225 da
Constituicdo Federal, estabelecendo
procedimentos para o uso cientifico de animais;
revoga a Lei n® 6.638, de 8 de maio de 1979; e da
outras providéncias.

O PRESIDENTE DA REPUBLICA Faco saber que o Congresso Nacional decreta e eu sanciono a
seguinte Lei:

CAPITULO |
DAS DISPOSICOES PRELIMINARES

Art. 1° A criagdo e a utilizacdo de animais em atividades de ensino e pesquisa cientifica, em
todo o territério nacional, obedece aos critérios estabelecidos nesta Lei.

§ 1° A utilizacdo de animais em atividades educacionais fica restrita a:
| — estabelecimentos de ensino superior;
Il — estabelecimentos de educacéo profissional técnica de nivel médio da area biomédica.

§ 2° S&o consideradas como atividades de pesquisa cientifica todas aquelas relacionadas
com ciéncia basica, ciéncia aplicada, desenvolvimento tecnoldgico, producdo e controle da
gualidade de drogas, medicamentos, alimentos, imunobiolégicos, instrumentos, ou quaisquer outros
testados em animais, conforme definido em regulamento préprio.

§ 3% Nao sdo consideradas como atividades de pesquisa as praticas zootécnicas
relacionadas a agropecuaria.

Art. 2° O disposto nesta Lei aplica-se aos animais das espécies classificadas como
filo Chordata, subfilo Vertebrata, observada a legislacdo ambiental.

Art. 3° Para as finalidades desta Lei entende-se por:

| — filo Chordata: animais que possuem, como caracteristicas exclusivas, ao menos na fase
embrionéria, a presenca de notocorda, fendas branquiais na faringe e tubo nervoso dorsal Unico;

Il — subfilo Vertebrata: animais cordados que tém, como caracteristicas exclusivas, um
encéfalo grande encerrado numa caixa craniana e uma coluna vertebral;

3" BRASIL. Lei 11.794 de 08 de outubro de 2008, regulamenta o inciso VII do § 1° do art. 225 da Constituicdo Federal,
estabelecendo procedimentos para o uso cientifico de animais; revoga a Lei n°® 6.638, de 08 de maio de 1979; e da outras
providéncias. Disponivel em: http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_ato2007-2010/2008/Iei/[11794.htm. Acesso em: 30 de
agosto de 2011.


http://legislacao.planalto.gov.br/legisla/legislacao.nsf/Viw_Identificacao/lei%2011.794-2008?OpenDocument
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A

Il — experimentos: procedimentos efetuados em animais vivos, visando a elucidagdo de
fendnemos fisioldgicos ou patoldgicos, mediante técnicas especificas e preestabelecidas;

IV — morte por meios humanitérios: a morte de um animal em condi¢des que envolvam,
segundo as espécies, um minimo de sofrimento fisico ou mental.

Paréagrafo unico. N&o se considera experimento:
| — a profilaxia e o tratamento veterinario do animal que deles necessite;

Il — o anilhamento, a tatuagem, a marcacgao ou a aplicacao de outro método com finalidade de
identificacdo do animal, desde que cause apenas dor ou aflicio momentanea ou dano passageiro;

Ill — as intervengBes ndo-experimentais relacionadas as praticas agropecuarias.
CAPITULO Il
DO CONSELHO NACIONAL DE CONTROLE DE
EXPERIMENTACAO ANIMAL — CONCEA
Art. 4° Fica criado o Conselho Nacional de Controle de Experimentac&o Animal — CONCEA.
Art. 5° Compete ao CONCEA:

| — formular e zelar pelo cumprimento das normas relativas a utilizagdo humanitaria de animais
com finalidade de ensino e pesquisa cientifica;

Il — credenciar instituicdes para criacdo ou utilizacdo de animais em ensino e pesquisa
cientifica;

Il — monitorar e avaliar a introducdo de técnicas alternativas que substituam a utilizacdo de
animais em ensino e pesquisa;

IV — estabelecer e rever, periodicamente, as normas para uso e cuidados com animais para
ensino e pesquisa, em consonancia com as convengdes internacionais das quais o Brasil seja
signatario;

V — estabelecer e rever, periodicamente, normas técnicas para instalagédo e funcionamento de
centros de criagcdo, de biotérios e de laboratdrios de experimentacdo animal, bem como sobre as
condic¢Bes de trabalho em tais instalacdes;

VI — estabelecer e rever, periodicamente, normas para credenciamento de instituicbes que
criem ou utilizem animais para ensino e pesquisa;

VII — manter cadastro atualizado dos procedimentos de ensino e pesquisa realizados ou em
andamento no Pais, assim como dos pesquisadores, a partir de informacGes remetidas pelas
Comissdes de Etica no Uso de Animais - CEUAs, de que trata o art. 8°desta Lei;

VIII — apreciar e decidir recursos interpostos contra decisdes das CEUAS;

IX — elaborar e submeter ao Ministro de Estado da Ciéncia e Tecnologia, para aprovagéo, o
seu regimento interno;

X — assessorar o Poder Executivo a respeito das atividades de ensino e pesquisa tratadas
nesta Lei.
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Art. 6° O CONCEA é constituido por:

| — Plenario;

Il — Camaras Permanentes e Temporarias;
Il — Secretaria-Executiva.

§ 1° As Camaras Permanentes e Temporarias do CONCEA ser&o definidas no regimento
interno.

§ 2° A Secretaria-Executiva é responsavel pelo expediente do CONCEA e ter4 o apoio
administrativo do Ministério da Ciéncia e Tecnologia.

§ 3° O CONCEA poderé valer-se de consultores ad hoc de reconhecida competéncia técnica
e cientifica, para instruir quaisquer processos de sua pauta de trabalhos.

Art. 72 O CONCEA sera presidido pelo Ministro de Estado da Ciéncia e Tecnologia e
integrado por:

| — 1 (um) representante de cada 6rgao e entidade a seguir indicados:
a) Ministério da Ciéncia e Tecnologia;

b) Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico — CNPq;
¢) Ministério da Educacao;

d) Ministério do Meio Ambiente;

€) Ministério da Saude;

f) Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento;

g) Conselho de Reitores das Universidades do Brasil — CRUB;

h) Academia Brasileira de Ciéncias;

i) Sociedade Brasileira para o Progresso da Ciéncia;

j) Federacéo das Sociedades de Biologia Experimental;

[) Colégio Brasileiro de Experimentagcdo Animal;

m) Federacg&o Nacional da Industria Farmacéutica;

Il — 2 (dois) representantes das sociedades protetoras de animais legalmente estabelecidas no
Pais.

§ 1° Nos seus impedimentos, o Ministro de Estado da Ciéncia e Tecnologia sera substituido,
na Presidéncia do CONCEA, pelo Secretario-Executivo do respectivo Ministério.

§ 2° O Presidente do CONCEA tera o voto de qualidade.
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§ 32 Os membros do CONCEA n&o serdo remunerados, sendo 0s servigos por eles prestados

considerados, para todos os efeitos, de relevante servigo publico.
CAPITULO IlI
DAS COMISSOES DE ETICA NO USO DE ANIMAIS — CEUAs

Art. 8° E condicéo indispensavel para o credenciamento das instituicoes com atividades de
ensino ou pesquisa com animais a constituicdo prévia de Comissdes de Etica no Uso de Animais —
CEUAs.

Art. 9° As CEUAs sdo integradas por:

| — médicos veterinarios e biélogos;

Il — docentes e pesquisadores na area especifica;

Il — 1 (um) representante de sociedades protetoras de animais legalmente estabelecidas no
Pais, na forma do Regulamento.

Art. 10. Compete as CEUASs:

| — cumprir e fazer cumprir, no &mbito de suas atribui¢Bes, o disposto nesta Lei e has demais
normas aplicaveis a utilizacdo de animais para ensino e pesquisa, especialmente nas resolucdes do
CONCEA,;

Il — examinar previamente os procedimentos de ensino e pesquisa a serem realizados na
instituicdo a qual esteja vinculada, para determinar sua compatibilidade com a legislacao aplicavel,

Il — manter cadastro atualizado dos procedimentos de ensino e pesquisa realizados, ou em
andamento, na instituicdo, enviando copia ao CONCEA,;

IV — manter cadastro dos pesquisadores que realizem procedimentos de ensino e pesquisa,
enviando cépia ao CONCEA,;

V — expedir, no ambito de suas atribuicBes, certificados que se fizerem necessérios perante
orgéaos de financiamento de pesquisa, periddicos cientificos ou outros;

VI — notificar imediatamente ao CONCEA e as autoridades sanitarias a ocorréncia de qualquer
acidente com os animais nas instituicdes credenciadas, fornecendo informagfes que permitam
acOes saneadoras.

§ 1° Constatado qualquer procedimento em descumprimento as disposicdes desta Lei na
execucdo de atividade de ensino e pesquisa, a respectiva CEUA determinara a paralisacdo de sua
execucgdo, até que a irregularidade seja sanada, sem prejuizo da aplicacdo de outras sancdes
cabiveis.

§ 22 Quando se configurar a hipétese prevista no § 1° deste artigo, a omissdo da CEUA
acarretara sang¢des a instituicdo, nos termos dos arts. 17 e 20 desta Lei.

§ 3° Das decisdes proferidas pelas CEUAs cabe recurso, sem efeito suspensivo, ao
CONCEA.

§ 4° Os membros das CEUAs responderdo pelos prejuizos que, por dolo, causarem as
pesquisas em andamento.
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§ 5 Os membros das CEUAs estéo obrigados a resguardar o segredo industrial, sob pena de
responsabilidade.

CAPITULO IV
DAS CONDIGOES DE CRIAGAO E USO DE ANIMAIS PARA ENSINO E
PESQUISA CIENTIFICA

Art. 11. Compete ao Ministério da Ciéncia e Tecnologia licenciar as atividades destinadas a
criacdo de animais, ao ensino e a pesquisa cientifica de que trata esta Lei.

§1° (VETADO)
§ 2° (VETADO)
§ 3° (VETADO)

Art. 12. A criacdo ou a utilizacdo de animais para pesquisa ficam restritas, exclusivamente, as
instituicBes credenciadas no CONCEA.

Art. 13. Qualquer instituicdo legalmente estabelecida em territério nacional que crie ou utilize
animais para ensino e pesquisa devera requerer credenciamento no CONCEA, para uso de animais,
desde que, previamente, crie a CEUA.

§ 1° A critério da instituicio e mediante autorizacdo do CONCEA, ¢ admitida a criacéo de
mais de uma CEUA por instituicao.

§ 2° Na hipotese prevista no § 1°deste artigo, cada CEUA definird os laboratérios de
experimentacdo animal, biotérios e centros de criacdo sob seu controle.

Art. 14. O animal sé podera ser submetido as intervencfes recomendadas nos protocolos dos
experimentos que constituem a pesquisa ou programa de aprendizado quando, antes, durante e
apos o experimento, receber cuidados especiais, conforme estabelecido pelo CONCEA.

§ 1° O animal sera submetido a eutanésia, sob estrita obediéncia as prescri¢cdes pertinentes a
cada espécie, conforme as diretrizes do Ministério da Ciéncia e Tecnologia, sempre que, encerrado
0 experimento ou em qualquer de suas fases, for tecnicamente recomendado aquele procedimento
ou quando ocorrer intenso sofrimento.

§ 2° Excepcionalmente, quando os animais utilizados em experiéncias ou demonstracées nao
forem submetidos a eutanasia, poderdo sair do biotério apds a intervencdo, ouvida a respectiva
CEUA quanto aos critérios vigentes de seguranca, desde que destinados a pessoas idéneas ou
entidades protetoras de animais devidamente legalizadas, que por eles queiram responsabilizar-se.

§ 3° Sempre que possivel, as praticas de ensino deverdo ser fotografadas, filmadas ou
gravadas, de forma a permitir sua reproducdo para ilustracdo de préticas futuras, evitando-se a
repeticdo desnecessaria de procedimentos didaticos com animais.

§ 4% O numero de animais a serem utilizados para a execugéo de um projeto e o tempo de
duracdo de cada experimento serd o minimo indispensavel para produzir o resultado conclusivo,
poupando-se, ao méaximo, o animal de sofrimento.

§ 5° Experimentos que possam causar dor ou angustia desenvolver-se-d0 sob sedac&o,
analgesia ou anestesia adequadas.
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§ 6° Experimentos cujo objetivo seja 0 estudo dos processos relacionados a dor e a angustia
exigem autorizacao especifica da CEUA, em obediéncia a normas estabelecidas pelo CONCEA.

§ 7° E vedado o uso de bloqueadores neuromusculares ou de relaxantes musculares em
substituicao a substancias sedativas, analgésicas ou anestésicas.

§ 8° E vedada a reutilizagdo do mesmo animal depois de alcangado o objetivo principal do
projeto de pesquisa.

§ 9° Em programa de ensino, sempre que forem empregados procedimentos traumaticos,
vérios procedimentos poderdo ser realizados num mesmo animal, desde que todos sejam
executados durante a vigéncia de um Unico anestésico e que o animal seja sacrificado antes de
recobrar a consciéncia.

§ 10. Para a realizacdo de trabalhos de criacdo e experimentacdo de animais em sistemas
fechados, ser8o consideradas as condicdes e normas de seguranca recomendadas pelos
organismos internacionais aos quais o Brasil se vincula.

Art. 15. O CONCEA, levando em conta a relagdo entre o nivel de sofrimento para o animal e
os resultados praticos que se esperam obter, podera restringir ou proibir experimentos que
importem em elevado grau de agressao.

Art. 16. Todo projeto de pesquisa cientifica ou atividade de ensino sera supervisionado por
profissional de nivel superior, graduado ou pés-graduado na area biomédica, vinculado a entidade
de ensino ou pesquisa credenciada pelo CONCEA.

CAPITULO V
DAS PENALIDADES

Art. 17. As instituicBes que executem atividades reguladas por esta Lei estdo sujeitas, em
caso de transgressao as suas disposi¢cdes e ao seu regulamento, as penalidades administrativas de:

| — adverténcia;
Il — multa de R$ 5.000,00 (cinco mil reais) a R$ 20.000,00 (vinte mil reais);
Il — interdi¢c@o temporéria,;

IV — suspensdo de financiamentos provenientes de fontes oficiais de crédito e fomento
cientifico;

V —interdi¢&@o definitiva.

Pardgrafo Unico. A interdicdo por prazo superior a 30 (trinta) dias somente podera ser
determinada em ato do Ministro de Estado da Ciéncia e Tecnologia, ouvido o CONCEA.

Art. 18. Qualquer pessoa que execute de forma indevida atividades reguladas por esta Lei ou
participe de procedimentos ndo autorizados pelo CONCEA seréd passivel das seguintes penalidades
administrativas:

| — adverténcia;
Il — multa de R$ 1.000,00 (mil reais) a R$ 5.000,00 (cinco mil reais);

IIl — suspenséo temporaria;
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IV — interdicdo definitiva para o exercicio da atividade regulada nesta Lei.
Art. 19. As penalidades previstas nos arts. 17 e 18 desta Lei serdo aplicadas de acordo com a

gravidade da infracdo, os danos que dela provierem, as circunstancias agravantes ou atenuantes e
0s antecedentes do infrator.

Art. 20. As sangdes previstas nos arts. 17 e 18 desta Lei serdo aplicadas pelo CONCEA, sem
prejuizo de correspondente responsabilidade penal.

Art. 21. A fiscalizacdo das atividades reguladas por esta Lei fica a cargo dos 6rgdos dos
Ministérios da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, da Salde, da Educacéo, da Ciéncia e
Tecnologia e do Meio Ambiente, nas respectivas areas de competéncia.

CAPITULO VI
DISPOSICOES GERAIS E TRANSITORIAS

Art. 22. As instituicdes que criem ou utilizem animais para ensino ou pesquisa existentes no
Pais antes da data de vigéncia desta Lei deveréo:

| — criar a CEUA, no prazo maximo de 90 (noventa) dias, apds a regulamentacao referida no
art. 25 desta Lei;

Il — compatibilizar suas instalacdes fisicas, no prazo maximo de 5 (cinco) anos, a partir da
entrada em vigor das normas estabelecidas pelo CONCEA, com base no inciso V do caput do art.
5° desta Lei.

Art. 23. O CONCEA, mediante resolucdo, recomendara as agéncias de amparo e fomento a
pesquisa cientifica o indeferimento de projetos por qualquer dos seguintes motivos:

| — que estejam sendo realizados sem a aprovacdo da CEUA;
Il — cuja realizacéo tenha sido suspensa pela CEUA.

Art. 24. Os recursos orcamentérios necessérios ao funcionamento do CONCEA serédo
previstos nas dota¢8es do Ministério da Ciéncia e Tecnologia.

Art. 25. Esta Lei sera regulamentada no prazo de 180 (cento e oitenta) dias.
Art. 26. Esta Lei entra em vigor na data de sua publicacéo.

Art. 27. Revoga-se a Lei n° 6.638, de 8 de maio de 1979.

Brasilia, 8 de outubro de 2008; 187° da Independéncia e 120° da Republica.

LUIZ INACIO LULA DA SILVA
Tarso Genro

Reinhold Stephanes

José Gomes Tempordo
Miguel Jorge

Luiz Antonio Rodrigues Elias
Carlos Minc
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ANEXO E - JUSTIFICATIVA DO CALCULO DO TAMANHO DA

AMOSTRA

Calculo amostral

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

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

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

O tamanho da amostra deve ser justificado com base em outros estudos, pois o
calculo por meio de férmulas exige informacdes referentes & variabilidade da variavel de
interesse e sobre qual a diferenca entre os parametros com relevancia clinica.

Quando se utiliza testes nao paramétricos, ha uma dificuldade na determinacédo do
tamanho das amostras, pois os mesmos s&o aplicados para distribuigdes livres (nao
normais), podendo ter alta variabilidade e amostras pequenas.

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

\:___\ 'f" 7.1 :"{{‘:‘.,,
Prof. Dr. Jofio Feltz Duarte de Moraes

Coordenador do Dept® de Evmtistics
de Matlemélica de PUCRS

de Facuidade
Prof. Dr. Jodo Feliz Duarte de Moraes
Coordenador do Departamento de Estatistica
Faculdade de Matematica - PUCRS
Av. Ipiranga, 6681 - Predio 30 - Bloco C - sala 104
Tel.:(051)3320-3531 Ramal 4214 ou 33534214
E-mail: jfmoraes@pucrs.br
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ANEXO G - SOLICITACAO PARA A UTILIZACAO DE

INSTRUMENTAL NA FOB/USP

De: VINICIUS CARVALHO PORTO <vcporto@fob usp b
Assunto: Re: apoio
Data: 12 de margo de 2012 16:45:19 BRT
Para: Carlos Eduardo Espindola Baraldi <cbaraldi@uol.com.br>

1 Anexo, 26 KB

Prezado Prof Carlos,

A Pri(a) Martia Aparecida ja havia comentado sobre o seu interesse em utilizar a maquina de corte EXACT. No6s temos tanto a maquina de corte
quanto para polimento de especimes EXACT. Em anexo envio a autorizagio para uso e o custo para uso por espécime utilizado no valor de 20,00
por especime. Apos a autorizacio € preciso que ocorra um agendamento com o funcionario responsavel pelo setor. Solicito que logo enviada a
autorizagdio, entrar em contato com o funcionario responsavel pelo setor. Ele se chama Renato e € uma otima pessoa para lidar.

Qualquer davida adicional fique a vontade de entrar em contato comigo.
Prof Vinicius

— Mensagem orniginal -—

De: "Carlos Eduardo Espindola Baraldi* <cbaraldi@uol com br=
Para: veporto@tob.usp.br

Cc: mmachado@fob.usp.br

Enviadas: Segunda-feira, 12 de Marco de 2012 10:05:35
Assunto: Re: apoio

Em 07/03/2012, as 1632, Carlos Eduardo Espindola Baraldi escreveu:

Boa tarde Professor Vinicius Carvalho Porto,

Inicialmente apresento-me: gou Carlos Baraldi, ex-aluno da FOB e atualmente Professor da Universidade Federal do Ric Grande do Sul.

Oriento um aluno de mestrado em Odoentologia (CTBMF), Fernando Gomes, cujo projeto envolve analise da interface osso-implante, em coelhos
Nova Zelandia.

Estamos buscando instituigbes onde possamos realizar o corte das pegas com microtomo Exakt , de espessura proxima de 10 micrometros.
N&o ha disponibilidade deste recurso em nosso estado, até o momento.

Desta forma buscamos coniato com a FOB, por meio dos Professores Carlos Ferreira dos Santos e Maria Aparecida Moreira Machado, buscando
desenvolver parte do experimento. Ha convénio firmado entre as instituictes, que possibilitaria formalizar a visita e as atividades deste aluno.
Temos ainda possibilidade (limitada) de contribuir com eventuais custos, também, airavés do setor de apoio 4 pesquisa do Hospital de Clinicas,
gue sedia a unidade de expenmentacio onde as cirurgias serdo realizadas, desde que este cusio seja orgado e previsto no projeto.

Em caso desta possibilidade se confirmar, deixe-me saber quais sio os passos para toma-la realidade.

Agradeco a atengéo,

Prof Baraldi

Departamento de Cirurgia e Ortopedia

Faculdade de Odontologia da UFRGS

Em 07/03/2012, as 1517, MARIA AP A MOREIRA MACHADO escreveu:

Prezado Prof. Carlos,

Hj congegui falar com o Prof Vinicus Porto que & o nosso Coordenador do Centro Integrado de Pesquisa (CIP) e ele confirmou que temos sim este
equipamento alocado no CIP.

Sendo assim, ele segue copiado neste e-mail para que vc possa fazer o contato diretamente com ele para as tratativas do uso do equipamento.
Os contatos dele séo:- CIP 14/3235-8321 ou 3235-8378 e e-mail: vcporto@fob._usp_br

No maig, no que eu puder ajudar pode contar.

Abs e lembrancas para o Prof Manuel.

Cidinha

Profa Dra Maria Aparecida de Andrade Moreira Machado

Em 13/01/2012, as 10:13, Dr. Carlos F. Santos - Journal of Applied Oral Science escreveu:

Prezado Prof . Carlos Baraldi,

Estarei de volia a Bauru no dia 01/02. Tendo em vista nossas relagbes com a UFRGS, estabelecidas por meio de convénio, sera um prazer
recebélosna FOB . Preciso apenas verificar se o equipamento esta lotado no Departamento de Ciéncias Biologicas ou no Centro Integrado de
Pesquisa (CIP) e se esta em perfeitas condicbes de uso e disponivel para agendamento.

Grato pela compreensao,

Prof . Carlos

Citando Carlos Eduardo Espindola Baraldi < cbaraldi @ uol .com. br >
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ANEXO H — PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO PARA

COLORACAO HE

Q))(.(;‘} HOSPITAL I.)E'. 2
NE CLINICAS

PORTO ALEGRE RS

: PROQEDIMENT_O'oPEBACIQNAL;PADRAo.-F$0P s

Servigo: PATOLOGIA ~ IdelgoNersao ATEC: 004/00

Local: AREA TECNICA .~

} Penod|c|dade DIARIA

Responsével thmco /c EFIA

Pessoal Envolvido: ; o BEmE T
ATEC : : RN s Sein s S e N

Material Necessario: | G S G

Nome da Tarefa: COLORAGAO HEMATOXILINA EOSINA (HE) = 7,

() ___

Descrigao das Atlvidades Criticas:” ;
1-Colocar as laminas com os cortes histoléglcos em cestos de Snox na estufa a80°C durante 20min. ;
2-Retirar o cesto de laminas com os cortes.histolégicos da estufa e colocar.no primeiro xilol dentro de uma cuba de vidro durante amm
3 Desprezar 0 excesso do pjlmelro xﬂol nasua proprla cuba e passar as Iémlnas para o segundo xulol demro de uma cuba de vndro
durante 5min. g
| 4- Desprezar o excesso do segundo xnlol na sua propna cuba e:passar as laminas. para o pnmexro élcool dentro de uma cuba de wdro
5-Mergulhar as laminas ern mais quatro cubas com.alcool 99°C . 3
6-No dltimo 4lcool desprezar o excesso de 4lcool ng propria cuba colocar as Iémmas em uma cuba com égua desmada
7-Lavar bem até retirar o. alcool das laminas por 2min.” - DR it
8-Imergir o cesto com Iamlnas em uma_cuba de vidro contendo Hemaloxuhna por 5min, o * el f %
9-Retirar 0 cesto do corante e‘imergir em cuba de vidro com &gua da tomelra, lavar vénas vezes até a égua f icar Incolor i
10-Diferenciar ern alcool-acido, lavar bem em agua corrente. ; ;
11-Mergulhar em solug#o de carbonato de litio para azulejamenlo lavar em‘égua corrente 5 3 T g
12-imergir o cesto em cuba de vidro.contendo eosina por 3min. .- 7 & SO SR
13-Mergulhar o cesto em nove cubas de vidro com‘alcool absoluto/ dois mergulhos em cada cuba :
14-No ultimo alcool desprezar 0 excesso de élcool na prépira cuba, colocar as IAmlnas em uma cuba com xxlol

15-Deve-se montar e dar salda nas. Iamlnas antes de encammhar
| a0s reswjenles : -

&

S

Resultados Esperados “ 2 B s B

Realizar a coloragao HE nos cortes. HE‘é a colora(;éo comb:nada mais snmples usada umversalmente Umnza uma colora(;éo nuclear
pela hematoxilina seguida pelo corante-4cido Eosina. {

T

Agdes Corretivas: - . G .
Consultar POP 035 (HEMATOXILINA) E POP 036 (EOSINA) R PR S i .
Data Criagao: © . Data Revnsao} 3 -+, Elaboragdo: ' . . Cerl:ﬁca ':7)
I R Tk ... MaraR. B. Gomes/Elhane | 5
zmnozoos 4| o - Gomes : V/ A

ADMZ81FE - grafica hepa

TSERVICO _pﬂ PATOLOG

‘ Eﬂﬂl\‘ﬁc'ﬁ) que esta Lopia i
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ANEXO | — PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO PARA

COLORACAO PR

: Q@ HOSPH.I}L'DE : \ AR : : v _
/,))((.} CLINI_CAS' e PROCEDlMENTO QPERACIONAL PADRAO - POP
Iglqo{ PATOLOGIA - . . T saods ICédlgoNe%sao.: ATEC 010/00.
‘Local: AREA TECNICA O e i : ‘lPerIodlcldade: DIARIA

Nome da Tarefa: COLORAGAO PICROSIRIUS | Responsavel: TECNICO / CHEFIA

Pessoal Envolvido: ’
ATEC )

Material Necessérlo:

J_J'____f

Descrigdo das Atividades Crmcaa 3
1-Colocar as laminas com. os cortes hlstoléglcos em cestos de inox na estufa a 80°C durante 30min.
‘2-Relirar o cesto de laminas com os cortes histol6gicos da estufa e colocar no primeiro xilol dentro de uma cuba de vidro duranle Smin.
3-Desprezar o excesso do primeiro xilol na sua propria cubae passar as Iamlnas para o segundo xilol; dentro de uma cuba de vidro
durante 5min.
4-Despre£r 0 excesso do segundo xilol na sua propria cuba e passar as Iaminas para o primeiro alcool dentro de uma cuba de vidro
durante 1min, -
5-Mergulhar as laminas em mais quatro cubas com élcool 99°C. : =
:6-No ultimo élcool desprezar o excesso de 4lcool na prépria cuba colocar as. lAmInas em uma cuba com 69ua da tomelra
7-Lavar bem até retirar o alcool das IAminas (2 vezes). z ;
8-Imergir as laminas em cuba com solugdo 2 por 30min. . / R TS i O
9-Lavar rapidamente em 4gua destilada. , :
10-| Plngar sobre as laminas a solugdo 1 por 3min.
11-Lavar rapidamente em 4gua destilada. . LR ;e 5
12-Mergulhar em élcool etilico,100°C, duas vezes . . U S I r :
13- Clarl\ﬁcar com xilol, trés vezes. . : ! )
14-Deve-se montar e identificar as Iamlnas e anles de enoamlnhnr aos resldentes

Resultados Esperados: ) ; ! ; : l
Realizar a colorago pelo método Plcroslnus ) :

Agbes Corretivas: %
Consultar POP 019/00 / (TERMINOLOGlA DEFINI%O E SIMBOLO: PS, SIRIUS RED) i
Data Criagéo: iy Data Revls&o . y ’ Elaboragéo: Cenlﬂcag o:
27/10/2008 ) Nt S o) “ ‘Noeli Tavares * -

“ADMZBIFE - grafica hepa

RV!CO DE’ Pf}TOLoem

e oo K adtn
5 ~hnid & st
. ee&ti\‘-‘fpl‘ e
mﬁm qu

o A

‘aon‘l\““‘-/” _Dm'/J ,,./",l«-; .

A8 i
- P

ot 7 Nl
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ANEXO J — PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO PARA

SOLUCAO PR

\)(—‘ HOSPIT/\L DE

,)(\ CL[NICAS.'- i ‘-‘:'I?ROQEDIMIVT:"NTO\ QPEEC!ONAL‘PADRAQePOP R

Sorvige; PATOLOGIA. "~ " e R ;|’coding¢rsao:ATEb 019100

licakAREA TECNICA | %o e R e I Periodicidade: [?IARIA ]

'| Nome da Tarefa: SOLUGOES PARAPICROSIRIUS -~ .~ " IReSponsével:TECN!COI CHEFIA

Pessoal Envolvido:
ATEC

Material Necessério:. S I I % _
5 4 TR o ;

Descric¢ao das Atlvndades Critlcas X
Solugéo 1

L

Agua destilada . 100mI’
Acido picrico até saturar
Fast Green 0,1g

| Solugéo 2
Agua destilada  100ml

Acido picrico até saturar e e ) S it ; . ;
Sirius red . 0,1g. S Sl SN T VARt ! : 5

Resultados Esperados 2 5 L L R = e y ‘ :
- | Preparar solugdes para reahraracoloragéo Plcrosmus % : $ IS 2

Agdes Corretivas: B 25 & : S A

Data Criag#o: . - " DataRevisio: . _* [Elaboragdo: . . Certificagzo
2MOI008), oo Y oo e | L el Tavarest [ .3)p&

i meEReT . iR SERVICO Lt))k%TOLoeun

.Cemi:co que esta copia é xdumca
0 a original,




