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Barbara MAM. Influéncia da superficie do implante e da laserterapia na
osseointegracdo, em ratas osteopénicas [dissertacdo]. Sdo José dos
Campos: Faculdade de Odontologia de S&do José dos Campos,
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”; 2009.

RESUMO

Com o aumento da expectativa de vida da populacdo € importante o
estudo de tratamentos alternativos e de biomateriais que visam auxiliar no
processo de osseointegracdo em pessoas com osteoporose. O presente
estudo avaliou e comparou a osseointegracdo de implantes cilindricos de
superficie porosa com implantes cilindricos de superficie rugosa, ambos
de titdnio, em ratas osteopénicas e normais, por meio de analise
histolégica e histomorfométrica. Avaliou também a influéncia do
tratamento com laser de baixa poténcia (Arseneto de Galio Aluminio)
sobre a osseointegracdo. Os implantes foram inseridos em 84 ratas, cada
rata recebeu um implante poroso no fémur esquerdo e um implante
rugoso no direito. Quarenta e dois dos animais foram submetidos a
cirurgia de ovariectomia (OVZ) e 42 foram falsamente operados (SHAM).
Apds um més, as ratas foram divididas em 4 grupos, com 21 animais
cada, de acordo com o tratamento recebido: a) grupo 1 (SHAM): cirurgia
de colocacdo dos implantes (Cl); b) grupo 2 (SHAM): CI e aplicacao do
laser de baixa poténcia (LLLT); c) grupo 3 (OVZ): CI; d) grupo 4 (OVZ): CI
e LLLT. Sete animais de cada grupo, selecionados aleatoriamente, foram
sacrificados 2, 4 e 6 semanas ap0s a cirurgia, os fémures contendo os
implantes foram submetidos a andlise histologica e histomorfométrica. Na
andlise histolégica observou-se que houve osseointegracdo em ambos
implantes nos diferentes grupos. Apds avaliacdo da analise
histomorfométrica verificou-se que o grupo 4, os implantes do tipo poroso,
com animais sacrificados 4 semanas ap0s a cirurgia de implante exibiu
maior porcentagem de neoformacdo Ossea, seguido do grupo 2, com
implante poroso 4 e 6 semanas de periodo de sacrificio. Concluiu-se que
a laserterapia melhora significantemente a neoformacéo 6ssea e que 0s
implantes de superficie porosa apresentam maior area para contato na
interface osso-implante.

Palavras-Chaves: Implante. Osseointegracao. Interface. Fixag&o. Laser.



1 INTRODUCAO

A implantacdo de materiais metalicos no corpo humano é
mais uma alternativa para restaurar partes danificadas, melhorando a
qualidade de vida das vitimas de traumas ou de doencas degenerativas.
Esses materiais sdo denominados biomateriais. Os biomateriais podem
ser utilizados no interior do corpo humano durante um periodo
determinado de tempo ou ndo (endopréteses ou implantes), sendo
empregados para tratamento, ampliacdo ou substituicdo de quaisquer
tecidos, 6rgaos ou fungbes corporais como um todo ou parte integrante de
um sistema. A escolha de um biomaterial deve ser criteriosa e deve
obedecer a um conjunto de requisitos: nao interferir no mecanismo de
defesa do organismo, exibir propriedades coerentes com a funcéo
especifica do implante e apresentar resisténcia a corrosédo (Fonseca et al.,
2005).

A osseointegracdo pode ser definida como uma
interdigitacdo estrutural e funcional entre 0 0sso organizado e o implante,
estabelecendo-se uma unido estavel entre os mesmos (Branemark,
1983).

Os implantes cirdrgicos apresentam uma grande
diversidade de tamanhos e formatos, e os mais utilizados sdo os
cilindricos e os cénicos rosqueados. Independentemente do seu formato
externo, os implantes podem ainda apresentar diferentes topografias de
superficie, como lisa, rugosa ou porosa. A superficie porosa tem recebido
destaque na implantodontia como uma alternativa de acabamento
superficial, visando melhorar a resisténcia interfacial entre o material e o
0sso, atraveés da interdigitacdo do tecido 0sseo com o implante,

proporcionando uma forte fixacdo osso-implante de titanio (Ozaki et al.,
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2001; Scharweber et al., 2002; Vasconcellos et al., 2003; Vasconcellos,
2005; Vasconcellos et al., 2008).

A qualidade do osso do hospedeiro no qual o
biomaterial/implante sera inserido deve ser um dos principais fatores a ser
considerado (Fini et al., 2001).

A osteoporose constitui umas das osteopatias mais
comuns, sendo caracterizada pela reducdo da massa 0ssea, determinada
pelo desequilibrio existente entre reabsorcdo e neoformacéo Ossea.
Acredita-se que a diminuicdo do estrégeno é o fator determinante e
responsavel pela génese da osteoporose apos a menopausa (Bandeira et
al., 2000), resultando em perda 6ssea mais intensa nos cinco anos que se
seguem a ela (Genant et al., 1999). Essa condicdo € mais frequente e
mais dramatica nas mulheres, que chegam a perder cerca de 40%-50%
da massa 6ssea até o final da vida (Aires, 1999). Na presenca de
osteoporose, o biomaterial do implante deve compensar as limitacdes de
osseointegracdo no 0sso osteopénico (Fini et al.,, 2001), induzindo a
neoformacdo Ossea por meio de modificacdes na sua microtopografia
superficial, como a superficie porosa.

A laserterapia tem sido utilizada para estimular o
crescimento 6sseo em individuos que precisam receber implantes, mas
que apresentam grande perda Ossea ou alteracBes metabdlicas que
afetam o processo de remodelacdo O6ssea e osseointegracdo como a
osteoporose (Artioli, 2005). O laser de baixa poténcia (terapéutico) tem
sido empregado na cicatrizacdo de tecidos duros e moles, visto que o
laser acelera o processo de reparo do tecido, promove um efeito
antiinflamatadrio, analgésico, estimula o sistema imunoldgico e participa da
regeneracao celular (Gutknecht et al., 2004).

Diante do exposto torna-se importante avaliar a
osseointegracdo de implantes de titanio com diferentes superficies
(porosa e rugosa) em ratas osteopénicas e também a influéncia do

tratamento com laser de baixa poténcia sobre a osseointegracéo.



2 REVISAO DA LITERATURA

O o0sso pode ser considerado como a maior conquista na
evolucdo dos tecidos de suporte, apresentando um excelente
comportamento mecanico. Além disso, dentre os tecidos altamente
organizados, possui um raro potencial regenerador, reconstruindo sua
estrutura original apés um defeito ou fratura (Schenk, 1998). Em sua
organizacdo microscopica sdo encontrados dois tipos de tecido 6sseo:
osso lamelar e o0sso entrelacado. As duas variedades podem estar
mineralizadas ou ndo mineralizadas, sendo estas ultimas denominadas de
tecido ostedide. O osso lamelar é produzido lentamente e € muito
organizado, jA& o o0sso entrelacado € depositado mais rapidamente
possuindo uma disposicdo irregular de fibras de colageno tipo |
apresentando muitos ostedcitos em sua matriz. Macroscopicamente sdo
reconhecidos dois tipos de 0sso: o o0sso cortical (denso e compacto)
sendo suas func¢des principalmente biomecéanicas, e 0 0sso esponjoso (ou
medular) o qual contém mais células 6sseas que 0 0sso cortical,
apresentando muitas das alteracbes da renovacdo 6ssea (Rubin et al.,
1990).

Os dois principais tipos celulares encontrados no tecido
0sseo sdo 0s osteoclastos e 0s osteoblastos envolvidos no processo da
remodelacdo 6ssea. A remodelacdo Ossea corresponde a um processo
complexo que envolve a reabsorgdo 6ssea em uma superficie 0ssea
particular, seguida por uma fase de formagéo 6ssea. Em individuos sob
condicdbes normais, hd um balanco entre a quantidade de o0sso
reabsorvido pelos osteoclastos e a quantidade de osso formado pelos

osteoblastos. A ativacdo da sequéncia dos eventos celulares
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responsaveis pela remodelacéo 6ssea € localmente controlada por fatores
hormonais sistémicos e por fatores locais (Hill, 1998).

O padrédo do reparo 6sseo assemelha-se rigorosamente
aos eventos ocorridos no desenvolvimento e crescimento, sendo o
crescimento aposicional. Em sua fase inicial, apresenta um modelo de
osso trancado sendo gradualmente reforgcado (substituido) por osso
lamelar. Este osso primariamente formado é entdo transformado em osso
cortical compacto ou osso trabecular. Na segunda fase, o reparo sofre
profunda remodelacdo e substituicdo por unidades de remodelamento
(BMUs). Em condicBes estaveis o osso € formado diretamente ou
primariamente, propiciado por duas condicdes essenciais, amplo
suprimento sanguineo e uma base sélida para deposi¢cdes 0sseas, sendo
essa base fornecida pela superficie da extremidade do fragmento ou pela
margem oOssea do defeito (Roberts, 1988).

A osteoporose atinge uma em cada quatro mulheres na
menopausa e, apods 0s 65 anos, uma em cada trés. A reducdo da massa
Ossea apO6s a menopausa apresenta relacdo primaria com o
funcionamento ovariano (Modesto-Filho et al., 1996).

A terapia com laser de baixa poténcia tem sido
amplamente utilizada para tratar injurias de tecido duro promovendo cura

e reduzindo a dor (Nissan et al., 2006).

2.1 Osseointegracao

A osseointegragcdo pode ser definida como a
interdigitacéo estrutural e funcional entre o 0sso organizado e o implante
de titanio, estabelecendo-se uma unido estavel entre os mesmos
(Branemark, 1983). Os fatores de importancia primaria para a

osseointegracdo do implante dental estdo correlacionados com as
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caracteristicas da sua superficie que incluem topografia e as propriedades
quimicas e elétricas do material (Roberts, 1988; Pilliar et al., 1998).
Portanto, a interacdo tecido Osseo-implante estd relacionada
principalmente com as camadas mais externas dos implantes (Fini et al.,
2003).

Os biomateriais podem ser conceituados como materiais
sintéticos e naturais, 0s quais sao utilizados em contato com sistemas
bioldgicos. Estes materiais apresentam caracteristicas especiais, que lhes
permitem estar em contato com o sistema biolégico sem que desencadeie
uma reacao de rejeicdo (Brandon et al., 1999). O biomaterial ideal deveria
possuir as mesmas caracteristicas de biocompatibilidade e taxa de
osseointegracdo quando testado em condicdes normais e patologicas
(Fini et al., 2001). Dentre os tipos de biomateriais encontram-se 0s
metais, 0s polimeros, 0s ceramicos e 0s compdsitos. A biocompatibilidade
€ essencial para a implantacdo in-vivo dos biomateriais, de modo a
minimizar quaisquer possiveis reacdes de rejeicdo. A esterilidade do
biomaterial € uma propriedade extremamente importante na area dos
biomateriais (Brandon et al., 1999).

Os biomateriais mais utilizados para a fabricacdo de
préteses séo o titanio (e suas ligas), o Vitalium e o aco Inoxidavel 316L
(Fonseca et al., 2005).

Os implantes de titanio e suas ligas sdao amplamente
utilizados na éarea da cirurgia, sejam ortopédicos ou dentais, devido a
excelente combinacdo de suas propriedades de resisténcia a corrosao,
resisténcia mecanica e biocompatibilidade (Okazaki et al., 2001,
Scharweber et al., 2002; Vasconcellos, 2005). Implantes de titanio sao
geralmente fabricados comercialmente por titdnio puro ou ligas de titanio
(Diniz et al., 2002; Zinger et al., 2005). A microfotografia das superficies
de implantes é considerada muito importante para o estudo da

osseointegracao, visto que 0s eventos que ocorrem na interface 0sso-
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implante sdo de maior importancia na osseointegracdo do material (Diniz
et al., 2002).

A osseointegracao ocorre apos a insercao de um implante
de titdnio no osso, devido a migracdo de células 6sseas para a superficie
desse metal (Aires, 1999) resultante de uma sequéncia programada de
eventos que se inicia predominantemente pela remodelagéo do tecido
0sseo na sua superficie periosteal e endosteal (Roberts, 1988).

A superficie do implante deve permitir crescimento prévio
de fibras de adeséo, vasos sanglineos e eventualmente a formacéo de
novo 0sso, auxiliado por uma estabilidade inicial obtida pela reducdo do
micro movimento (Davies, 2007; Schenk e Buser, 2000). Quando o micro
movimento ndo pode ser reduzido a um nivel minimo, resultara na
formacao de um tecido fibroso na superficie do implante ao invés de uma
interface rigida (Branemark, 1983).

Os implantes podem apresentar diferentes tipos de
superficie: lisa, rugosa ou porosa (interligada ou nao) (Deporter et al.,
1990). Os implantes porosos visam propiciar melhor osseointegracao,
uma vez que esta é obtida por meio do crescimento ésseo para o interior
dos poros denominado bone ingrowth (Deporter et al., 1990; Deporter et
al., 2002; Fini et al., 2003; Frosch et al., 2003; Zhu et al., 2004). Estes
poros apresentam aspecto tridimensional interligado em toda a sua
espessura, o qual permite o crescimento do tecido ésseo para o interior
dos mesmos, promovendo forte adesdo entre o 0sso e o implante
(Deporter et al., 1990; Kim et al.,, 2000; Vasconcellos, 2005). Este
crescimento Gsseo para dentro dos poros da superficie metalica depende
de varios fatores, tais como a porosidade da superficie, a estabilidade do
implante, o grau de micro movimento entre o implante e o 0sso, o tipo de
tecido 6sseo do hospedeiro, se trabecular ou cortical e a presenca de
lacunas entre o implante e a superficie 6ssea (Tisdel et al., 1994).

Fini et al. (1997) implantaram cilindros de hidroxiapatita

(HA) e titanio Ti6Al4V no interior do céndilo femural de ratos normais e
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osteopénicos. Apos 2 meses, observaram que houve uma diminuicdo na
taxa de osseointegracdo, em ambos materiais, nos animais osteopénicos,
guando comparados aos animais saudaveis, sendo este valor mais
significante para HA.

Fini et al. (2001), avaliaram a osseointegracdo e a
biocompatibilidade de dois vidros ceramicos biologicos RKKP e AP40 no
0SS0 osteoporoético in vivo e in vitro, usando implantes de titanio Ti6AI4V
como controle. Trinta e seis ratas, divididas em grupo controle e grupo
osteopénico, foram utilizadas no estudo in vivo, e células derivadas de
0sso normal e células derivadas de ratas osteopénicas no estudo in vitro.
Todos os animais receberam os implantes de Ti6Al4V, AP40 ou RKKP na
regido distal do fémur esquerdo pelo periodo de 2 meses. No estudo in
VivO 0 grupo com osteopenia apresentou uma diminuicdo na
osseointegracdo em todos o0s materiais testados, confirmando a
necessidade de um estudo preclinico in vivo dos biomateriais em animais
patologicos. Com relagdo a pesquisa in vitro, verificou-se que ndo houve
diferencga entre 0 0sso normal e o osso derivado de células osteopénicas
quanto a osseointegracao.

Oyonarte et al. em 2005 compararam os efeitos do
formato dos implantes de titanio na ortodontia através de estudo com
cinco caes, 0s quais receberam 3 implantes de superficie porosa no lado
direito da mandibula e 3 de superficie rugosa no lado esquerdo,
imediatamente apds as exodontias dos molares. Apés 6 semanas foi
realizada a reabertura e os implantes receberam carga ortoddntica por um
periodo de 22 semanas. Depois do sacrificio dos animais, foi realizada
analise histomorfométrica de uma seccao da interface osso-implante por
MO e MEV. Os resultados demonstraram que independentemente do
formato, todos os implantes apresentaram-se osseointegrados, havendo
menor perda 6ssea na regido coronaria do implante de superficie porosa.
Os autores concluiram que tais implantes podem ser utilizados com

sucesso na ancoragem ortoddntica. A técnica de fluorescéncia também foi
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utilizada para a avaliacdo dos implantes. Foi observado que aqueles de
superficie porosa apresentaram niveis mais altos de osso marginal e
maior contato osso-implante. Os autores concluiram que diferentes
formatos de implante interferem na remodelacdo e neoformacédo Ossea e
os implantes de superficie porosa podem ser mais efetivos para
aplicagOes ortodonticas.

Brentel et al. em 2006 produziram implantes de titanio
denso com superficie rugosa e implantes porosos, ambos produzidos pela
técnica de metalurgia do p6. Neste estudo foram utilizados sete coelhos,
que receberam 2 implantes porosos na tibia esquerda e 2 implantes
rugosos na direita. Apos 4 semanas, 0s animais foram sacrificados e a
reparacdo Ossea foi comparada entre os dois tipos de implantes. Os
autores concluiram que os implantes porosos apresentam maior area de
contato com o tecido 6sseo resultando em maior fixacdo do implante ao
0SS0.

Sargeant et al. (2008) realizaram um estudo utilizando
implantes 6sseos porosos hibridos, contendo espumas de Ti-6Al-4V, com
52% de porosidade e medindo 3 mm de comprimento e 2 mm de
didmetro. Foram utilizados 13 ratos, 0s quais receberam dois implantes
em cada fémur. Apés 4 semanas o0s animais foram sacrificados. Os
autores observaram neoformacéo 6ssea adjacente e no interior dos poros
apés 4 semanas, demonstrando forte evidéncia de osteoconducéo.
Concluiram que implantes 6sseos hibridos com espumas metélicas tém
um potencial para induzir mineralizacéo e direcionar uma resposta celular

do tecido hospedeiro até a interface osso-implante.

2.2 Superficie dos implantes
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Diversas geometrias tém sido desenvolvidas para a
superficie do implante, visando melhorar a osseointegracdo e reduzir o
micro movimento iniciais do implante (Chang et al., 1998). A geometria da
superficie determina as interacdes de células e proteinas com a superficie
do implante (Kasemo; Gold, 1999). O aumento da superficie aspera do
implante esta associado com melhor adeséo celular, maior contato 0sso-
implante e interacdo biomecéanica aprimorada (Davies, 2007). Além disso,
a interacdo osso-implante e as condicbes que favorecem a
osseointegracdo dependem das propriedades fisicas e quimicas da
superficie do implante (Diniz et al., 2002; Borsari et al., 2005). Muitos
estudos tém demonstrado que superficies rugosas, desenvolvidas por
técnicas tais como corrosdo acida (Diniz et al., 2002; Zinger et al., 2005),
oxidacdo anddica (Zhu et al., 2004), e jateamento de areia (Svehla et al.,
2000; Diniz et al., 2002) parecem ter efeito direto na diferenciagéo e
proliferacdo celular, visto que o comportamento dos osteoblastos é
sensivel as caracteristicas bioquimicas e estruturais do material (Zhu et
al., 2004; Zinger et al., 2005). Estudos também demonstram que o
tratamento de superficie tais como revestimento biomimético, deposicéo
de fosfato de célcio (Nguyen et al.,, 2004) ou hidroxiapatita (Fini et al,
2003) promovem aumento da osseointegracdo (Nguyen et al., 2004; Fini
et al., 2003). Assim, modificacbes na superficie do implante sé&o
confeccionadas com o propdsito de permitir e aprimorar 0 crescimento
0sseo, proporcionando melhor fixagdo do implante no osso (Kim et al.,
2000; Vasconcellos, 2005; Vasconcellos et al., 2008), maior contato 0sso-
implante na interface (Svehla et al., 2000; Vasconcellos, 2005;
Vasconcellos et al., 2008) e iminente formagéo O0ssea (Deporter et al.,
2001; Deporter et al., 2002).

Os implantes porosos necessitam apresentar poros
interconectados, o0s quais fornecem espaco adequado para a
neovascularizagdo, primordial para o crescimento continuado de 0SSO

mineralizado (Itdla et al., 2001). A remodelacdo O6ssea no interior dos
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poros é essencial para a estabilidade a longo prazo da interface 0sso-
implante (Go6tz et al., 2004).

Os implantes de superficie porosa permitem a proliferacédo
de tecido 6sseo para o interior dos poros (Vasconcellos, 2005; Deporter et
al., 2001; Deporter et al., 2002), resultando no aumento da area de
superficie, a qual melhora a osseointegracao do implante ao 0sso, devido
a capacidade de interconexdo mecanica entre o implante e o tecido.
Adicionalmente ocorre uma osseointegracdo mais rapida e também ha
maior prevencéo na perda do implante (Kim et al., 2000; Diniz et al.,2002;
Liu et al., 2000; Takemoto et al., 2005). Os poros precisam ser
interconectados para permitir o crescimento 0sseo até o seu interior. Nos
implantes de superficie porosa € evidente que o crescimento 6sseo para
dentro dos poros resulta em uma osseointegracao aperfeicoada e em uma
estabilidade mecénica, devido a unido do tecido 6sseo circundante com o
implante (Vasconcellos et al,. 2008).

Implantes de superficie porosa e rugosa podem tornar-se
osseointegrados dentro de condicbes apropriadas. Apesar de a
osseointegracdo ocorrer através da integracdo mecanica do 0sso com o
implante em ambos 0s casos, a extensdo e a natureza desta integracao
mecanica € muito diferente. Os implantes porosos tornam-se integrados
tridimensionalmente com o 0sso como resultado do crescimento 0sseo
para o interior dos poros nas trés dimensdes (Pilliar et al., 1998). Na
osseointegracdo dos implantes rugosos e lisos ocorre somente a
justaposicdo de 0sso com as suas superficies (Deporter et al., 1990).

Os poros interconectados sao importantes para a
integracao tridimensional com o 0sso, obtendo resisténcia maxima em
curto espaco de tempo (Pilliar et al., 1998). A interconexdo do poro
aumenta o contato osso-implante e a proliferacdo 6ssea com o tempo.
Assim, o0 desenvolvimento de implantes porosos visa providenciar

implantes mais estaveis e fixagdo mais eficientes dos implantes de titanio,
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como demonstrado em estudos anteriores (Kim et al., 2000; Liu et al.
2000; Deporter et al., 2002).

Kujala et al. em 2003 realizaram um estudo para avaliar o
efeito da porosidade na osseointegracdo de implantes de niquel-titanio
em fémures de 35 ratos, por 30 semanas. As porosidades (média por
volume ndo preenchido) e a média do tamanho dos poros foram 66,1% e
259 +30 um grupo 1, n = 14), 59,2 e 272 £17 um (grupo 2 n = 4) e 46,6%
e 505 £136 um (grupo 3 n = 15), respectivamente. Os autores concluiram
que a porosidade de 66,6% e tamanho médio dos poros de 259 +30 um
demonstrou melhor contato ésseo (51%) dentre as outras porosidades
testadas. No entanto na porosidade de 46,6% e 505 +136 um o contato
0sseo ndo foi significantemente inferior (39%) e apresentou a menor
incidéncia de tecido fibroso no interior dos poros.

Em 2004, Gotz et al. estudaram o efeito do acabamento
de superficie na osseointegracdo de implantes de liga de titanio (Ti6AI4V)
tratados por laser com poros de tamanho 100, 200 e 300 uym e
compararam especificamente com implantes de 200 um com superficies
jateadas por 6xido de aluminio. Foram utilizados neste estudo 45 coelhas,
gue receberam dois implantes em cada fémur. A interface osso-implante e
o tecido 6sseo recém-formado dentro dos poros e o tecido 0sseo peri-
implante foram examinados 3, 6 e 12 semanas apés a colocacdo dos
implantes. Concluiu-se que superficies jateadas e os implantes tratados
por laser com poros de 200 um melhoraram a osseointegracdo, 12
semanas pos-implantacdo. Ocorreu a formacdo de osso lamelar nos
poros de todos os tamanhos (100, 200 e 300 um), entretanto a quantidade
de osso lamelar dentro dos poros foi linearmente relacionada com o
tamanho dos poros. Nos poros de 100 um, a taxa de formagéo Ossea foi
mais baixa quando comparado com os outros implantes nos dois tipos de
superficies (jateadas por Oxido de aluminio ou tratadas por laser) no
periodo de tempo de 30 e 40 dias do estudo. No tecido 6ssea peri-

implante ndo observaram diferenca na taxa de formagdo Ossea nas
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diferentes superficies nos grupos de 12 semanas. Implantes com poros de
300 um com superficie texturizada por laser demonstraram inicialmente
uma osseointegracdo mais lenta quando comparada com o0s poros de
200pum de tamanho. Assim, os autores concluiram que 200 pum pode ser o
tamanho 6timo dos poros para implantes de titanio (Ti6Al4V) texturizados
por laser e o tratamento com laser em combinacdo com superficies
jateadas pode ser uma tecnologia muito interessante para a estruturacao
das superficies de implante.

Xue W et al. em 2007, avaliaram os efeitos da estrutura
porosa em células o6sseas in vitro através de cultura de células
osteoblasticas humanas (OPC1). Foram utilizadas estruturas de titanio
poroso com porosidade controlada na faixa de 17 a 58% por volume, e
tamanho dos poros 50, 100, 150, 200 e 300 pm produzidos por
pardmetros controlados. Os resultados revelaram que as células se
propagaram bem na superficie do titanio poroso criando forte adesédo
local. Foram encontradas maior quantidade de matriz extracelular e maior
nivel de expressdo de fosfatase alcalina nas amostras de titdnio poroso
do que na placa de titanio. Isso pode ser benéfico para uma integracao
mais rapida nas superficies de implante poroso com o tecido 6sseo do
hospedeiro. Os autores concluiram que é necessario um tamanho critico
do poro de 200 pum ou maior para O crescimento das células
osteoblasticas para dentro dos poros.

Geralmente, a fabricacdo da superficie porosa de
implantes de titdnio é obtida por meio das seguintes técnicas:
pulverizacdo de plasma (Takemoto et al., 2005), dissolu¢cdo anddica
(Zinger et al. 2005), jateamento de areia (Diniz et al. 2002, Zinger et al.
2005), ou oxidacao (Liu et al., 2000). Contudo, essas técnicas produzem
poros sem interconectividade, somente cavidades. As técnicas estdo
continuamente sendo desenvolvidas e investigadas, produzindo assim
modificacdes fisico-quimicas e morfologicas na superficie (Borsari et al.
2005).
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Poucas técnicas metallrgicas sdo capazes de fabricar
estes poros interconectados, podem ser citadas as técnicas de metalurgia
do po, sinterizacdo de po6 de titanio esférico atomizado por meio elétrico,
técnica de revestimento multiplo, e sinterizacdo do pé (Svehla et al., 2000;
Itala et al., 2001; Wen et al., 2002; Vasconcellos et al., 2003; Nguyen et
al. 2004).

A técnica da metalurgia do pdé representa um
processamento adequado para a fabricacdo de componentes de forma
complexa, sem a necessidade de usinagem da peca (Vasconcellos et
al.,2008). Logo esta técnica permite a confeccado de implantes com poros
interconectados, tal como uma rede tridimensional (Vasconcellos et al.,
2003; Takemoto et al., 2005). Este processo de fabricacdo tem vantagens
sobre as técnicas metallrgicas convencionais, tais como economia de
matérias-primas, reducéo de custos de manufatura, e reducdo do nimero
de fases complementares nas amostras (Pilliar et al., 1998). Além disso,
esta técnica proporciona o controle da composi¢ao quimica e aperfeicoa
as propriedades mecéanicas do material, por meio do controle do po6 e
processo de sinterizagao (Pilliar, 1983). O tamanho do poro e a forma do
poro podem ser também alterados pela escolha dos espacadores de
particulas (Wen et al., 2002).

A estrutura porosa precisa também ter alta porosidade, a
qual propicia espaco suficiente para a conexao e proliferacdo de novo
tecido 6sseo e facilita o transporte de fluidos corpéreos (Vasconcellos et
al. 2008). Quanto a porosidade e diametro do poro, estudos mostraram
que os diametros do poro devem situar-se de 100 a 500 pm para
promover crescimento tecidual no seu interior (Pilliar et al., 1998, Svehla
et al., 2000; Wen et al., 2002). Com relacdo a porosidade, alguns
pesquisadores reportaram que a porcentagem adequada de poros para
as amostras de titanio situa-se entre 25% e 66% (Liu et al., 2000; Kujala
et al., 2003). Takemoto et al. em 2005, sugeriram que titanio poroso, com

40% de porosidade poderia ser uma alternativa para aplicagdo clinica.
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Entretanto, amostras com 5% e 80% de porosidade apresentaram
também proliferacdo 6ssea (Wen et al., 2002). A porosidade aumentada
permite o crescimento de tecido para dentro dos poros e
subsequentemente mineralizacdo (Liu et al., 2000), mas € necessario
manter as propriedades mecanicas do material do implante (Wen et al.,
2002). Caracteristicas como o diametro dos poros e porosidade precisam
ainda ser pesquisadas, por causa da grande dificuldade de correlacionar
propriedades de superficie com resultados clinicos. Logo, a
microtopografia ideal para os implantes porosos comerciais ainda ndo é
conhecida (Svehla et al., 2000).

2.3 Osteoporose

A remodelacdo 0ssea é a renovacdo continua da matriz
0ssea e mineral, envolvendo tanto a reabsorcéo (atividade osteoclastica)
como a formacédo 6ssea reativa (atividade osteoblastica) (Hill et al., 1998).
Tal processo assegura a integridade mecanica do esqueleto,
desempenhando importante papel na homeostasia do calcio.
Desequilibrios nesse processo de remodelacdo Ossea podem ser
decorrentes de muitas doencas metabdlicas como a osteoporose (Najjar;
Kahn, 1977).

Osteoporose é definida mundialmente como uma doenca
sisttmica esquelética caracterizada por densidade Ossea baixa e
deteriorizacdo micro arquitetural do tecido 6sseo, o que conduz ao
aumento da fragilidade 6ssea e ao risco a fratura (Genant et al., 1999). A
doenca € considerada um problema de saldde publica devido ao seu
impacto social, fisico e econdmico. A maioria dos casos de osteoporose

ocorre em mulheres pos-menopausa, quando essas apresentam uma
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deficiéncia estrogénica e esta condicdo estd associada a um rapido
aumento de reabsorcdo 6ssea (Reddy et al., 1995).

Devem-se diferenciar adequadamente o0s termos
osteoporose e osteopenia. Por osteoporose, considera-se uma perda de
massa Ossea acima de 2,5 desvios padrbes de uma curva de
normalidade, medida em estudo populacional aberto, através da
densitometria éssea. Este estado implica alto risco de fratura, devendo
ser mensurado a partir da instalacio da menopausa ou, quando
existirem outros fatores que o justifiqguem. O termo osteopenia, € usado
se referindo a qualquer condicdo que envolva uma reducao fisiolégica
(em relacdo a idade) da quantidade total de osso mineralizado. A
osteopenia é considerada como se situando em zero e até menos de 2,5
desvios padrbes, medidos através da densitometria 6ssea (Marques
Neto, 1995).

A deficiéncia de estrégeno apds a diminuicdo da funcéo
ovariana aumenta o ritmo da remodelacdo 6ssea e conduz a um
desequilibrio entre a formacao e a reabsorcéo, resultando na perda 6ssea
e osteoporose, estando estes processos interligados através de fatores
locais e hormonais (Genant et al., 1999). Adicionalmente, a deficiéncia de
estrogeno parece ter influéncia negativa na qualidade 6ssea ao redor dos
implantes de titanio, causando alteracdes no processo de remodelacédo e
reparo 0sseo. As modificacfes estruturais do novo osso formado afetam
principalmente a porosidade 6ssea (Duarte et al., 2003).

No estudo das causas, mecanismos de acdo e
terapéuticas aplicaveis no tratamento da osteoporose tém sido utilizados o
modelo de rata castrada para inducdo de quadro osteopénico. A rata
ovariectomizada mostra-se como um modelo de grande utilidade,
principalmente por apresentar mecanismos biolégicos semelhantes
agueles ocorridos em mulheres osteoporéticas (Frost; Jee, 1992).

Wronski et al. (1988) analisaram a relacao entre a perda

O0ssea e 0 aumento da remodelacdo O0ssea em relacdo ao tempo. Os
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autores realizaram um estudo, no qual 90 ratas sofreram remoc¢ao dos
ovarios bilateralmente, e 90 falsa-ovarectomia, sendo sacrificadas em
diferentes tempos que variavam entre 14 e 180 dias. Os autores
observaram a osteopenia e o0 aumento do indice de reabsorcdo 0ssea aos
14 dias ap0s a cirurgia, que se tornou gradualmente mais pronunciada até
se estabilizar por volta dos cem dias. Os resultados indicaram uma fase
de perda 6ssea inicial rapida nas ratas ovariectomizadas, coincidente com
0 aumento maximo na remodelacgéo.

Carvalho (2001) afirma que a indugcéo de osteopenia em
ratas maduras pela ovariectomia, necessita de um periodo minimo de
trinta dias. O autor relata que a ovariectomia exerce influéncia sobre o
tecido cortical, porém de forma menos expressiva, especialmente em
curtos periodos de tempo.

No entanto, lesGes 6sseas podem consolidar-se mesmo
sob condicfes de baixa densidade mineral e baixos niveis de estrégeno.
Porém, a deficiéncia desse horménio atrasa o processo de acréscimo de
minerais & matriz ostedide. Assim, o tecido 0sseo neoformado nos
animais  osteopénicos poés-lesdo Ossea apresenta alteracdes
osteoporéticas, como por exemplo, baixos valores para as propriedades
mecanicas, menor quantidade de osso mineral e diminuicdo da densidade
0ssea, sugerindo uma qualidade 6ssea inferior (Kubo et al., 1999).

Em 1999, Kubo et al. (1999) ndo encontraram diferencas
na reparacao 0ssea entre o grupo ovariectomizado e o grupo controle até
as primeiras seis semanas. Contudo, 12 semanas apoés a fratura, foram
observadas alteracBes histolégicas osteoporéticas e diminuicdo da
densidade mineral 6ssea (DMO), sugerindo que a ovariectomia afeta a
reparacao 0ssea em seus periodos tardios e ndo interfere no processo em
suas fases iniciais.

Lill et al. em 2003 realizaram um estudo para verificar a
influéncia da osteoporose na reparacdo 0ssea de defeito ndo-critico em

tibia de ovelhas ovariectomizadas. A densidade do calo foi determinada
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0, 4 e 8 semanas apos a cirurgia de confeccdo da fratura 6ssea, por meio
de tomografia computadorizada quantitativa periférica. Embora a
densidade mineral 6ssea dos animais com osteoporose tenha aumentado
com o tempo, foi observada diferenca estatisticamente significante entre
este grupo e o de ovelhas normais. Assim 0s autores demonstraram um
atraso na reparacdo de fratura em relacdo a formacao, mineralizagéo e
propriedades mecanicas do calo 0sseo.

Xu et al. (2003), verificaram que a osteoporose influencia
a quantidade e a qualidade do calo 6sseo, podendo ter relagdo com o
decréscimo da expressao de TGF-beta-1 em osteoblastos.

Abrah&o et al. (2006) avaliaram a acéo da atividade fisica
sobre as propriedades mecanicas dos fémures e tibias de ratas adultas,
ovariectomizadas e submetidas a atividade fisica. Os autores concluiram
que a atividade fisica aplicada por trinta minutos, cinco dias por semana
durante 9 semanas a 0,31 m/s ndo foi suficiente para corrigir as
alteracdes biomecanicas do tecido 6sseo provocadas pela ovariectomia.

Em 2007, Anbinder et al. avaliaram a influéncia da
deficiéncia estrogénica e dos tratamentos com sinvastatina ou
alendronato sodico no osso alveolar em ratas. Foram utilizadas 54 ratas,
divididas em grupo ovariectomizado e grupo “sham”. Apdés um més os
animais foram divididos de acordo com o tratamento recebido, passaram
a receber diariamente, via oral, 25 mg/kg de sivastatina ou 2 mg/kg de
alendronato ou agua (grupo controle) e foram sacrificados 35 dias depois
do inicio do tratamento. Os autores concluiram que as ratas
ovariectomizadas ganharam mais peso que as demais, a ovariectomia
reduziu a densidade Ossea alveolar e o tratamento com alendronato
sddico foi eficiente para o tratamento desta condi¢ao patologica.

A compreensdo sobre o comportamento da reparagéo
ossea em individuos com osteoporose € essencial para o estabelecimento

de medidas terapéuticas mais objetivas resultando na reducéo do periodo
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de tratamento, bem como melhores condi¢cfes de reabilitagcdo e qualidade
de vida.

Objetivando reduzir a incapacidade substancial associada
a fratura 6ssea em pessoas com osteoporose e 0s altos custos
socioeconbmicos, uma variedade de intervengbes tem sido estudada

incluindo a terapia com laser de baixa poténcia (Nicola et al., 2003).

2.4 Terapiacom laser de baixa poténcia

A terapia com laser de baixa poténcia tem sido
amplamente utilizada para tratar injurias de tecido duro promovendo cura
e reduzindo a dor (Nissan et al., 2006).

Os laseres de arsénio-galio-aluminio e hélio-nebénio tém
sido utilizados no processo de cicatrizacdo de tecidos 0sseos,
proporcionando aumento da atividade celular, com pouca alteracdo da
estrutura 6ssea em defeitos 6sseos em animais (Garavello-Freitas et al.,
2003; Nicolau et al., 2003).

O efeito da irradiacdo do laser de baixa poténcia no
crescimento 0sseo e reparacao tém sido pouco investigados. O laser de
baixa poténcia induz a formacao 6ssea e revascularizacao, aumentando a
guantidade de calcio, fésforo, colageno e redes de trabeculados densos
(Coombe et al., 2001). Takeda (1988) sugeriu que a irradiacdo por laser
de baixa poténcia tem um efeito benéfico na cura inicial de fraturas
osseas.

O mecanismo exato da acao da terapia com laser de
baixa poténcia (LLLT) ndo € ainda totalmente conhecido. Estudos
cientificos consideraveis, incluindo o uso de cultura de células, modelos
animais e estudos clinicos, tém sido conduzidos para avaliar os efeitos da

biomodulacdo celular da LLLT. E ainda incerto se essa biomodulacéo
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sobre a formacdo 6ssea é uma conseqiéncia da estimulacdo de células
mesenquimais ou da estimulacéo direta de osteoblastos. (Obradovic et al.,
2008). Alguns autores tém salientado que a LLLT pode acelerar a
formacdo Ossea pelo aumento da atividade osteoblastica, vascularizacao
e organizacao das fibras colagenas (Trelles et al., 1987; Baruska et al.,
1995; Ozawa et al., 1998).

A utilizacdo do laser diodo arseneto de galio e aluminio
(GaAlAs) tem crescido substantivamente nos ultimos dez anos. Este tipo
de laser possui alta profundidade de penetracdo nos tecidos em
comparagao com outros tipos, oferecendo assim uma grande efetividade
clinica (Nissan et al., 2006).

Em tecidos duros, irradiacbes com laser de baixa
poténcia, aumentam significantemente o niumero de ostedcitos viaveis no
0sso irradiado, promovendo um efeito positivo na produgdo da matriz
Ossea (Ddrtbudak et al., 2002). A utilizacao do laser pode diferir guanto ao
tipo de meio ativador, quanto a poténcia e dose utilizada e, quanto ao
modo e numero de aplicacbes, ndo havendo ainda na literatura um
protocolo padrdo da irradiacdo. As feridas podem ser irradiadas de
maneira pontual ou em varredura. O laser pode ser utilizado numa Unica
aplicacdo (Garcia et al.,, 1995; Tartarunas et al., 1998) ou em varias
aplicacbes no periodo pdés-operatério (Tartarunas et al., 1998; Lucas et
al., 2003; Bourguignon-Filho et al., 2005). Estudos demonstram que o
aumento do numero de aplicacdes promove aceleracdo do processo de
cicatrizacdo tecidual (Bourguignon-Filho et al., 2005).

Freitas et al. (2000) e Barushka et al. (1995) afirmaram
que a terapia com laser de baixa poténcia pode acelerar a formacéo
0ssea, aumentando a atividade osteoblastica, vascularizacdo (Trelles et
al., 1987), organizacéo de fibras colagenas (Garavello-Freitas et al., 2003)
e niveis de ATP (Karu et al., 1995).

O laser de arsénio-galio tem sido utilizado com diferentes

doses: 0.36 J/cm? 1J/cm? (Lucas et al., 2003); 2 e 4J/cm? (Tartarunas et
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al., 1998); 3 Jicm? (Garcia et al., 1995) e 3,4 e 5J/cm? (Pereira et al.,
2002). No estudo de Pereira et al. em 2002, somente doses de 3 e 4
Jlcm? obtiveram efeito no crescimento celular em cultura de fibroblastos.

Dependendo da fase do reparo ésseo, a terapia com laser
de baixa poténcia pode acelerar a reabsorcao ou a atividade de formacéao
o0ssea em fémures fraturados de ratas (Coombe et al., 2001; Nicolau et
al., 2003). Nicola et al. (2003) e Coombe et al. (2001) sugerem gue a acao
estimulatéria da irradiacdo laser ocorre durante os estagios iniciais e
proliferativos de diferenciacdo de precursores imaturos, mas nao ocorre
durante estagios tardios da reparacdo 0ssea.

Segundo Ozawa et al. (1998) o mecanismo estimulador
da irradiacdo por laser na formacdo Ossea pode alterar fatores de
crescimento, citocinas ou prostaglandina com propriedades indutoras de
diferenciacéo, produzidas por linhagem de células osteobléasticas.

Pinheiro et al. (2003), avaliaram histologicamente a
influéncia da radiacdo laser ndo-cirargica, utilizando o laser GaAlAs
(comprimento de onda = 830 nm) sobre o reparo 6sseo de defeitos
padronizados em fémur de ratos Wistar albinus e submetidos a implante
de o0sso bovino inorganico. Os animais foram irradiados a cada 48 h,
sendo a primeira irradiacdo realizada imediatamente apds a cirurgia. Os
animais foram irradiados transcutaneamente em 4 pontos em torno da
ferida. Cada ponto recebeu uma dose de 4 J/cm? (40 mw de poténcia) e a
dose total por sessdo foi de 16 J/cm?. Os sacrificios foram realizados 15,
21 e 30 dias ap6s a cirurgia. Os resultados encontrados pelos autores
mostraram evidéncias de um reparo 6sseo mais avancado nos espécimes
irradiados em relacdo aos nao-irradiados. O reparo nos espécimes
irradiados foi caracterizado por uma maior neoformacédo 6ssea, bem como
por uma maior proliferacdo de fibras coladgenas no interior do defeito a
partir de 15 dias apoés a cirurgia. Os autores concluiram que a laserterapia
resultou num efeito de biomodulacdo positiva sobre o reparo do defeito

0sseo submetido a implante de osso bovino inorganico.
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Khadra et al. (2004) investigaram o efeito da terapia com
laser de baixa poténcia (LLLT) na juncgé&o, proliferacdo, diferenciacao e
producao de fator de crescimento B1 (TGF- B1) pelas células humanas
semelhantes a osteoblastos (HBO). Células derivadas do osso mandibular
humano foram expostas ao laser diodo GaAlAs a dosagem de 1,5 ou
3J/cm? e entdo semeadas no interior de discos de titanio. Os autores
concluiram que a LLLT aumentou significantemente a juncdo e
proliferacéo celular, diferenciacdo e producdo de TGF- 31 em relagdo ao
grupo controle, indicando in vitro que a LLLT pode modular a atividade de
células e tecidos ao redor do material do implante.

Gerbi et al. (2005) avaliaram histologicamente o efeito do
tratamento com laser de baixa poténcia (GaAlAs, 830 nm, 40 mw) no
reparo de defeitos cirdrgicos criados no fémur de 42 ratos (fémeas e
machos) Wistar albinus. Os defeitos foram preenchidos por osso bovino
liofilizado associado ou ndo a membrana biologica bovina GTR (Gen-
derm®). Os animais que foram submetidos ao tratamento com laser
receberam 16 J/cm? por sessdo, sendo essa energia distribuida em 4
pontos ao redor do defeito (4 Jicm?), a primeira irradiacdo era realizada
imediatamente apos a cirurgia e repetida sete vezes a cada 48 horas. Os
animais foram sacrificados ap6s 15, 21 e 30 dias. Os autores observaram
na analise histolégica dos animais irradiados quando comparado aos
grupos nao-irradiados, evidéncia de aumento da quantidade de fibras
colagenas nos primeiros estagios do reparo 6sseo (15 dias) e aumento da
guantidade de osso trabecular organizado no final do periodo
experimental (30 dias). Os autores concluiram que houve um efeito
biomodulador positivo no processo de reparo do defeito associado ou nao
ao uso de osso bovino liofilizado e membrana biol6gica (GTR) em fémur
de ratos irradiados com o laser.

Khadra (2005) realizou trabalhos experimentais em séries
in vivo e in vitro, investigando a efetividade da terapia com laser de baixa

poténcia na melhora da interagdo implante-titinio. Analises



36

histomorfométrica e mineral mostraram que os implantes irradiados
tiveram maior contato osso-implante que os controles, devido ao efeito da
terapia com laser de baixa poténcia, a qual pode acelerar o metabolismo
e/ou mineralizacdo durante o reparo 6sseo precoce. Doses multiplas de
terapia com laser de baixa poténcia (1,5 e 3 J/icm?) podem aperfeicoar a
eficiéncia dessa terapia acelerando a juncdo inicial e alterando o
comportamento de fibroblastos gengivais humanos cultivados nas
superficies de titanio. O uso do laser de baixa poténcia nas variacdes de
doses entre 1,5 e 3 Jicm? podem modular a atividade de células
interagindo com o implante, aumentando a cura tecidual e 0 sucesso
definitivo do implante.

Nissan et al. (2006) realizaram um estudo bioquimico
avaliando os efeitos do laser de baixa intensidade (Arseneto de Galio)
utilizando 0,72 e 4,32 J/cm? de densidade de energia no processo de
reparo 0sseo em defeitos 6sseos criados cirurgicamente nas mandibulas
de 24 ratos. Os defeitos 0sseos foram criados em ambos os lados da
mandibula, sendo que o lado direito foi tratado com laser e o esquerdo
nao recebeu nenhum tratamento (controle). A laserterapia foi iniciada
imediatamente apds a confeccao do defeito, seguida de doses diarias por
1, 2 ou 4 semanas. Os ratos foram sacrificados apés 1, 2 ou 4 semanas
apos o tratamento. Os autores concluiram que a terapia com laser de
baixa poténcia é efetiva no processo de reparo 6sseo de cavidades
Osseas criadas cirurgicamente afetando o transporte de calcio durante a
formacao de novo 0sso.

Fukuhara et al. (2006) investigaram in vitro os efeitos do
laser de baixa irradiacdo (LELI) Arseneto de Galio Aluminio, em
osteoblastos de ratos. Células osteoblasticas, de calota craniana de ratos
Wistar, foram irradiadas a 3,75 J/cm? induzindo a um aumento no nimero
destas células no 3° dia, o qual foi demonstrado através do aumento de

colbnias positivas de fosfatase alcalina. Assim, concluiram que LELI induz
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a formacéo Ossea, promovendo a cura de ferida, resultando em reparo
tecidual.

Galvéo et al. (2006) realizaram um trabalho através de um
modelo experimental de osteotomia transversal parcial de tibia de ratas,
seguida por tratamento com laser de baixa poténcia (Ga Al As) e ultra-
som de baixa intensidade de oscilacdo com niveis de energia similares. O
tratamento foi iniciado no terceiro dia apds a osteotomia com uma dose de
112,5 J/icm? cinco vezes por semana no total de 12 sessdes. A
porcentagem de osteoblastos na superficie foi estatisticamente mais alta
no grupo com terapia com laser de baixa poténcia quando comparado ao
ultra-som de baixa intensidade de oscilacdo. Os autores concluiram que
ambos os agentes fisicos promoveram mudancas na reparacao 0ssea,
mas em diferentes fases da reparacdo. Segundo Galvao et al. (2006): €
necessario confirmar a fase exata do reparo 6sseo durante a qual cada
modalidade terapéutica pode ter efetividade maxima.

Pretel et al. (2007) pesquisaram o efeito da terapia com
laser de baixa poténcia (LLLT), laser Ga Al As, sobre o reparo 6sseo
através de analise histoldgica em ratos Wistar albinus. Foram realizados
defeitos 6sseos na mandibula de 30 ratos. Os animais foram divididos em
2 grupos (n=15) o qual foi dividido em trés periodos de sacrificio (15, 45 e
60 dias). O grupo LLLT, recebeu dose Unica de irradiacdo (comprimento
de onda= 780 nm, poténcia= 35 mw; densidade de energia= 1,4 J)
diretamente sobre a area do defeito 6sseo. Os resultados histologicos
mostraram formacao éssea em ambos os grupos. No entanto, o grupo
laser exibiu uma resposta tecidual avancada em relacdo ao grupo
controle. Observou-se também menor reagdo inflamatoria inicial e
acelerada formacdo de nova matriz 6ssea aos 15 e 45 dias. Os autores
puderam concluir que o uso de LLLT diretamente sobre o tecido lesionado
promove efeito bioestimulante na remodelacdo Ossea através da
estimulacdo da modulacdo da resposta inflamatoéria inicial promovendo

reparo 6sseo num menor espaco de tempo.
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Jakse et al. (2007), avaliaram a influéncia do tratamento
com laser de baixa poténcia (LLLT) na osseointegragdo de implantes
dentais seguido de aumento de seio maxilar e enxerto 6sseo em ovelhas.
Os sitios da insercdo do implante foram irradiados unilateralmente, antes
da colocacao do enxerto e durante o segundo estagio cirurgico (insercéo
dos implantes) intraoperatoriamente e trés vezes durante a primeira
semana do poOs operatério com laser diodo com 75 mw de poténcia,
680nm de comprimento de onda, densidade de energia de 3 a 4 J/icm?. Os
autores concluiram que esse estudo experimental em ovelhas nédo
confirmou um efeito positivo da LLLT na regeneracdo O0ssea dentro do
sitio do enxerto 6sseo. No entanto, a LLLT possivelmente possui um
efeito positivo na osseointegracdo de implantes dentais inseridos apos
aumento do seio.

Gerbi et al. (2008) avaliaram histologicamente o efeito da
fotobiomodulacdo do laser no reparo de defeitos cirlrgicos criados em
fémures de 48 ratos Wistar albinus, tratados ou ndo com proteinas 6sseas
morfogenéticas (BMPs) e enxerto ésseo organico bovino. Os animais do
grupo irradiado receberam 7 irradiacbes a cada 48 h, iniciando
imediatamente apdés o procedimento cirdrgico. A terapia com laser
(comprimento de onda = 830 nm, 40 mw de poténcia) consistiu de
16J/cm? por sessdo dividida igualmente sobre 4 pontos (4 J/cm? cada) ao
redor do defeito. Os animais foram sacrificados apods 15, 21 e 30 dias. Os
autores encontraram histologicamente evidéncia de aumento de
deposicao de fibras colagenas aos 15 e 21 dias, bem como um aumento
na quantidade de osso trabecular bem organizado no final do periodo
experimental (30 dias) no grupo irradiado versus o controle (n&o-
irradiado). Os autores concluiram que a luz laser infravermelho foi efetiva
para acelerar o reparo de defeitos 6sseos preenchidos com enxerto 6sseo
bovino orgéanico, evidenciado pelo aumento da deposicdo de fibras

colagenas e um rapido reparo por tecido 6sseo cortical.
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Matsumoto et al. (2009) realizaram um estudo para
analisar o papel da ciclooxigenase-2 durante o reparo 6sseo em ratas
submetidas a terapia com laser de baixa poténcia. Foram realizados
defeitos dsseos na tibia de 48 ratas, as quais foram distribuidas em grupo
controle e grupo com laserterapia (laser Ga Al As, 735 nm de
comprimento de onda, com densidade de energia de 16 Jicm?). A
irradiacdo laser foi iniciada 24 h apds a cirurgia e foi mantida,
pontualmente a cada 48 h por 15 dias ou até o dia do sacrificio da rata. A
irradiacdo foi executada transcutaneamente, em um ponto na &rea
lesionada. Os animais foram sacrificados apds 48 horas, 7 dias, 14 dias
ou 21 dias. As tibias foram entdo removidas para analise morfométrica,
morfolégica e imunohistoquimica para analise da ciclooxigenase-2. Os
autores observaram melhores resultados na qualidade do reparo 6sseo e
na quantidade de osso neoformado no grupo de 14 dias que recebeu
terapia com laser de baixa poténcia.

E ainda dificil comparar estudos a respeito da acdo da
terapia com laser de baixa poténcia no reparo &ésseo porque 0S
parametros dosimétricos, modelos experimentais e duracdo dos
tratamentos sdo muito distintos. Contudo, ha algumas evidéncias que
doses multiplas de irradiacdo laser sdo mais efetivas na formacao 6ssea e
na interacdo implante-tecido (Ninomiya et al., 2003; Khadra, 2005).

E necessaria a realizacdo de mais estudos para
esclarecer as alteracdes celulares e a formacdo 6ssea promovida pela
laserterapia, a determinacdo de protocolos de aplicacdo mais eficazes
para cicatrizacao de tecidos moles e reparo 6sseo e ampliar os estudos
envolvendo  superficies de implantes visando melhoria na
osseointegracao. Sendo assim, justifica-se a necessidade de expandirmos
as pesquisas com diferentes superficies de implantes de titanio
associados a tratamentos com laser de baixa poténcia, na busca de

melhores condi¢cdes de osseointegracdo aos pacientes com osteoporose.



3 PROPOSICAO

O objetivo deste estudo foi avaliar a bioestimulagcdo do
laser de baixa poténcia na osseointegracdo de implantes cilindricos de
titAnio com superficie porosa e de implantes cilindricos de titanio com
superficie rugosa inseridos em ratas ovariectomizadas e em ratas

normais.



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Confeccéo dos implantes

Os implantes cilindricos com superficie porosa e com
superficie rugosa foram confeccionados no Centro Técnico Aeroespacial
(CTA) - Divisdo de Materiais (AMR) do Instituto de Aeronautica e Espaco
(IAE), por meio da técnica de metalurgia do po.

A técnica de metalurgia do pé em geral envolve trés
etapas: producdo do p4, compactacdo deste em uma matriz para dar o
formato e sinterizacdo para produzir a peca solida (Vasconcelos, 2005).

O po foi produzido no IAE e fornecido para esta pesquisa.
Para a compactacdo dos implantes porosos e rugosos foi idealizada no
AMR/IAE uma matriz de aco ferramenta VND, para confeccdo de um
cilindro de titdnio, medindo 3 mm x 2,5 mm. Esta matriz era constituida de
um puncao superior e um inferior, uma camisa e um calco de camisa.

Os materiais utilizados para o processamento dos
implantes porosos foram:

a) po de titanio puro: apresentando granulometria ao
redor de 8 um, proveniente do CTA;

b) aditivo organico: o material utilizado foi a uréia em
granulos, que foi triturada e separada na faixa
granulométrica de 177 a 250 um pela técnica do
peneiramento.

A funcéo da uréia foi manter o espaco entre os granulos
do po de titanio até o término do processamento do material, tornando a

amostra porosa.
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A escolha da uréia como material espacador foi baseada
nas suas propriedades quimicas, como sua capacidade de se decompor
completamente em temperaturas relativamente baixas. Segundo
Vasconcellos et al. (2005), o diametro de 177 a 250 ym é adequado para
a confeccao de implantes porosos.

A fabricacdo dos implantes foi realizada da seguinte
forma:

a) mistura dos pdés: o po de titanio foi misturado com
o aditivo organico a fim de obter uma mistura
homogénea. A proporcao do p6 de titanio foi de
80% e do aditivo organico de 20%. Para a
confeccdo dos implantes rugosos, apenas foi
homogeneizado o pé de titdnio em um misturador.
As etapas seguintes foram iguais para os dois
tipos de implantes;

b)compactacéo: foi realizada a compactacao uniaxial
dos pos no interior da matriz. Esta compactacdo
foi feita em prensa hidraulica com presséo de 100
MPa. Em seguida, as amostras foram submetidas
a compactacao isostética a frio com pressdo de
200 MPa.

c) sinterizacdo: foi realizada em forno a véacuo,
fabricado pela Thermal Technology, modelo
ASTRO, com ciclo térmico pré-determinado.
Este iniciava com 25 °C e aumentava 10 °C/min
até 170 °C, onde permanecia em um patamar
por 45 min. Em seguida, a temperatura voltava a
aumentar 10 °C/min até chegar em 1200 °C,
onde permanecia em um patamar por 60 min e
posteriormente resfriava. No entanto,

previamente a sinterizacgdo, foi realizada a fase



43

de remocdo do aditivo organico no implante
poroso. Esta fase consistia em deixar as
amostras por 2 h em estufa com temperatura
entre 170 °C a 200 °C;

d) limpeza dos implantes: primeiro os implantes
foram escovados com escova dental macia e
detergente neutro e enxaguados em agua
destilada. Para uma limpeza mais criteriosa, 0S
implantes foram colocados em um Becker
contendo 20 mL de agua destilada com 10% de
detergente neutro e submetidos a agéo de ultra-
som por 10 min. Em seguida, os espécimes
foram colocados em um novo Becker contendo
50ml de agua destilada e ficaram sob a a¢éo do
ultra-som por 10 min, para remover os residuos
de detergente. Posteriormente, estes foram
limpos em um banho com etanol a 99% em ultra-
som por 10 min. Os implantes foram entéo
embalados e submetidos a esterilizagdo em
autoclave a 121 °C por 15 min.

ApoOs finalizacdo do procedimento de confeccdo dos
implantes cilindricos rugosos e porosos (Figura 1), estes foram medidos
com paquimetro digital (Mitutoyo) para a obtencdo da sua medida final.
Todos os implantes foram medidos em trés pontos, obtendo-se em média

2,7/mm de comprimento, por 2,5 mm de diametro.
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Figura 1 - Procedimentos da confecgdo dos implantes: a) pé de uréia (), p6 de
titanio (=); b) matriz utilizada para a compactagao uniaxial; c) forno a
vacuo utilizado para a sinterizacdo; d) visdo aproximada do implante
poroso, €) visdo aproximada do implante rugoso.
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4.2 Animais experimentais e procedimento cirdrgico

Este projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia de S&o José dos
Campos — UNESP, Protocolo n° 040/2007-PA/CEP.

Oitenta e quatro ratas adultas (Rattus norvegicus,
variacdo albinus, Wistar), com 90 dias de idade, peso aproximado de
3009, foram utilizadas nesta pesquisa. Os animais foram mantidos em
gaiolas a temperatura ambiente e alimentados com racdo Nutrilabor
(Guabi, Campinas-SP, Brasil) e agua ad libitum, fornecidos pelo Biotério
da Faculdade de Odontologia de Sdo José dos Campos- UNESP.

Quarenta e dois animais foram submetidos a cirurgia de
ovariectomia (OVZ) e 42 foram falsamente operados (SHAM). Apés 1
més, as ratas foram divididas em 4 grupos com 21 animais cada, de
acordo com o tratamento recebido:

Grupo 1 (SHAM) - cirurgia de colocacdo dos
implantes;
Grupo 2 (SHAM) — aplicacdo do laser de baixa
poténcia ap0s a cirurgia de implante;
Grupo 3 (OVZ) - cirurgia de colocacdo dos
implantes;
Grupo 4 (OVZ) — aplicacdo do laser ap0s a cirurgia
de colocacéo dos implantes.

Para a realizacdo das cirurgias foram utilizados materiais
cirdrgicos esterilizados e descartaveis. A sala operatéria foi, previamente,
desinfetada borrifando-se alcool 70% sobre as superficies e o0s
operadores utilizaram paramentacdo estéril. Previamente a cirurgia 0s
animais foram pesados individualmente. Em seguida foi realizada a
anestesia geral com solucdo de 14,2 mg/kg de cloridrato de 2-(2,6-

xilidino)-5,6-dihidrorpropriedades sedativas e analgésicas, além de
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relaxante muscular e 38,5 mg/kg de Ketamina base (Dopalen — Agribands
do Brasil Ltda), anestésico geral, via intramuscular.

Nos animais do grupo ovariectomizado (OVZ), foi
realizada a anestesia e depilacdo da regido lateral do corpo, ao nivel dos
rins e abaixo da costela mais inferior. Foi realizada também a anti-sepsia
do local, utilizando &lcool iodado. Neste local foi realizada incisdo
longitudinal, na pele, com extensdo de 1 cm em média, com lamina de
bisturi n°15 montada em cabo de bisturi BardParker. Em seguida fez-se a
divulsdo do tecido subcutdneo e posterior incisdo da musculatura. O
ovario foi exposto, realizou-se uma ligadura logo abaixo deste para a
contencdo da hemorragia e entdo o mesmo foi removido, juntamente com
parte do Utero e tecidos moles circundantes. Este procedimento foi
realizado bilateralmente.

Nos animais do grupo SHAM, foi realizada a cirurgia
simulada ou falsa ovariectomia (cirurgia SHAM), na qual foram realizados
0S mesmos procedimentos acima citados, excluindo a confeccdo da
ligadura logo abaixo do ovario, apds a sua exposicao e a remocdo dos
mesmos.

Ao fim dos procedimentos, foram realizadas suturas da
camada muscular dos animais de ambos os grupos, com fio reabsorvivel
Vicryls 3.0, (Ethicon, GmbH, Germany), e da pele com fio de seda 4.0
(Ethicon-Johnson & Johnson, Sdo Joseé-SP, Brasil). Por fim foi realizada
nova anti-sepsia com alcool iodado na regido operada.

Apoés 1 més da ovariectomia ou da cirurgia SHAM (Figura
2a e Figura 2b), os animais foram submetidos a colocacéo dos implantes.
Cada rata recebeu um implante cilindrico de superficie porosa e um
implante cilindrico de superficie rugosa no fémur esquerdo e direito,
respectivamente.

ApoOs a anestesia dos animais, os locais cirurgicos dos
fémures direito e esquerdo foram submetidos a tricotomia e a anti-sepsia

com solugédo de alcool iodado. A incisédo era realizada com lamina de
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bisturi nimero 15 na regido correspondente a face medial do fémur. Apés
a exposicao da cortical do fémur (Figura 3a) foi realizada uma loja
cirdrgica em cada fémur, utilizando primeiramente uma broca em formato
de lanca (Titanium Fix®, Sao José dos Campos-SP, Brasil), com 1,8 mm
de didmetro acoplada em um motor portétil Driller (Dentscler MC 101,
Ribeirdo Preto, Brasil) (Figura 3b), esta broca teve a funcéo de guia para
as subsequentes. As préoximas brocas utilizadas foram cilindricas e
mediam 2,0 e 2,5 mm de diametro (Figura 3c). Os diametros progressivos
visavam o minimo trauma cirargico. Durante todo este procedimento foi
mantida irrigagdo abundante com cloreto de sodio a 0,9%, visando evitar
0 aquecimento decorrente do atrito da broca com o 0sso.

Imediatamente apds a confeccéo da loja cirargica (Figura
3d), foi realizada, no seu interior, a irradiacdo com laser GaAlAs (Clean
Line®, Taubaté-SP, Brasil), 40 mw de poténcia continua, 780 nm de
comprimento de onda no vermelho invisivel e 4 Jicm? de densidade de
energia por ponto irradiado. (Figuras 4a e 4b).

Cada animal (grupos 2 e 4) recebeu 4 Jicm? durante 1
minuto e 40 segundos com aplicagdo de laser tipo contato
perpendicularmente a cavidade cirdrgica (Figura 4c). Apdés essa
irradiacdo, os implantes eram posicionados sob pressdo apresentando
estabilidade priméaria devido ao seu travamento na cortical oposta (Figura
3e e Figura 3f).

Os tecidos foram suturados com fio de seda
(Ethicon/Johnson & Johnson n°4) e novamente foi realizada anti-sepsia
com alcool iodado (Figura 3g e Figura 3h).

Apos este procedimento, a terapia com laser foi realizada
transcutaneamente, de forma pontual, diretamente sobre o tecido cutaneo
(transcutaneo). A dose de 4 J foi aplicada nos 4 pontos ao redor da regiao
operada, totalizando a 16 J/cm? por fémur (Figura 4d).

As sessOes de laserterapia trancutaneas foram repetidas

a cada 48 horas durante 15 dias, num total de 8 sessdes por animal.
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Ao final da cirurgia os animais receberam uma dose Unica
de antibidtico benzilpenicilina benzatina, benzilpenicilina procaina,
benzilpenicilina potassica e diidroestreptomicina base sulfato em ampola
de 6.000.000 Ul (Pentabidtico — Fort Dodge®, Porto Alegre, Brasil), por
via intramuscular na dose de 0,35 mL/kg.

Em seguida, as ratas foram colocadas em gaiolas, com 3
animais, onde receberam racdo e agua ad libitum, e foram monitoradas
até o prazo de sacrificio.

Sete animais de cada grupo foram selecionados
aleatoriamente para serem sacrificados em 2, 4 e 6 semanas apoés a
cirurgia (Figura 5 - Esquema com a divisdo dos animais).

Para o sacrificio, os animais receberam dose excessiva
de anestésico e foram sacrificados na guilhotina. Os fémures foram
removidos, dissecados e fixados em solucao de formol a 10% durante o

tempo minimo de 48 h.



Figura 2 — Comprovacéao do efeito da ovariectomia, apés um més da sua
realizacdo. a) aspecto macroscopico do Utero de uma rata
do grupo SHAM. b) aspecto macroscopico do utero de uma
rata do grupo OVZ.
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Figura 3 - Procedimento da cirurgia dos implantes: a) Exposi¢éo do Fémur;b)Perfu-
racdo com a primeira broca; c) Ajuste do preparo com a segunda broca;
d) Loja cirurgica preparada para colocagéo dos implantes; f) Implante ru-
goso posicionado;f)implante poroso posicionado;g)Sutura do tecido mus-
cular;h) Sutura do tecido cutaneo.



Figura 4 - a) Aparelho de laser utilizado , b) Parametros dosimétricos
empregados c) Aplicacdo do laser no interior da cavidade
cirargica, d) Aplicagéo do laser no tecido cutaneo.
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DIVISAO DOS GRUPOS

ovz SHAM

CIRURGIA
OVZ / SHAM

<

APOS 4 SEMANAS
CIRURGIA DOS IMPLANTES

<4 SEMANAS <2 SEMANAS <

<6 SEMANAS

Figura 5 - Esquema de divisdo dos animais por grupo
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4.3 Analise metalografica e de rugosidade

Seis implantes cilindricos de titanio com superficie porosa
foram avaliados quanto a quantidade, area, morfologia e interligacdo dos
poros, por meio de andlise metalografica. Inicialmente, os implantes foram
posicionados em molde retangular de silicona e incluidos com resina
poliéster orto cristal T 208. Em seguida, foram hemisseccionados de
maneira longitudinal na maquina de corte para tecido duro Labcut 1010
(EXTEC). Posteriormente, as amostras foram polidas com lixas d’agua
600 e 1200. Apds o preparo metalogréfico foi realizada analise em MEV
para a caracterizacdo da microtopografia com aumento de 100x. O
programa de imagem utilizado para a anélise metalografica da quantidade
e area dos poros foi o Image Tool (versdo Windows 3.0). Foram obtidas
trés imagens de cada implante, totalizando quinze imagens de cada
implante. A morfologia e a interligacédo dos poros foram demonstradas nas
imagens obtidas por meio do MEV.

Os dados obtidos foram submetidos ao teste estatistico
Mann Whitney, com nivel de significancia de p<0,05.

Cinco implantes cilindricos de superficie rugosa foram
avaliados quanto a sua rugosidade média no rugosimetro S8P Perthen
(Mahr), com apalpador mecanico de 10 ym, em trés areas diferentes. O
teste foi realizado em cinco implantes cilindricos de superficie rugosa, em
trés areas diferentes, resultando no nimero de dados de n=15.

A Ra é o valor médio aritmético de todos os desvios do
perfil de rugosidade da linha média dentro do comprimento de medicao,
sendo o valor considerado como a média de rugosidade da superficie
presente nos implantes densos.

Os implantes porosos ndo foram submetidos ao teste de

rugosidade de superficie, uma vez que o apalpador mecanico que afere o
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nivel de rugosidade ficaria preso nos poros e ndo conseguiria realizar a

leitura da topografia da superficie.

4.4 Preparo histologico

Para o preparo histologico foi utilizada a técnica de
desgaste para tecido 6sseo nao descalcificado. Apés a fixacdo em formol
a 10%, por 48 h, os fragmentos de fémures contendo os implantes foram
lavados em &gua corrente por 24 h e submetidos a concentracfes
crescentes de alcool de 60%, 70%, 80%, 90% e 100%, para desidratacao.

Posteriormente, os fémures foram mantidos em alcool
absoluto por 24 h para finalizar a desidratagéo e a seguir imersos em xilol
(P.A.)) durante 3 dias, para diafanizacdo. O fragmento de tecido 6sseo
contendo o implante foi embebido em solucédo resinosa gradativamente,
para que a resina penetrasse de forma completa na peca. Esse
procedimento foi dividido em 3 fases:

Fase 1. preparo da solucdo de metilmetacrilato
(Fluka, Buchs, Suica) adicionado em
dibutilfitalato (Fluka) na proporgéo de 85%
e 15%, respectivamente. A peca
permaneceu nesta solucdo por 2 dias, em
temperatura ambiente.

Fase 2: preparo da mesma solucdo da fase 1
acrescentando-se o peroxido de benzoila
(Arkena Quimica Ltda, Sdo Paulo, Brasil)
na quantidade de 1g. A pecga permaneceu
nesta solucdo, em geladeira, durante 2

dias.
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Fase 3: fase de inclusédo final. Vidros ambar com
tampa foram preparados previamente para
a inclusdo das pecas com uma camada de
aproximadamente 2 mm da mesma solucao
da fase 1, acrescentada de 3 g peroxido de
benzoila. Formou-se entdo, um fundo de
resina, que evitava que a peca tocasse 0
fundo do recipiente, a qual serviu como
base para apreensdo do bloco na
cortadeira Labcut. As pegas foram
colocadas no centro do vidro com resina e
a solucdo da fase 1 + 3 g de peroxido de
benzoila foi vertida vagarosamente até
cobrir o fragmento do fémur em
aproximadamente 3 mm e levada para
estufa a 37 °C. Esta etapa leva
aproximadamente 3 dias ou ainda de 2 a 4
dias.

Todos os passos foram realizados em capela de exaustao
de gases devido a alta toxicidade das substancias utilizadas. O vidro
ambar foi utilizado para que ndo houvesse a passagem de luz para a
resina, aspecto que impediria sua polimerizacdo. Apos a polimerizacéo, o
vidro foi envolvido em um jornal e quebrado com um martelo.

O material obtido da inclusdo foi um bloco de resina
contendo o fragmento do fémur com o implante. O bloco foi preso na
morsa do aparelho de corte Labcut® 1010 (EXTEC) e de cada implante
foram obtidas 2 secc¢bes de corte medindo cerca de 180microns. Para o
corte dos blocos foi utilizado disco diamantado (EXTEC, Enfield, EUA) de
3 polegadas de diametro. Estes cortes foram examinados em microscopio
de luz para escolha do lado a ser analisado e a superficie oposta aquela
escolhida, foi delicadamente lixada em politriz Labpol® 8-12 (EXTEC)
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com lixa d’agua de granulagdo 1200 para polimento. A seguir, 0s cortes
foram limpos, colados com éster de cianocrilato (Super Bonder®) sobre a
lamina de plexiglass. Visando obter maior paralelismo entre a lamina e a
superficie a ser desgastada, foi usada uma prensa para a colagem do
corte sobre a lamina de plexiglass, conseguindo-se, dessa maneira, uma
fina e uniforme camada da cola.

Com a utllizacdo de um suporte para a lamina de
plexiglass, o corte foi desgastado em politriz Labpol® 8-12 (EXTEC),
usando sequéncia crescente de lixas d’agua (400, 600, 1200), sendo
mantido sempre um plano uniforme. No decorrer do desgaste, os cortes
foram observados em microscépio de luz para a verificacdo de uma
minima espessura com 0 maximo de detalhes. Por fim, o material foi

corado com azul de toluidina e observado em microscopio de luz.

4.5 Andlise histomorfométrica e histoldgica

Para a andlise histomorfométrica (analise quantitativa) do
tecido 6sseo neoformado na interface do implante e no interior dos poros,
as imagens de duas secc¢des de cada implante, representando a interface
medial e distal do mesmo foram selecionadas em microscopio de luz
Zeiss Axiophot 2 (Carl Zeiss, Oberkoéchen, Alemanha) com ocular de
aumento de 10x e objetivas planapo de 20x, sob um foco fixo. As imagens
foram digitalizadas por cémera digital Sony (DSC-S85, Cyber-shot)
acoplada ao microscopio e foram avaliadas em um monitor de televiséo
(Panasonic).

Para padronizacdo das imagens, estas foram captadas na
interface osso-implante, no lado medial e distal, sempre na mesma

posicdo, com a interface osso-implante posicionada no centro do monitor
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no sentido horizontal. Finalmente, o campo foi delimitado pela face interna
da cortical 6ssea.

Posteriormente, as imagens foram transferidas para um
microcomputador através da conexdao USB, para analise morfométrica das
estruturas selecionadas. O programa de imagem utlizado foi o NIH
Image-J (versdo Windows 1.4). A partir deste programa foi possivel
construir um reticulo com 130 pontos de interseccdo sendo 10 linhas
transversais e 13 longitudinais, sobre a imagem obtida. Os pontos que
caiam sobre as areas de tecido 6sseo eram contados.

Apo6s a obtencdo da quantidade de pontos de intersec¢ao
no tecido 6sseo, a porcentagem de crescimento 6sseo foi calculada

conforme demonstrado na seguinte férmula:

% Neoformacédo 6ssea = (n° de intersec¢des) x 100/ 130

A analise histologica (qualitativa) do tecido &sseo
neoformado foi realizada utilizando-se microscopia O6ptica. As
observagbes foram realizadas na interface osso-implante, sobre a
superficie dos implantes e no interior dos poros superficiais e centrais,

visando verificar o preenchimento destes por tecido ésseo.

4.6 Analise estatistica

Na analise estatistica encontram-se neste experimento 0s
seguintes fatores, variaveis independentes: o tipo do implante (2 niveis:
poroso e rugoso), ovariectomia (2 niveis: OVZ ou SHAM), tratamento (2
niveis: com laser ou sem laser) e tempo de sacrificio (3 niveis: duas,
guatro e seis semanas). A variavel dependente foi a neoformacdo 0ssea

dos fémures das sete ratas em cada uma das condi¢gBes experimentais. A



58

neoformacdo Ossea foi medida através da porcentagem de crescimento
0sseo na interface osso-implante. Todos os dados da neoformacgéo 6ssea
foram tabulados e submetidos a anélise estatistica descritiva e inferencial.
Antes da analise, todas as imagens foram codificadas, ndo permitindo a
identificagdo do grupo experimental ao qual pertenciam, possibilitando a
obtencao cega dos dados.

Para a avaliacdo da analise estatistica foi realizada
analise descritiva (média e desvio padréo), por meio do modelo estatistico
General Linear Models (GLM). Este modelo estatistico € uma analise
similar ao modelo estatistico ANOVA, porém é mais abrangente e ndo tdo
restritivo por questdes tedricas quanto ao ANOVA. O nivel de significancia
definido neste trabalho foi de 0,05 (5%) com intervalo de confianca de
95%.

Para diagnosticar o efeito dos fatores de grupo
ovariectomia, tipo de implante e uso ou nao do laser e tempo de sacrificio,
também foi utilizado o GLM através de analise paramétrica (analise
inferencial).

Para comparar todos os tempos de sacrificio aos pares e
a sua interacdo com os demais fatores foi utilizado o teste de Tukey
(comparacdes multiplas de Tukey).

Na analise estatistica foram utilizados os softwares SPSS
V16, Minitab 15 e Excel Office 2007.

Os dados obtidos na analise metalografica e no
rugosimetro foram submetidos ao teste estatistico de Kruskal Wallis e ao
teste de Dunn (p<0,05).



5 RESULTADOS

5.1 Caracterizacao dos implantes

5.1.1 Analise metalografica

Na analise metalografica, realizada por meio do MEV com
aumento de 100x, pOde-se observar que o0s implantes porosos
apresentavam poros de diametro e formato variados. Nas amostras havia
trés tipos de poros: 0os nanoporos, 0S Microporos € 0s macroporos. Os
nano e microporos eram pequenos e isolados, enquanto que o0s
macroporos eram abertos e interligados. Esta intercomunicacéo entre os
poros foi a responsavel pelo crescimento Gsseo para o interior dos poros
mais centrais (Figura 6).

Nos implantes rugosos também foram notados alguns
poros, porém estes exibiam pequeno didmetro e nao estavam
interligados, sendo considerados nano e microporos. Estes poros
menores foram resultantes do processo de sinterizacdo presente na
técnica de metalurgia do p6 (Figura 7).

Por meio do programa de computador Image Tool (versao
Windows 3.0), foi calculada a porcentagem dos poros existente no
implante poroso e rugoso. Os dados originais estdo nos Apéndices C e D.

A estatistica descritiva dos mesmos é apresentada na Tabela 1.
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Figura 6 - Fotomicrografia de MEV com aumento de 1500x: observar a
interligacdo entre os poros (*), implante poroso.

Figura 7 - Metalografia da amostra usinada, exibindo poros isolados,
implante rugoso.
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Tabela 1 — Média (xdesvio padrdo) dos dados da quantidade de poros
(valores em %) obtidos em seis implantes de cada tipo

IMPLANTE No MEDIA MEDIANA Dp*
Rugoso 6 3,068 3,180 0,815
Poroso 6 36,896 37,168 2,432

*: desvio padrdo; N °: nimero de implantes

O programa de computador Image Tool (versao Windows
3.0), também auxiliou no calculo do didmetro dos poros presentes nos

implantes porosos e rugosos (Tabela 2).

Tabela 2 — Média (xdesvio padrdo) dos dados do diametro dos poros
(valores em pm) obtidos em seis implantes de cada tipo

IMPLANTE N° MEDIA MEDIANA Dp*
Rugoso 6 181,1 159,8 83,7
Poroso 6 483,2 417,7 212,4

*: desvio padrdo; N °: nimero de implantes

Os dados originais da analise metalografica do diametro
dos poros estdo nos Apéndices E e F.

Segundo o0 teste Mann Whitney, os valores da
porcentagem e do diametro dos poros diferem estatisticamente, uma vez

que p =0, 0051 e p =0, 0082, respectivamente.

5.1.2 Analise de rugosidade

Os implantes rugosos apresentaram valor médio de
rugosidade de 5,35 um. A tabela 3 apresenta os valores de rugosidade

maxima e minima presentes na superficie dos implantes rugosos.
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Tabela 3 — Valores (um) dos dados da rugosidade nos implantes de

superficie rugosa

IMPLANTE Ra* R min RS max

Rugoso 5,35 3,81 6,70

*: rugosidade média; #: rugosidade minima; 8: rugosidade méaxima

5.2 Andlise histoldgica (qualitativa) da neoformacgéo 0ssea

Todos o0s animais apresentaram  pos-operatorio
satisfatorio sem evidéncia de infeccdo e inflamac&o no sitio cirargico.
Nenhuma reacdo adversa foi observada durante e apds o procedimento
de insergédo dos implantes. Os implantes apresentaram boa estabilidade,
uma vez que ndo se deslocaram durante exame clinico realizado com
uma pinca clinica.

N&o foi observada diferenca histologica significante entre
0s grupos SHAM e OVZ.

No periodo inicial de 2 semanas observou-se tecido 6sseo
imaturo, o qual estava mais evidente nos grupos sem laser, com a
presenca de tecido ostedide, ostedcitos, osteoblastos e também alguns
mastocitos (Figura 8a e 8b). Nos grupos que receberam laser no tempo
de sacrificio de 2 semanas foi observado tecido 6sseo mais celularizado,
provavelmente devido ao efeito do laser (Figura 11e). Nos implantes de
superficie rugosa notou-se a presenca de tecido ostedide e trabéculas
O0sseas na interface do implante (Figuras 10a e 10b). Neste mesmo
periodo de 2 semanas, nos implantes com superficie porosa, nos grupos
que receberam laser, notou-se a presenca de lacunas com ostedcitos e a
migracdo de tecido ostedide para o interior dos poros, bem como a

presenca de trabéculas dsseas no interior dos poros (Figuras 10c e 10d).
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A intercomunicacdo dos poros foi evidenciada pelo
crescimento 0sseo (trabecular) para o interior desses (Figuras 10e, 10f,
10g) o qual nédo foi notado nos grupos que nao receberam tratamento de
laser neste mesmo periodo de 2 semanas de sacrificio (Figura 10h).

Em alguns animais dos grupos com 6 e 4 semanas de
sacrificio e que receberam a laserterapia, a formagcdo de tecido 6sseo
neoformado na superficie externa do implante foi bem evidenciada,
demonstrando intimo contato entre trabécula éssea e superficie do
implante (Figuras 9a, 9b, 9c e 9d), com a presenca de 0sso trabecular
bem proliferado.

Adicionalmente, nos animais do periodo de sacrificio de 6
semanas independente da aplicacdo ou néo do laser, péde ser observada
uma linha distinta entre 0sso neoformado e 0SSO preexistente e a
presenca de uma ponte éssea, enfatizando a biocompatibilidade do
material e a superficie adequada para a proliferacdo de novo 0sso
(Figuras 11a, 11b, 11c e 11d).

Em geral, nos periodos de sacrificio de 4 e 6 semanas,
independente da aplicacdo ou ndo do laser, a maioria dos poros dos
implantes de superficie porosa apresentavam-se preenchidos com tecido
0sseo (Figuras 12a, 12b e 12c). Entretanto, no periodo de 2 semanas,
apenas nos animais que receberam tratamento com laser os poros
mostraram-se parcialmente preenchidos por o0sso. Nos grupos de 2
semanas sem o tratamento com laser, 0s poros ndo apresentaram novo
0SS0 em seu interior (Figura 10h e Figura 12d).

A osseointegragdo aprimorada nos implantes de
superficie porosa em relacdo aos de superficie rugosa foi evidenciada nos
periodos de 4 e 6 semanas através do crescimento 6sseo para o interior
dos poros (Figuras 12e e 12f).

N&o foi observado tecido fibroso na interface de nenhum

tipo de implante, em nenhum dos grupos experimentais.
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Figura 8 - Grupo sem laser, sacrificio em 2 semanas: a) Aumento original 20X,
cortical 6ssea(P>),medular (A), b) Aumento original 40X, osteoblastos
e tecido ostedide(=) e delimitagdo entre osso neoformado(V) e osso
preexistente(<7), mastocito (¢).
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Figura 9 - Cortes dos fémures das ratas que receberam laserterapia,sacrificadas
4 e 6 semanas apés a cirurgia, obtidos por desgaste e observados em
MOQO: a),b) Aumento original10X visao geral do implante rugoso no inte-
rior do fémur,observar formagao de tecido 6sseo na superficie externa
do implante (=); ¢),d) Aumento original 40X e 20X respectivamente, vi-
s&o em maior aumento da interface osso-implante,(A) osso trabecular
bem proliferado.



Figura 10 -
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Periodo de sacrificio de 2 semanas; aumento original 20X:a),b)inter-
face osso-implante nos implantes rugosos;c)d)interface osso-implan
te nos implantes porosos;e ) tecido 6sseo (trabecular e ostedide) no
interior dos poros, grupo laserterapia,implante poroso;f),g)intercomu
nicagdo dos poros; h) grupo sem laser, implante poroso, poros sem

neorformagao 6sssea.
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Figura 11- Cortes dos fémures das ratas, obtidos por desgaste e observados em
MO,aumento original 20X:a) grupo laser 6 semanas,cortical 6ssea(A)
medular (A), ponte de neoformacéo éssea (#); b) grupo sem laser,
implante poroso (<J),ponte de neoformacgao 6ssea (v) ; ) grupo laser
6 semanas periodo de sacrificio,ponte de neoformacéo éssea(s); d)
grupo laser, 6 semanas, linha (-+) demarcando osso neoformado (V)
e 0sso preexistente (V); €) grupo laser, sacrificio de 2 semanas, teci-
do ésseo bem celula rizado (A).
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Figura 12 - Laminas dos cortes obtidos por desgaste dos fémures das ratas, au-
mento original 40X:a) 4 semanas de sacrificio, implante poroso(*) po-
ros preenchidos por tecido 6sseo(#)b)6 semanas de periodo de sacri-
ficio,poros preenchidos por tecido 6sseo(#);c)2 semanas de sacrificio,
grupo laser:poros parcialmente preenchidos por tecido 6sseo (#); d)
2 semanas de sacrificio,sem laser,poros sem tecido 6sseo em seu in-
terior (#);e) interface osso (§) implante rugoso (*),f)interface osso-im-
plante poroso, crescimento 6sseo para dentro dos poros (#).
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5.3 Anélise histomorfométrica da neoformacao 6ssea

O efeito dos fatores principais laser, ovariectomia, tipo de
implante e tempo sobre o percentual de neoformacgdo 6ssea, bem como
as interacbes entre os fatores dois a dois e entre 0s quatro
simultaneamente sdo aqui demonstrados através de tabelas e gréficos.

A andlise descritiva do emprego ou nao do laser sobre a
neoformacédo 6ssea pode ser observada na tabela 4.

Tabela 4 - Descritiva dos dados do fator laser para neoformacédo Ossea
(valores em %) obtidos da analise geral de todos os animais
experimentais

Neoformacao Ossea ~ Laser .
Nao Sim
Média 37,20 41,40
Mediana 36,9 40,8
Desvio Padréo 7,2 6,2

Nesta tabela nota-se que existe efeito do laser sobre a
neoformacdo oOssea. Os animais que receberam laser, na tabela
representada pelo grupo sim, possuem média de neoformacdo éssea
maior quando comparados aos animais que néo receberam aplicacdo de
laser, ou seja, 41,40 % + 6,2 % contra 37,20 % + 7,2 % respectivamente.

A seguir tem-se representado na tabela 5 os resultados

descritivos para o fator tempo de sacrificio e neoformacéo 6ssea.
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Tabela 5 - Descritiva dos dados do fator tempo de sacrificio para
neoformacgdo Ossea (valores em %) obtidos da analise geral
de todos 0s animais experimentais

. 2 Tempo de sacrificio
Neoformacao 6ssea

2 sem* 4 sem 6 sem

Média 36,14 41,37 40,39
Mediana 36,2 40,8 40,0
Desvio Padréao 7,1 6,0 6,9

*. Semanas

Notou-se que houve diferenca entre o tempo de 2
semanas e 0s demais grupos, o qual apresentou o menor percentual de
neoformacédo 6ssea com média de 36,14 % + 7,1 %.

Na analise do efeito do fator implante (poroso ou rugoso)

tem-se a analise descritiva representada na tabela 6 abaixo.

Tabela 6 - Descritiva do fator implante para neoformacéo 6ssea (valores
em %) obtidos da analise geral de todos os animais
experimentais

~ Implante
Neoformacao 0ssea
Rugoso Poroso
Média 35,65 42,95
Mediana 36,2 43,1
Desvio Padrao 6,1 6,0

Verifica-se que os resultados de neorformacdo Ossea
foram maiores para os implantes do tipo poroso (superficie porosa), com
média de 42,95 % £ 6,0 %.

A interacdo entre os fatores laser e tempo foi analisada
encontrando-se os resultados mostrados na tabela 7 e representado na

figura 13.
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Tabela 7 - Descritiva da interacdo de laser e tempo para neoformacao

Ossea (valores em %) obtidos da analise geral de todos
grupos experimentais

Nao Laser Sim Laser
Tempo de
sacrificio 2sem* 4sem 6sem 2sem 4sem 6sem
Média 31,99 40,92 38,68 40,29 41,82 42,10
Mediana 33,8 40,4 36,9 40,0 41,5 43,1
Desvio Padréo 6,0 6,0 6,4 5,5 6,0% 7,1
*. Semanas

O grupo que foi sacrificado em 2 semanas e nao recebeu
tratamento com laser foi o que obteve o menor percentual médio de
neoformacdo O6ssea, com média de 31,99 % + 6,0 %. Ao passo que o
grupo que recebeu laser e foi sacrificado depois de 6 semanas foi o de

maior percentual de neoformacéo 6ssea de 42,10 % + 7,1 %.

TRATAMENTO
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2 4 6
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Figura 13 - Gréfico de colunas (médiatdesvio padrao) da neoformacéo
0ssea(%) dos dados obtidos quanto ao tratamento utilizado

em cada um dos diferentes grupos, nos 3 tempos de
sacrificio.
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Na andlise da interacdo entre ovariectomia e tempo de
sacrificio sobre a neoformacédo 6ssea encontram-se descritos os valores
na tabela 8 e representados na figura 14.

Tabela 8 - Descritiva dos dados da interacdo de ovariectomia e tempo

para neoformacdo déssea (valores em %) obtidos da analise
geral de todos 0s grupos experimentais

Ovariectomia Oovz SHAM
Tempo 2sem* 4sem 6sem 2sem 4sem 6sem
Média 36,22 42,11 39,86 36,06 40,63 40,93
Mediana 36,2 41,9 38,8 36,2 40,0 40,4
Desvio Padrao 7,0 5,8 7,2 7,3 6,1 6,7
*. Semanas
SHAM x OVZ
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Figura 14 - Gréfico de colunas (médiatdesvio padrdo) da neoformacéo
0ssea(%) dos dados obtidos nos grupos SHAM e OVZ,

referentes aos dois tipos de implante e nos 3 tempos de
sacrificio.
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Verifica-se que o resultado com maior percentagem média
de neoformacgédo Ossea foi do grupo OVZ em 4 semanas com 42,11 % +
5,8 %. No entanto, ndo houve diferenca estatistica relativa aos tempos de
4 e 6 semanas do grupo SHAM, o qual apresentou respectivamente 0s
valores de 40,63% + 6,1 % e 40,93% + 6,7 %.

Na andlise das interacdes para laser, ovariectomia e

implante os valores estéo representados na tabela 9.

Tabela 9 - Descritiva dos dados da interacdo de laser, ovariectomia e
implante para neoformacdo dssea (%) obtidos da analise
geral de todos os animais experimentais

Laser Nao Sim
Ovariectomia ovz SHAM ovz SHAM

Implante R* P’ R* P’ R* P’ R* P’

Média 33,82 41,05 32,94 40,98 36,98 45,73 38,86 44,05
Mediana 346 40,8 33,5% 40,0 36,9 4545 38,1 44,6
Desvio

- 5,8 6,0 6,2 6,6 55 4.7 51 52
Padrao

*: Rugoso, ‘: Poroso.

Na analise dos resultados acima se conclui que o maior
valor médio de neoformacao 6ssea foi encontrado nos animais do grupo
que recebeu a laserterapia, foi submetido a ovariectomia (OVZ), e
receberam implantes porosos, a média foi de 45,73% + 4,7 %. No entanto
este resultado ndo foi considerado estatisticamente diferente do
encontrado no grupo que recebeu a laserterapia, foi submetido a cirurgia
simulada de ovariectomia (SHAM), e recebeu implantes porosos, média
de 44,05% % 5,2 %.

As figuras 15 e 16 demonstram respectivamente a
interacdo do implante e tempo de sacrificio sobre a neoformacgéo 6ssea e

implante, tratamento com laser e tempo de sacrificio.
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Figura 15 - Gréfico de colunas (médiatdesvio padréo) da neoformacéo
O0ssea (%) dos dados obtidos nos grupos sem laser,

referentes aos dois tipos de implante e nos 3 tempos de
sacrificio

COMLASER

50%

45%

40% T

BDRugoso
OPoroso

35%

Neoformacao [%]

30% T

25%

2 4 6
Tempo [semanas]

Figura 16 - Gréfico de colunas (médiatdesvio padrdo) da neoformacéo
O0ssea(%) dos dados obtidos nos grupos que receberam
tratamento com laser, referentes aos dois tipos de implante e
nos 3 tempos de sacrificio



75

Finalmente, foram analisados os dados da interacdo dos
fatores ovariectomia, tempo e implante para neoformacdo Ossea

representados na tabela 10.

Tabela 10 - Descritiva dos dados da interacdo de ovariectomia, tempo e
implante para neoformacéo 0ssea (valores em %) obtidos da
analise geral de todos 0s grupos experimentais

Ovariec* Tempo Implante Média Mediana PD esvio
adrao

5 sem Rugoso 32,36 33,1 6,0

Poroso 40,08 38,8 57

Rugoso 38,64 38,1 5,0

ovz  4sem Poroso 45,58 45,4 43

6 sem Rugoso 35,19 35,4 4.8

Poroso 44,52 44,6 6,1

Rugoso 32,31 33,8 6,9

2 sem

Poroso 39,81 39,2 55

SHAM 4 sem Rugoso 36,87 36,2 4.6

Poroso 44,40 44,6 5,0

6 sem Rugoso 38,52 36,9 5,8

Poroso 43,34 43,8 6,7

*:Qvariectomia

Nota-se que a interagdo que produziu o melhor resultado
para neoformacéo 6ssea foi o grupo OVZ, dos animais sacrificados com 4
semanas, que receberam implante poroso, representado pela média de
4558% =+ 4,3 %. Contudo, este resultado ndo foi considerado
estatisticamente diferente dos grupos que receberam implante poroso e
foram sacrificados em 4 e 6 semanas pertencentes ao grupo SHAM e
ovZ.

A seguir temos os graficos dos efeitos principais na

neoformacéo ossea.
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Principais Efeitos sobre a Neoformacéo Ossea
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Figura 17 - Gréficos da neoformacdo 6ssea(%) dos dados obtidos nas

interacbes dos fatores
tempo de sacrificio e tipos

laser, osteoporose(ovariectomia),
de implantes




6 DISCUSSAO

No presente estudo, implantes cilindricos porosos foram
comparados a implantes cilindricos rugosos quanto a quantidade e
qualidade do tecido 6sseo neoformado na interface osso-implante, por
meio de analise histolégica e histomorfométrica. Os resultados mostraram
que, com relacdo a qualidade deste tecido, ndo houve diferenca
significativa entre os tipos de implante. Contudo, nos implantes porosos
foi observada maior quantidade de tecido 6sseo na interface do que nos
implantes rugosos, sendo esta diferenca estatisticamente significante.
Além disso, independente do tipo de implante avaliado, no periodo de
sacrificio de quatro e seis semanas foi verificado aumento da proliferacédo
do tecido 6sseo com relacdo ao periodo de duas semanas, observando
diferenca estatistica significativa. Previamente, os animais que receberam
os implantes foram divididos em dois grupos: animais ovariectomizados
(grupo OVZ) e animais com cirurgia simulada de ovariectomia (grupo
SHAM). Entre estes grupos ndo foi encontrada diferenca estatistica
notavel na avaliacao histologica de neoformacdo 6ssea desses animais,
bem como na analise histomorfométrica. Simultaneamente foi analisada
também a influéncia da laserterapia na osseointegracéo desses diferentes
tipos de implantes, sendo observada maior neoformacdo Ossea na
avaliacdo histologica e histomorfométrica nos grupos submetidos ao
tratamento com laser em comparagcdo aos grupos que nao foram
submetidos a esse tratamento.

A osseointegracdo é definida como a conexdo direta do
implante ao 0sso, promovendo remodelacdo 0ssea sem a presenca de
componente de tecido fibroso na interface osso-implante que possa ser
visivel & microscopia de luz (Branemark, 1983). Com o objetivo de

alcancar a osseointegracdo, muitas variantes da geometria da superficie
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do implante tém sido desenvolvidas (Chang et al., 1998; Kasemo et al.,
1999). Inicialmente observou-se que o0 aumento da rugosidade da
superficie estava associado com melhor aderéncia celular, maior contato
osso-implante e interacdo biomecanica aprimorada (Davies, 2007).

Atualmente, dentre as superficies desenvolvidas, a
superficie porosa parece ser benéfica para uma integracdo mais rapida e
efetiva entre a superficie de implante poroso com o tecido 6sseo do
hospedeiro (Xue et al., 2007). A presenca de poros interconectados é
essencial para que ocorra a interligacdo entre a estrutura porosa do
implante e o tecido 0sseo, atingindo uma eficiente resisténcia interfacial
em um menor periodo de tempo (Pilliar et al., 1998; Deporter et al., 2002).
Dessa forma, o emprego, neste estudo, dos implantes de superficie
porosa visou melhorar e promover uma eficiente osseointegragcdo dos
implantes de titanio como demonstrado em estudos anteriores (Kim et al.,
2000; Liu et al., 2000; Vasconcellos et al., 2003; Vasconcellos et al.,
2008).

Os implantes utilizados neste estudo foram
confeccionados pela técnica de metalurgia do p6. Esta técnica possibilita
a confeccdo de implantes com poros interconectados tal como uma rede
tridimensional (Vasconcellos et al., 2003; Takemoto et al., 2005;
Vasconcellos et al.,, 2008). Essa interconexdo dos poros proporciona
aumento do contato osso-implante bem como da proliferacdo 6ssea
(Pilliar et al., 1998; Vasconcellos et al., 2003). Neste estudo houve maior
porcentagem de neoformacéo 6ssea nos implantes porosos, em todos 0s
grupos experimentais, quando comparado com implantes rugosos.
Adicionalmente, o crescimento 6sseo para o interior dos poros promove
uma fixacdo mais efetiva do implante poroso ao o0sso, devido ao
desenvolvimento de é&reas mais resistentes resultantes dessa
interconexao dos poros da superficie do implante (Vasconcellos et al.,
2003).
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Estudos demonstraram que o diametro dos poros deve
situar-se na faixa de 100 a 500 um para promover crescimento 0Sseo
para o seu interior (Liu et al., 2000; Svehla et al., 2000; Vasconcellos et
al., 2003; Vasconcellos et al., 2008). No presente trabalho apds analise
metalografica dos dois tipos de implantes, observou-se a presenca de
pequenos poros nos implantes rugosos, 0S quais nao estavam
interligados e apresentavam-se em pouca quantidade. Por outro lado, nos
implantes de superficie porosa notou-se a presenca de poros que se
apresentavam em maior nimero quando comparado ao implante rugoso e
encontravam-se interconectados. Esta intercomunica¢ado entre os poros €
a responsavel pelo crescimento ésseo para o interior dos poros nas areas
mais centrais, achados similares também foram relatados em trabalhos
anteriores (Liu et al.,, 2000; Svehla et al., 2000; Kim et al., 2000;
Vasconcellos et al., 2003; Vasconcellos, 2005; Vasconcellos et al., 2008).

Com relacdo a porcentagem de poros presente na
amostra de titnio, pesquisadores reportaram que a porosidade adequada
para essas amostras encontra-se na faixa de 25 % a 66 % (Liu et al.,
2000; Kujala et al., 2003). Neste estudo, a quantidade de poros nos
implantes de superficie porosa, variou entre 30 % a 40 %, estando de
acordo com os estudos prévios. No entanto, trabalhos mostraram que
pouca quantidade de porosidade como 5 % e alta porcentagem como
80 %, também podem promover bons resultados, como observados por
Wen et al. em 2002 e Kim et al. em 2000, respectivamente.

A maior porcentagem de neoformacdo 6ssea encontrada
neste estudo foi de 45,58 % nos implantes porosos, animais do grupo
OVZ, e de 38,64 % nos implantes rugosos, animais do grupo OVZ, ambos
sacrificados em 4 semanas. Vasconcellos et al. (2008) apresentou uma
média similar de neoformacdo 6ssea no periodo de sacrificio de 4
semanas, sendo 57 % nos implantes porosos e 46 % para os implantes
rugosos. Adicionalmente, o tempo de sacrificio dos animais produziu um

efeito positivo no contato osso-implante principalmente nos grupos com 4
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e 6 semanas de sacrificio, uma vez que o grupo OVZ apresentou 42,11 %
e 39,86 % de neoformacdo Ossea e o grupo SHAM exibiu 40,63 % e
40,93 %, respectivamente valores maiores em relagcdo aos grupos com 2
semanas de sacrificio que foram de 36,22 % para o grupo OVZ e de
36,06 % para o grupo SHAM.

A osteoporose é definida mundialmente como uma
doenca sistémica esquelética caracterizada por reducdo de massa e
deterioracdo microarquitetural do tecido 0sseo. A rata ovariectomizada
mostra-se como um modelo de grande aplicabilidade para inducéo de
quadro osteopénico (Frost; Jee, 1992).

A compreensao sobre o mecanismo da reparacao éssea
em individuos osteoporoticos é essencial para o estabelecimento de
medidas terapéuticas mais objetivas, resultando na reducdo do periodo
de tratamento, bem como em melhores condicdes de reabilitacdo
(Carvalho, 2001).

A rata ovariectomizada mostra-se como um modelo de
grande aplicabilidade para inducdo de quadro osteopénico, visando
estudar esta condigdo para seu melhor entendimento (Frost; Jee, 1992).
Neste estudo foi realizada a ovariectomia (OVZ) em 42 ratas, objetivando
promover a osteopenia. Para o grupo controle, 42 ratas foram submetidas
a falsa ovariectomia (SHAM), procedimento também adotado por outros
autores (Frost et al., 1992; Carvalho, 2001; Silveira, 2004; Anbinder et al.,
2007; Prado, 2008). Trinta dias apés a realizacao das cirurgias de OVZ e
SHAM foi realizada a cirurgia de colocacdo dos implantes, este periodo foi
adotado neste trabalho baseado na literatura (Frost et al., 1992; Carvalho,
2001; Abinder et al., 2007). Carvalho (2001) afirma que a inducéo de
osteopenia em rata matura pela ovariectomia necessita de um periodo
minimo de 30 dias.

Os resultados encontrados na analise histologica desta
pesquisa ndo demonstraram diferenca estatistica significante no tecido

0sseo das ratas ovariectomizadas em relacdo ao grupo controle (SHAM),
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resultado semelhante foi observado por Kubo et al., 1999; Silveira, 2004;
Prado, 2008) os quais também ndo encontraram diferenca estatistica
entre os grupos SHAM e OVZ em relacdo ao reparo 6sseo. Segundo
Carvalho DCL (2001) a ovariectomia exerce influéncia sobre o tecido
0sseo cortical, porém de forma pouco expressiva especialmente em
periodos curtos de tempo. Diferentes regibes Osseas respondem a
ovariectomia de formas distintas, sendo que regides com predominancia
de osso cortical ndo sofrem alteracdes significativas por serem menos
sensiveis a queda do horménio ovariano (Mosekilde et al., 1998).

Por outro lado, no trabalho de Fini et al., em 2001 os
animais com osteopenia apresentaram uma diminuicdo na
osseointegracdo em todos os materiais de implante testados. Fini M et al.
(1997) também observaram diferenca nas taxas de osseointegracao para
implantes com hidroxiapatita (HA) e implantes de titanio, quando inseridos
em ratas osteopénicas, sendo que essa taxa apresentou-se menor em
comparacao as ratas normais. Wronski et al., em 1988 encontraram
diferencas na remodelacdo 6ssea, revelando um retardo, em reparo
0sseo nos animais ovariectomizados.

Para o tratamento de injarias no tecido 6sseo, o laser de
baixa poténcia (LLLT) tem sido utilizado visando promover a cura da
ferida e reduzir a dor (Nissan et al., 2006).

E ainda dificil para se comparar estudos sobre a agéo da
LLLT sobre a osseointegracdo de biomateriais, devido aos modelos
experimentais e a duracdo do tratamento ser muito distintos.

Na literatura ainda ndo se encontra um protocolo de
irradiacdo, havendo muita variagdo quanto a poténcia e dose utilizada,
além do modo e numero de aplicacdes (Coombe et al., 2001; Nicola et al.,
2003; Garavello-Freitas et al., 2003; Pinheiro et al., 2003; Khadra, 2005;
Bourguignon-Filho et al., 2005; Nissan et al., 2006). Alguns autores
sugerem que a freqiéncia e o numero de sessodes influenciam no

resultado final da laserterapia (Ozawa et al., 1998; Khadra, 2005). A dose
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de irradiacdo utilizada neste estudo foi de 4 J/cm? por ponto irradiado e
esta de acordo com varios trabalhos que sugerem que uma dose de
energia na faixa de 1 a 5 J/cm?, induz a efeitos positivos no tecido 6sseo e
tecido cutaneo (Pinheiro et al 2003; Gerbi et al.,, 2005; Khadra, 2005;
Gerbi et al., 2008). Foram utilizados 4 pontos para irradiacdo visando
fracionar a dose total por sessdo que foi de 16 J/cm?. O intervalo entre as
aplicacoes foi de 48 horas. Todos estes parametros estdo de acordo com
o protocolo recomendado por Pinheiro et al. ( 2003) e Gerbi et al. (2008).
No entanto, na literatura, alguns autores encontraram resultados positivos
com a laserterapia, com laser Ga Al As, utilizando diferentes doses de
energia e periodos de tratamento. Galvéo et al. (2006) utilizou 112,5 J/cm?
e 30 mw de poténcia iniciando o tratamento 3 dias apds a confeccao do
defeito cirargico total de 12 sessbes de aplicacdo. Pretel et al. (2007)
utilizaram dose Gnica de 1,4 Jicm? de densidade de energia com 35 mw
de poténcia sobre a area do defeito 6sseo. Matsumoto et al. (2009)
utilizaram 16 J/cm?, irradiac&o iniciada 24h ap6s a cirurgia mantida a cada
48 h por 15 dias ou até o dia do sacrificio.

De acordo com Dértbudak et al. (2002), as irradiacbes
com laser de baixa poténcia em tecidos duros aumentam
significantemente o nimero de ostedcitos vidveis no 0sso irradiado, pelo
seu efeito positivo sobre a producdo da matriz 6ssea, provocando alta
vitalidade e reatividade no tecido 0Osseo peri-implantar. Resultados
encontrados neste estudo revelaram maior porcentagem de neoformacéo
0ssea nos grupos gue receberam laser, sendo que 0s maiores valores
foram observados nos periodos de sacrificio de 4 e 6 semanas,
independente dos animais pertencerem ao grupo OVZ ou SHAM. Na
analise histolégica os resultados demonstraram neoformacéo 6ssea mais
efetiva nos grupos que receberam laser em relagdo aos grupos que nao
foram submetidos a aplicagdes de laser, demonstrando um efeito positivo
da LLLT, conforme descrito previamente por outros autores (Garavelllo-
Freitas et al., 2003; Pinheiro et al., 2003; Pretel et al., 2007; Gerbi et al.,
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2008). Estes achados foram similares a outros estudos que também
notaram aumento da area de neoformacgdo 6ssea com a utilizacdo da
LLLT, sendo este fator dose dependente (Ozawa et al., 1998; Dortbudak
et al., 2002; Nissan et al., 2006; Pretel et al., 2007). No entanto, o uso de
doses muito baixas de irradiacdo e comprimento de onda inapropriado
pode ocasionar resultados negativos. Jakse et al. (2007) ndo encontraram
efeito positivo da LLLT na regeneracédo 0ssea apos a cirurgia de aumento
do seio maxilar seguida da colocacao de enxerto 6sseo.

O desenvolvimento laserterapia representa talvez uma
das mais promissoras modalidades de tratamento para aperfeicoar a
osseointegracdo de biomateriais e para preparar um sitio adequado para
a insercdo do implante (Obradovic et al., 2008)

Os resultados obtidos neste trabalho revelaram que em
decorréncia da maior superficie de contato dos implantes porosos com o
tecido 0sseo, promovida pela presenca de poros interconectados, ocorreu
maior crescimento 6sseo na interface osso-implante. Os tempos de
sacrificio mais longos contribuiram para uma maior proliferacdo do tecido
0sseo para o interior dos poros, provavelmente proporcionando melhor
osseointegracdo e adesao dos implantes. Esses resultados estdo de
acordo com diversos estudos prévios, 0s quais também observaram maior
efetividade dos implantes de superficie porosa quando comparados a
outros tipos de superficie (Pilliar, 1983; Chang et al., 1998; Pilliar et al.,
1998; Deporter et al., 1990; Svehla et al., 2000; Deporter et al., 2002;
Frosch et al., 2003; Kim et al., 2000; Zhu et al., 2004; Zinger et al., 2005;
Vasconcellos, 2005; Vasconcellos et al., 2008). Contudo a osteopenia ndo
promoveu diferenca estatistica significante entre os grupos SHAM e OVZ
com relacdo a neoformacdo Ossea na interface o0sso-implante.
Finalmente, os resultados demonstraram que a laserterapia, nos padroes
dosimeétricos e metodologia utilizados neste estudo, promoveu melhora no
reparo 0sseo apos a cirurgia de insercdo dos implantes. Este resultado

positivo foi observado especialmente nos implantes de superficie porosa,
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demonstrado pela maior neoformacao 6ssea nos grupos que receberam
laserterapia e implantes porosos.

S0 necessarios mais estudos envolvendo superficies de
implantes e aplicacdo do laser de baixa poténcia, para determinar os
protocolos de aplicagdo da laserterapia, mostrando a eficiéncia deste
método terapéutico na cicatrizacdo de tecidos moles, tecido 6sseo, bem

como melhorando a osseointegracao.



7 CONCLUSAO

Nas condicbes experimentais analisadas podem-se
concluir que:

a) os implantes cilindricos de superficie porosa propiciam
uma aprimorada superficie de contato osso-implante, a qual permite o
crescimento ésseo para o interior dos poros, devido a interconexdo
existente entre os mesmos. Por outro lado, os implantes cilindricos de
superficie rugosa ndo exibem tal geometria de superficie, resultando em
menor proliferacéo dssea.

b) a osteopenia nao interferiu na neoformacgédo éssea em
ratas ovariectomizadas, nas condi¢cdes experimentais analisadas.

c) a laserterapia, dentro dos parametros utilizados neste
estudo, teve um efeito biomodulador positivo na neoformacédo 6ssea e na

osseointegracao, em todos 0s grupos analisados.
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APENDICE A - Dados originais da neoformacdo 6ssea nos grupos com
laserterapia

Tabela 10 —Valores médio de neoformacédo 6ssea (%) em 21 ratas, para
cada tipo de implante e periodo de sacrificio

TS* IMPLANTE
semanas rugoso 0roso
( ) g p
2 40,25 41,25
2 39,00 37,75
2 38,00 45,25
2 34,50 40,75
2 38,25 44,25
2 36,75 46,50
2 38,75 46,00
4 40,25 43,00
4 35,50 42,25
4 36,25 41,00
4 38,75 51,00
4 35,75 43,75
4 38,00 47,00
4 35,50 45,50
6 43,50 45,00
6 36,75 40,75
6 35,75 39,00
6 42,25 44,00
6 44,25 47,00
6 44,00 49,50
6 42,75 45,25

*: tempo de sacrificio
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APENDICE B - Dados da neoformac&o 6ssea dos grupos sem laser

Tabela 11 —Valores médio de neoformacédo 6ssea (%) em 21 ratas, para
cada tipo de implante e periodo de sacrificio

TS* IMPLANTE
semanas rugoso 0roso
( ) g )

2 27,00 38,75
2 28,50 34,25
2 23,50 36,00
2 25,50 36,50
2 24,75 36,52
2 25,00 38,00
2 32,00 36,25
4 37,25 40,75
4 35,25 43,50
4 36,50 41,25
4 38,25 41,25
4 32,25 48,75
4 38,75 44,50
4 37,75 41,00
6 35,00 44,00
6 36,75 48,50
6 35,75 43,75
6 34,75 42,25
6 41,25 39,50
6 33,25 45,75
6 34,00 33,50

*: tempo de sacrificio
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APENDICE C - Dados da anélise metalografica da porcentagem de poros

nos implantes porosos

Tabela 12 - Valores médio da porcentagem de poros e titanio (%) em 06
implantes do tipo poroso

IMPLANTE POROS (%) Ti* (%) AMOSTRA
Poroso 35,11 64,89 1
Poroso 36,35 63,65 2
Poroso 36,00 64,00 3
Poroso 35,99 64,01 4
Poroso 40,24 59,76 5
Poroso 38,59 61,41 6

*: titdnio
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APENDICE D - Dados da anélise metalogréfica de porcentagem de poros

nos implantes rugosos

Tabela 13 - Valores médio da porcentagem de poros e titanio (%) em 06
implantes do tipo rugoso

IMPLANTE POROS (%) Ti* (%) Amostra
rugoso 3,59 96,41 1
rugoso 2,11 97,89 2
rugoso 2,17 97,83 3
rugoso 4,18 95,82 4
rugoso 3,00 97,00 5
rugoso 3,36 96,64 6

*: titAnio
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APENDICE E - Dados da anélise metalogréfica do diametro dos poros

nos implantes porosos

Tabela 14 - Valores médio do diametro dos poros (um) presentes em 06
implantes do tipo poroso

IMPLANTE POROS (um) AMOSTRA
Poroso 519,93 1
Poroso 356,00 2
Poroso 308,55 3
Poroso 883,39 4
Poroso 351,71 5
Poroso 479,42 6
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APENDICE F - Dados da analise metalogréafica do diametro dos poros nos

implantes rugosos

Tabela 15 - Valores médio do diametro dos poros (um) presentes em 06
implantes do tipo rugoso

IMPLANTE POROS (pm) AMOSTRA
Rugoso 111,85 1
Rugoso 120,50 2
Rugoso 124,53 3
Rugoso 202,82 4
Rugoso 195,07 5
Rugoso 331,86 6
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ANEXO - Certificado do comité de ética em pesquisa

CERTIFICADO
Comité de Etica em Pesquisa
Envolvendo Animais

CERTIFICAMOS, que o protocolo n° 040/2007-PA/CEP,
sobre “Influéncia da superficie do implante e da laserterapia na
osseointegracdo, em ratas osteopénicas” sob responsabilidade de
MARY ANNE MOREIRA BARBARA, esta de acordo com os Principios
Eticos na Experimentagdo Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de
Experimentagéo Animal (COBEA) e foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa.

Sé&o José dos Campos, 18 de outubro de 2007.

I Lt~

Profa. Dra. ADRIANA AIGOTTI HABERBECK BRANDAO
Coordenadora do CEP/ANIMAIS/FOSJC
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Barbara MAM. Influence of the implant surface influence and laser therapy
on osseointegration in osteopenic rats [dissertation]. Sdo José dos
Campos: School of Dentistry of S&o José dos Campos, UNESP- Sé&o
Paulo State University; 20009.

ABSTRACT

With increasing life expectancy of the population is important to the study
of alternative treatments and biomaterials which aim to assist in the
process of osseointegration in people with osteoporosis. .This study
involved an assessment and comparison of the osseointegration of
cylindrical titanium implants with porous surfaces and with rough surfaces
in osteopenic rats, based histological and histomorphometric analyses. An
evaluation was also made of the influence of low level laser therapy (LLLT)
with gallium-aluminum arsenate (Ga-Al-As) on osseointegration. The
implants were placed in 84 rats, two per rat, i.e., a porous implant in the
left femur and a rough implant in the right femur Forty-two of the animals
were then ovariectomized (OVZ) while the other 42 were subjected to a
sham ovariectomy (SHAM). After one month the rats were divided
randomly into four groups of 21 animals each, according to treatment
received: a) group 1 (SHAM) implant surgery (IS); b) group 2 (SHAM) IS
and low-level laser therapy (LLLT); ¢) group 3 (OVZ): IS; d) group 4 (OVZ2)
IS and LLLT. Seven animals from each group were selected randomly and
killed 2, 4 and 6 weeks after surgery and the histomorphometric analyses.
The histological analysis revealed that osseointegration occurred in both
types of implants in all the groups. The histomorphometric analysis
indicated that the porous implants in the group 4, killed 4 weeks after
implantation, showed the highest percentage of new bone formation,
followed by the porous implants in group 2, killed 4 and 6 weeks after
implantation. It was concluded that laser therapy significantly improves
new bone formation and that implants with porous surfaces have a larger
contact area at the bone-implant interface.

KEYWORDS: Implant. Osseointegration. Interface. Fixation. Laser
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