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Resumo Geral

Faleiros,P.L. Influéncia da nicotina na osseointegracdo de implantes instalados em tibias
de ratos: avaliacdo biomecanica, histolégica, histométrica e imunoistoquimi¢aesg.

Aracatuba: UNESP Univ. Estadual Paulista; 2016

Obijetivo: Avaliar do ponto de visthiomecénico, histomorfométrico, histoquimico e através
de marcadores imunoistoquimicos a influéncia da terapia com laser em baixa intensidade
(LLLT) na osseointegracdo de implantes instalados em tibias de ratos modificados ou néo
sistemicamente pela nicod. Materiais e métodos: Um total de120 ratos (Wistaroi
distribuidoem dois grandes grupos experimentais=(60) submetidos a duas aplicacbes
diarias de solup salina (Veh) ou nicotina (NicAp6s 30 diasimplantes de titanio (2.2 mm

x 4 mm) foram instaladosna metéfise proximal de ambas as tib@es todos os animais
Grupos experimentaigde diferentedratamente locaisdo alvéolo cirdrgico previamente a
instalacdo do implant¢én = 30) foram criados no momento da cirurgieh - nenhum
tratamentoVel/LLLT - irradiacdo do alvéolo cirtrgico colaser em baixa intensidadeic -
nenhum tratamentoNic/LLLT - irradiacdo do alvéolo cirdrgico cortaser em baixa
intensidade O laser utilizado foio Thera Lase (InGaAlP 660 nnmodo de aplicacdo
continuo,em contato com a area, 35 mW, 0,14,9 J/cn, por 4 segunddsDez animais de

cada grupo foraneutanasiados aos 15, 30 e 60 g¢id@soperatdios. As tibias direitas foram
submetidas a analise de torque reverso e posteriormente processadas para cenéertego
histoldgicos descalcificados, corados por hematoxilina e eosina, vermelho picrosirius ou
submetidos a reagdes imunoistoquimicam os anticorgs primarios policlonais: HE U,
VEGF, BMP-2, RUNX-2, OCN, ALP, RANKL, OPG e TRAP. A partir das t#lsi esquerdas
foram preparados cortes histologicos calcificadasa analisalas porcentagens de contato
ossoeimplante (BIC) e area 6ssea (BA), dentro dos limites das roscas do implantélise

foi realizada através da microscopia de luz polarizada paélise histoquimica e da

microscopia Optica de campo claro para a analise histologica, histométrica e



Resumo Geral

imunoistogiimicas. As imunomarcacfes forasmbmetidas a analisqualitativa paraos
anticorposHIF-1 U, , BMP@2FOCN, ALP, RANKL eOPGe anélise quditativa para

os anticorposRUNX-2 e TRAP. Os dadosquantitativosforam analisado®statisticamente
(pO 0 5). Resultados:A nicotina atrasou a producdo diementosiamatriz 6ssea, diminu

o padrdo de imunomarcacdo de HIRJ , V E GR, OCB,MEP e OPGaumenta o
padrdo de imunomarcacdo de RANKL e aumemt@uantidade de células imunorreativas a
RUNX-2 e TRAR diminuindo aBA, embora néo tenhsido capaz de influenciartorque de
remocaoe 0BIC. O laseraumento o padrdo de imunomarg@io de HIFL U, V E GR,, B MF
OCN e ALP,aumento a quantidade de célulasumorreativas a RUN>2 e TRAP aumenta

a BA, mas também ndo foi capaz de influenciaro torque de remocéde o BIC.
Adicionalmente, o lasanfluenciou positivamenta BA e o torque de remocao dos implantes,
aumentoua angiogénese e a difereagfio osteoblastica, promovendoformacdo oOssea
biomineralizacdo enaturacdo O0ssea pémplantarnos animais modificados sistemicamente
pela nicotina Conclusdo: A LLLT é capaz de promover 0 process$e reparodsseo pefi
implantar em condi¢des normais e compensar osefeitos negativosda nicotina na

osseointegracao.

Palavras-chave: Implantesdentais; lasersjicoting osseointegracao






GeneralAbstract

Faleiros, P.LInfluence of nicotine on osseointegration of implants installed in the tibia of
rats: biomechanical, histological, histometric, and immunohistochemical evaluation

[Thesi§. Aracatuba: UNESP Univ. Estadual Paulista; 2016

Objective: To evaluate from biomechanical, histomorphometric, histochemical stand point
and throughof immunohistochemical markershe influence of low level laser therapy
(LLLT) on the osseointegratiorof implants placed in the tibias of nicotine systemically
modified (or not) ratsMaterials and methods:A total of 120 rats (Wistaryvasassigned into
two majorexperimental groups (A 60) underwentwo-daily-applications of saline (Velor
nicotine (Nig. After thirty days, titanium implast(2.2 mm x 4 mm)were placedn the
proximal metaphysis of both tibiae from all animalperimental groups of different
surgical alveoludocal treatmentsprior to implant placemenin = 30) were created at the
moment of the surgery: Vehno local treatmentVel/LLLT - irradiation of surgical alveoli
with low levellaser; Nic- no local treatment; NIELLT - irradiation of surgial alveoli with
low level laser The laser used was Thera Lase® (InGaAlP 660 nmapmtinuous moden
contat with the area, 35 m\\Q.14 J, 4.9 J/ci for 4 seconds Tenanimals from each group
were euthanized at 15, 30 and 60 dgysstoperative The right tibiae weresubmitted to
reversetorque analysis and, then processing in order to pregecalcified histological
sections, stained either by heatoxylin and eosinor picrosirius red orsubjected to
immunohistochemial reactions with theprimary polyclonal antibodie HIF1 , VEGF,
BMP-2, RUNX-2, OCN, ALP, RANKL, OPG and TRAPErom left tibias were prepare
undecalcifiedhistological sectiongo evaluate the percentages of béodmplant contact
(BIC) and bone are@BA) within the limits ofthe implant threads he histochemical analysis
was performed bya polarized light microscopy and the histological, histometric and
immunohistochemical analysigere performedby abright field optical microscopylhe HIF-

1U ,VEGF, BMP-2, OCN, ALP, RANKL and OPG immunostaining were submitted to
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qualitative analysisand the RUNX-2 and TRAP immunostaining were submitted to
quantitative analysisQuantitative data were analyzed statisticg) 0 5).(Results: The
nicotine delayed therpduction of bone matrix components, decreased the imunolabeling
pattern of HIFL U, V E GR,,0CN MLFP and OPG, increased the imunolabeling pattern
of RANKL, increased the amount of RUNXand TRARimmunoreactive cellseduced the

BA, but did not infllence the BIC and the force required to break the osseointegration. The
laser increased the imunolabeling patt of HIF1 U, VEGR, OCB MPRJALP,
increased the amount of RUNXand TRARimmunoreactive cells, increased the BA, but
also was not be able to influenite BIC and theforce required to break the osseointegration.

In addition, the laser positively influenced the BA and the implanbr&l torque, increased

the angiogenesis and osteoblast differentiation, promoted bone formation, biomineralization
and perimplant bone maturatiom the nicotine systemically modifiedats Conclusions:

LLLT is able to promote the peninplant lbnerepar process in normalonditionsand is able

to compensate the negative effects of nicotine onoossgration.

Key words: Dental implantslasersnicotine; osseointgration.
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A osseointegracdo, essencial para o sucesso clinico em longadpsareabilitacées
implanto suportadasenvolve a direta ancoragem do implante pela formacdo 6ssea sem o
crescimento de um tecido fibroso na interfaxsso/implante, e representa um processo
dindmico tanto em seu estabelecimento quanto em sua manutaiig@atéson et al. 2003,
Berglundh et al. 2003; Block& Achong 2004) Embora a taxa de sucesso relatada para os
implantes de titdnio seja elevada, falhacorrem, e o tabagismo é um dos fatores

frequentemente associados (Lambert et al. 2000; Ekfeldt et al. 2001; Hinode et al. 2006).

Em 1993, um estudo de Bain & Moy, que investigou 540 pacientes com 2194
implantes Branemark, considerou o uso do tabacaoo faais significativo responsavel por
falhas de implantede titanio Mais recentemente, SancHeeérez et al. (2007) sugeriram que
um consumo maior que 20 cigarros/dia pode aumentar o risco de falhas de implantes em
30,8%. Outros estudos indicam que o dedabaco esta associado com comprometimento do
processo de reparo 6sseo-p@eratério (Pinto et aR002; Machado et al. 2010), maior taxa
de perda Ossea, reducdo da qualidade e densidade Ossea (Carksar0@0; Ward &
Klesges 2001RiveraHidalgo 2003), e maior incidéncia de pémplantites (Haas et al.
1996), todos contribuindo para maior taxa de faléncias de implantes entre fuerantes

comparacao com nao fuman{€huang et al. 2002

Embora alguns autores ndo tenham observado efeito prejudeiaxposicdo a
nicotina sobre o reparo 0sseo e osseointegra¢étaibet al. 2002; Balatsouka et al. 2005a,;
Balatsouka et al. 2005I83otffredsen et al. 2009), varios estudos histolégicos em modelos
animais mostraram que o tabagismo pode resultar ermulgéo do contato osso/implante
(BIC) e menor area 0sséBA) dentro das roscas de implantes de titanio (Nociti Junior et al.

2002; Nociti Junior et al. 2002 CésarNeto et al. 2003; Césiieto et al. 2008 CésarNeto
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et al. 2008). Tais resultados indicam que novos estudos precisam ser conduzidos para se
determinar os elementos causais e processos biolégicos nos quais esses efeitos estdo
ocorrendo (Berley et al. 2010).

A nicotina, considerada o maior componente ativo da fasecyada do cigarro
(Benowitz 1986), parece causar severas alteracdes no metabolismo e capacidade de reparo
0sseo (CésaNeto et al. 2003). Estudas vitro demonstraram inibicdo da proliferacao,
migracdo, quimiotaxia e reducdo na producdo de colageno tgdlll em culturas de
fibroblastostratados com nicotinéyin et al. 2000Wong & MartinsGreen 2004). Tem sido
sugeridoque a colagenase fibroblastia qual exerce importante papel no metabolismo do
colageno e remodelacdo tecidual, pode ser afetadanpmitina Niveis aumentadosle
colagenase fibroblastidaram encontradoem culturas de células fibroblasticas tratadas com
tabaco (Yin et al. 2000). Em adicéo, a inibicdo de responsividade celular ab TgeFumM
suplemento reduzido de oxigénio molecular e ascorbato para a biossintese do colageno tem
sido sugeridaXin et al. 2003 Sorensen et al. 2010). Juntos, esses achados indicam a redugao

da biossintese do colageno em pacientes que fazem uso do &iracsé¢n 2012).

O colageno tipo | € um dos principais constituintes organicos da matriz extracelular e
atua como arcabouco para a deposicao de ions no processo de mineralizacdo do tecido 6ssec
(Boskey 1992). Neste processo, a fosfatase alcalina (ALP)libara ligacdo éster dos
compostos organicos fosfatados produzindo concentracdo aumentada de ions fosfato,
necessario para a cristalizacdo da hidroxiapatita, além de hidrolisar substancias que inibem a
mineralizacdo da matriz 6ssea (Anderson 1988@nhakaet al. (2005) observaram que a
nicotina pode suprimir a osteogénese reduzindo a concentracdo de ALP além da sintese de
colageno tipo | por osteoblastos.

A neoformacdo Ossea requer o recrutamento de células multipotentes do sistema

mesenquimal, as quais séapazes de se proliferar e se diferenciar em uma variedade de tipos
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de células, incluindo os osteoblastéar{g& Hall, 1997). Tem sido sugerido que a nicotina
pode levar a alteracGes paoliferacdo,diferenciacdo e expressao génicaadteoblastos
(Rothem et al. 2011)Estascélulas por sua vez, estdo envolvidas condiferenciacdo e
funcdo osteoclastica via interacdo célulaétula Suda et al1999). Tais eventos ocorrem
guando receptor ativador de NF Kappa b 1| ig:¢
Kappa b (RANK), situado na me mb+osencstop | as n
regulando positivamente a reabsor¢g@sea. Em contrapartida, uma regulacdo negativa da
reabsorcado Ossea ocorre quando osteoprotegerina (OPG) se liga a RANKL, impedindo sua
interacdo com RANK e a ocorréncia dos eventos citados anteriormente. Assim, 0 sistema
RANK/RANKL/OPG exerce papel cemirna regulacdo local da osteoclastogénese, ativacao
de osteoclastos e inibicdo dpoptose em osteoclastos maduroaspa et al. 199&uller et
al. 1998).A acdao diretada nicotinana proliferacdo e maturacdo de osteoblastos (The#ds et
2000; Walker et al. 2001; Tanaka et al. 2005; Katono et al. 2006; Pereira et als2§4®
que ela pode exercer efeito indireto sobre reabsorcdo éssea, via regulacdo do sistema
RANK/RANKL/OPG. Enquanto isso, 0 efeito diretda nicotina sobre o mewsamo de
reabsor¢cdo dos osteoclastos éiqu conhecidoTanaka et al. (2013) reportaram que ela
aumenta o numero desteoclastos com poucos nuclesgprime a quantidade dsteoclastos
com grandes nucleos, além de redu&rea planar de reabsorgé@ssealos osteoclastos

Os fatores de crescimento angiogénicos e osteogénicos também exercem importante
papel no reparo 0sseo. O fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) € um potente
mediador angiogénico que induz a proliferacdo e migracdo das -céluliaselans.
Adicionalmente tem sido demonstrado que ele promove quimiotaxia (Mé&yhlfart et al.
2002) e diferenciacdo de osteoblastos (Gerber et al. 1999). O VEGF pode interagir
sinergicamente com a proteina morfogenética 6ssea (BMP) para promovenmesento

esquelético e o reparo 6sseo por melhorar o recrutamento celular, prolongar a sobrevivéncia
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celular e aumentar a angiogénese (Patel et al. 2008). As BMPs sé@o 0s mais potentes fatores de
crescimento osteogénicos que induzem a diferenciacdogésiea de células tronco
mesenquimais (ten Dijke et al. 2Q003syczka et al. 20Q4_avery et al. 2008)Elas agem

como um importante regulador que estimula a producdo de VEGF nos osteoblastos (Deckers
et al. 2002Peng et al. 2005Samee et al. 2008). Atdiratura relata que a nicotina promove
severa vasoconstricdo, a qual diminui a perfusdo sanguinea e causa baixa concentracdo de
oxigénio e isquemia tecidual (Ma et al. 2010 fator induzido por hipéxia alfa (HIF1 U) ®

um regulador central da adaptacdecidual a hipdxia e exerce papel chave no
desenvolvimento, fisiologia e doenca (Riddle et al. 2009) e ativa genes responsivos a hipoxia,
com o VEGF. A diminuicdo na expressao génica de VEGF e-BMé&la nicotina também ja

foi relatada em estudas vitro (Ma et al. 2011) & vivo(Ma et al. 2010).

Alguns tratamentos tém sido propostos para melhorar e/ou acelerar a formacédo 6ssea
sobre a superficie do implante, entre eles a terapia com laser em baixa intensidade (LLLT)
(Petri etal. 2010). Em odontologia, especificamente trateseldo tecido 6sseo, a LLLT foi
capaz de acelerar o processo de reparo ap0s extracdo dental (Luger et al. 1998) e fraturas
Osseas (Takeda et al. 1988). No ambito da implantodontia oral a utilizacdemdteiassido
relatada por diversos estudos (Dortbudak et al. 2002; Khadra et al. 2004; Khadra et al. 2005;
Maluf et al. 2010 Testes biomecanicos tédemonstradoque a LLLT pode aumentar o
contato osso/implante e oferecer maior resisténoiatoaque de rengdo do implante
(Guzzardella et al. 2003; Campanha et al. 2010; Boldrini et al. 2B1®)ssivel considerar
que estes resultados se devem aos efeitos positivos da acao do laser nos eventos relacionado

com o reparo 6sseo (Petri et al. 2010).

Sabese que a LLLT modula respostas celulares em uma complexa via de estimulacao
da diferenciacdo osteoblastica, as quais podem estar relacionadas com os efeitos benéficos

observados na osseointegracéo (Petri et al. 2010). Estudos também relataram Llquéoa LL
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capaz de aumentar a expressédo de ALAMNARINX-2, BMP (Petri et al. 2010; Fujimoto et
al.2010; Kiyosaki et al2010), OPG, RANK e RANKL (Kim et al. 2007), resultando no
aumento da atividade das células do tecido 6sseo e expansao da atividadeetads@aa.

Além do mais ela pode exercer efeititomuduladorsobre a resposta inflamatoriarétel at

al. 2007), deposicdo de colageno e formacdo da matriz 6ssea, se utilizada nos estagios iniciais
do processo de reparo, ou seja fase proliferativa deesposta inflamatoéria (Pinheiro et al.
2006). Pinheiro et al. (200@)feriram que a LLLT é capazle bioestimulara formacéo de

matriz 6ssea mineralizada apés observacdes do aumento das proteinas osteocdljina (OC
relacionada com o processo de mineeg#o, e diminuicdo de RUNZX, frequentemente

relacionado com o processo de diferenciacéo osteoblastica.

Até o pesente momento, nenhum estudo analisouefeito da LLLT na
osseointegracdo de implantes de tit&uba acao danicotina. O uso da LLLT como método
complementaiparapromovera osteogénese de tecidos ésseos afetados pelo tabagismo foi
proposto apenas recentemente por estudo de Franco et al. (2013) emm modelo com
defeitos dsseos preenchidos por hidroxiapafissim, o propésito do presente estudo
avaliar a influéncia da LLLT na osseointegracao de implantes instalados em tibia de ratos
modificados ou nado sistemicamente pela nicotiAa.avaliacdo consistiude analise
biomecénica, histomorfométrica, histoguimialiada a microscopia de luz polarizada para
avaliacao do nivel de maturagéo das fibras colagenasinoistoquimica para a deteccao de:
HIF-1 U, regul ador centr al d ;a VEGFd popenteaa mediadort e cC i
angiogénicp BMP-2, potente mediadmsteogénicoRUNX-2, fator de transcri¢gao regulador
da diferenciacdo de osteoblast@CN, proteina ndo colagenosa sintetizada e secretada por
osteoblastos na fase tardia da osteogénese; ALP, enzima sintetizada e secretada por

osteoblastos especialmerterante o processo de biomineralizagdo; RANKL, um regulador
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positivo da reabsorcéo 6ssea; OPG, um regulador negativo da reabsorcdo 6ssea; TRAP, um

biomarcador de osteoclastos.
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Gréfico mostrandanédias e desios-padrdo de contra torque (W)

nos grupos Veh e Nic, aos 15, 30 e 60 diasgmp&satdrios, com
comparacao intergrupos e intragrupos: * Diferenca significante
15 dias posperatorios no mesmo grupp © 0, 05) ;

significante com 30 diaso mesmo grupg© 0, 05) .

Porcentagem de contato osso/implantes (BIC) e area Ossea (B/
trés primeiras roscas dos implantes) Grafico mostrandanédiae

desviospadrao de BIC nos grupos Veh e Nic, aos 15, 30 e 60 dias
operatdrios,com comparacao intergrupos e intragrupos: * Difere
significante com 15 dias p@peratérios no mesmo grupp@ 0, 0
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Gréfico mostrandonédiae desviogpadrdo de BA nos grupos Veh
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Nivel de maturacdo das fibras colagenas roscas do implantéA)
Gréfico mostrandomédia e desviogpadrdo das fibras colagen:
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visualizado em microscopia de Ipalarizada
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padrédo de imunomarcacgao (mediana e desvio interquartil dos es
paraHIF-1 U nos grupos Vahe & didki pés
operatorios. (BC) Fotomicrografias evidenando as células HIE U
positivas nos grupos VeB) e Nic (C), aos 15 dias moperatorios.

(D) Gréfico mostrando o padrdo de imunomarcacgdo (mediana e d
interquartil dos escoregpara VEGF nos grupos Veh e Nic, aos 15,
e 60 dias pésperatorios.(E-F) Fotomicrografias evidenciando ¢
células VEGFpositivas nos grupos VdEk) e Nic (F), aos 15 dias pés
operatorios.Abreviacdes e Simbolos: setas, células imunomarce

to, tecido 6ssedContracoloracdo: Hematoxilina de Harris.

Figura 5- Imunomarcacdo para BMP e RUNX2. (A) Grafico mostrando 98
padrdo de imunomarcacdo (mediana e desvio interquartil dos es
para BMP-2 nos grupos Veh e Nic, aos 15, 30 e 60 dias
operatorios.(B-C) Fotomicrografias evidenciando as células BRAF
positivas nos grupos Ve(B) e Nic (C), aos 30 dias pésperatorios.
(D) Grafico mostrand@ padrdo de imunomarcacao (mediana e de
interquartil dos escores) paRUNX-2 nos grupos Veh e Nic, aos 1
30 e 60 dias pésperatérios(E-F) Fotomicrografias evidemando as
células RUNX2-positivas nos grupos VetfiE) e Nic (F) aos 30 dias
posoperatérios. Abreviagbes e  Simbolos: setas, célL
imunomarcadas; to, tecido G&sseoContracoloracdo: (BC)

Hematoxilina de Harris, ({E) Fast green.

Figura 6- Imunomarcacao para OCN e ALR) Grafico mostrando@ padrdo de 99
imunomarcacao (mediana e desvio interquartil dos escorespaye
nos grupos Veh e Nic, aos 15, 30 e 60 diasgpasatorios.(B-C)
Fotomicrografias evidenciando as células G@iditivas nos @pos
Veh (B) e Nic (C), aos 30 dias pégperatorios(D) Grafico mostrandc
o padrdao de imunomarcacdo (mediana e desvio interquartil
escores) pard&LP nos grupos Veh e Nic, aos 15, 30 e 60 dias

operatorios. (E-F) Fotomicrografias evidenciando aslutéas ALP-
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positivas nos grupos Vefkt) e Nic (F), aos 30 dias pésperatorios.
Abreviacdes e Simbolos: setas, células imunomarcadas; to,

o0sseoContracoloracao: Hematoxilina de Harris.

Figura 7- Imunomarcacao paRANKL, OPG e TRAP(A) Grafico mostrandam 100
padrdo de imunomarcacdo (mediana e desvio interquartil dos es
para RANKL nos grupos Veh e Nic, aos 15, 30 e 60 dias-|
operatorios. (B) Grafico mostrandoo padrdo de imunomarcagi
(mediana e desvio interquartil dos escores) para OB@nupos Veh ¢
Nic, aos 15, 30 e 60 dias poperatorios. (C) Grafico mostrando
padrdo de imunomarcacdo (mediana e desvio interquartil dos es
para TRAP nos grupos Veh e Nic, aos 15, 30 e 60 diasgeratorios.
(D-F) Fotomicrografias evidenciandopadréo de imunomarcacao ¢
células RANKL:-positivas (D), OP&ositivas (E) e TRARpositivas
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CAPITULO 2

Figura 1- Gréfico mostrandenédias e desviogpadrdo de autra torque (Nen) 133
nos grupos C e LLLT, aos 15, 30 e 60 dias-gdsratérios, com

comparacao intergrupos e intragrupos.

Figura 2- Porcentagem de contato osso/implantes (BIC) e area Ossea (B/ 134
trésprimeiras roscas dos implant¢8) Grafico mostrandanédias e
desviospadrao de BIC nos grupos C e LLLT, aos 15, 30 e 60 dias
operatdrios, com comparacao intergrupos e intragry@)sGrafico
mostrandanédiase desviogpadrdo de BA nos grupos C e LLLT, a
15, 30 e 60 dias pégperatorios, com comparacao intergrupos
intragrupos: * Diferenca significante com o Grupo C no mes
periodopO 0, 05): A Di f er e nasao reesng
gupo pO 0, 05); y Diferen-a sigl

grupo p O 0, (0-H))Fotomicrografias evidenciandecido ésseo
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Figura 3-

Figura4 -

Figura 5-

neoformado nas roscas do implantes grupos GC, E e G)e LLLT
(D, F e G)aos 15(C-D), 30 (E-F) e 60(G-H) dias pdsoperatorios.

Abreviacgoes: to, tecido 6sseo. Coloracdo: H&E.

Nivel de maturacédo das fibraslagenasas roscas do implantéA)
Grafico mostrandomédias e desviogpadrdo das fibras colagen
maduras e imaturas nos grupos C e LLLT, aos 15, 30 e 60 dia
operatérios, com comparacgao intergrupos e intragrupos: * Difel
significante com 15 dias no mesmo grupp@ 0, 05) ;
significante com 30 ids no mesmo grupop(O 0, BE)
Fotomicrografias evidenciando fibras colagenas madwexsnelhoi
laranja)e imaturagamarela verde)nos grupos GB, D e F)e LLLT
(C, E e G)aos 60 dias pésperatériosAbreviacdes: to, tecido ésse
Coloracdo: érmelho picrosiriusvisualizado em microscopia de |

polarizada

Padrdo de imunomarcacdo para HIE e V(E) GGrafico

mostrandm padrdo de imunomarcacgao (mediana e desvio interqt
dos escores) patdlF-1 U nos grupos ,3eé0 dad
posopeaatorios. (BC) Fotomicrografias evidenciando as células H
1 Gpositivas nos grupos C(B) e LLLT (C), aos 15 dias pés
operatorios. (D) Gréafico mostrando o padrdo de imunomarca
(mediana e desvio interquartil dos escopsspVEGF nos grupos C €
LLLT aos 15, 30 e 60 dias p@peratorios.(E-F) Fotomicrografias
evidenciando as células VE&#esitivas nos grupos (E) e LLLT (F),

aos 15 dias pésperatérios.Abreviacbes e Simbolos: setas, célu
imunomarcadas; to, tecido 0ss&mnntracoloracdo: Hematoxilina de

Harris.

Padrdo de imunomarcacdo para BRIRE RUNX2. (A) Grafico
mostrando o padrdao de imunomarcacgédo (mediana e desvio inter
dos escoresparaBMP-2 nos grupos C e LLLT aos 15, 30 e 60 ¢
posoperdodrios. (B-C) Fotomicrografias evidenciando as células BN
2-positivas nos grupos (B) e LLLT (C), aos 30 dias pésperatorios.

(D) Gréafico mostrando o padrdo de imunomarcacao (mediana e (
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interquartil dos escoreparaRUNX-2 nos grupos C e LLLT, aol5,
30 e 60 dias pésperatérios(E-F) Fotomicrografias evidenciando i
células RUNX2-positivas nos grupos (E) e LLLT (F) aos 30 dias
posoperatérios. Abreviagbes e  Simbolos: setas, célL
imunomarcadas; to, tecido O@sseoContracoloracdo: (BC)
Hematoxilina de Harris, () Fast green.

Figura 6- Padrdo de imunomarcacéo para OCN e ALy .Gréafico mostrando ¢ 138
padrédo de imunomarcacgao (mediana e desvio interquartil dos es
paraOCN nos grupos C e LLLT aos 15, 30 e 60 diasqueratorios.
(B-C) Fotomicrografias evidenciando as células G@isitivas nos
grupos C(B) e LLLT (C), aos 30 dias pésperatorios(D) Grafico
mostrando o padréo de imunomarcacéo (mediana e desvio interc
dos escoreg)araALP nos grupos C e LLLT aos 15, 30 edi@s pos
operatorios.(E-F) Fotomicrografias evidenciando as células Al
positivas nos grupos (E) e LLLT (F), aos 30 dias pésperatorios.
Abreviacdes e Simbolos: setas, células imunomarcadas; to, t

o0sseoContracoloracdo: Hematoxilina de Harris.

Figura 7- Imunomarcacao paRANKL, OPG e TRAPR(A) Grafico mostrando ¢ 139
padrdo de imunomarcacdo (mediana e desvio interquartil dos es
para RANKL nos grupos C e LLLT aos 15, 30 e 60 dias-f
operatorios. (B) Grafico mostrando o padrdo de imunomarca
(mediana e desvio interquartil dos escoppOPG nos grupos C
LLLT aos 15, 30 e 60 dias paperatorios(C) Grafico mostrando «
padrdo de imunomarcacdo (mediana e desvio interquartil dos es
paraTRAP nos grupos C e LLLT aos 15, 30 e 60 diasqueratorios.
(D-F) Fotomicrografias evidenciando o padrao de imunomarcaca
células RANKL:-positivas (D), OP&ositivas (E) e TRARpositivas
(F) aos 60 dias pésperatoriosAbreviacdes e Simbolos: setaglulas
imunomarcadas; to, tecido O0ss&ontracooracao: Hematoxilina d

Harris
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CAPITULO 3

Figura 1- Fotomicrografias evidenciando o tecido 6sseo neoformado nas r 179
dos implantenos grupos Ni¢A, C e B e NidLLLT (B, D e F aos 15
(A-B), 30 (C-D) e 60 (E-F) dias poOsoperatérios. Abreviacdes: tc

tecido 6sseo. Coloracdo: H&E.

Figura 2- Nivel de maturacdo das fibras colagenas. (A) Grafico mostr 180
média e desviogadrao da porcentagem de fibras colagenas mau
e imaturas nos grupos Veh, Veh/LLLT, Nic e Nic/LLLT, aos 15,
60 dias poéperatdrios, com comparacao intergrupos e intragrupt
Diferenca significante com Grupo Veh no mesmo peripdd (| ® 5
Diferenca significante com Grupo Veh/LLLT no mesmo periqu®:
0,05); y Diferen-a significa@0
0,05); # Diferenca significante com 15 dias no mesmo grpp®
0,05); Diferenca significante com 30 dias no mesgnapo O 0 ,
(B-G) Fotomicrografias evidenciando fibras coladgenas madur
imaturas nos grupos Nic (B, D e F) e Nic/LLLT (C, E e G), H»s30
e 60 dias pofperatérios. Abreviacdes: to, tecido dsseo. Colora

Vermelho picrosirius visualizado emicroscopia de luz polarizada.

Figura3-  Imunomarcacdo para HHEU e V EGF. (A) Gr 181
padrdo de imunomarcac¢ao (mediana e desvio interquartil dos es:
paraHIF1LU nos grupos Veh, Veh/LL
e 60 dias po6spemtorios. (B) Gréafico mostrando o padrao
imunomarcagao (mediana e desvio interquartil dos escores)
VEGF nos grupos Veh, Veh/LLLT, Nic e Nic/LLLT, aos 15, 30 e
dias pésoperatorios. (€D) Fotomicrografias evidenciando as célul
HIF-1 positivas C) e VEGFpositivas (D) no grupo Nic/LLLT, aos
15 dias posoperatorios. Abreviacdes e Simbolos: setas, cél
imunomarcadas; to, tecido 6sseo. Cowtbracdo: Hematoxilina de
Harris.

Figura4 - Imunomarcacgdo para BMP e RUNX2. (A) Grafico mostrando « 182
padrdo de imunomarcacao (mediana e desvio interquartil dos es
para BMR2 nos grupos Veh, Veh/LLLT, Nic e Nic/LLLT, aos 15, .
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e 60 dias pésperatorios. (B) Grafico mostrando o padrao
imunomarcacado (mediana e desvio interquartil dos escores)
RUNX-2 nos grupos Veh, Veh/LLLT, Nic e Nic/LLLT, aos 15, 3(
60 dias pooperatorios. (€D) Fotomicrografias evidenciando
células BMP2-positivas (C) e RUNX2-positivas (D) no grupc
Nic/LLLT, aos 30 dias pésperatorios. Abreviacdes e Simbolos: se
células imunomarcadas; to, tecido o6sseo. Calaracao: (C)

Hematoxilina de Harris e (D) fast green.

Figura 5- Imunomarcacéo para OCN e ALP. (A) Grafico mostrando o padré 183
imunomarcacagmediana e desvio interquartil dos escores) para C
nos grupos Veh, Veh/LLLT, Nic e Nic/LLLT, aos 15, 30 e 60 d
pésoperatérios. (B) Grafico mostrando o padrdo de imunomarc.
(mediana e desvio interquartil dos escores) para ALP nos grupos
Veh/LLLT, Nic e Nic/LLLT, aos 15, 30 e 60 dias poperatorios. (€
D) Fotomicrografias evidenciando as células G@&Nitivas (C) e
ALP-positivas (D) no grupo Nic/LLLT, aos 30 dias pdjseratérios.
Abreviacbes e Simbolos: setas, células imunomarcadas; to, t

0sseo. Contraoloracdo: Hematoxilina de Harris.

Figura 6- Imunomarcacéo para RANKL, OPG e TRAP. (A) Grafico mostrani 184
padrdo de imunomarcacdo (mediana e desvio interquartil dos es
para RANKL nos grupos Veh, Veh/LLLT, Nic e Nic/LLLT, aos B8,
e 60 dias poésperatorios. (B) Grafico mostrando o padréo
imunomarcacdo (mediana e desvio interquartil dos escores) pare
nos grupos Veh, Veh/LLLT, Nic e Nic/LLLT, aos 15, 30 e 60 dias |
operatorios. (C) Grafico mostrando o padrdao de imunorman
(mediana e desvio interquartil dos escores) para TRAP nos ¢
Veh, Veh/LLLT, Nic e Nic/LLLT, aos 15, 30 e 60 dias pc¢
operatorios. (EE) Fotomicrografias evidenciando o padréo
imunomarcacao das ceélulas RANfositivas (D), OP&positivas (E)
e TRAP-positivas (F) aos 60 dias pégperatérios. Abreviacdes
Simbolos: setas, células imunomarcadas; to, tecido 6ésseo. C

coloracdo: Hematoxilina de Harris






Lista de Anexos

AnexoA - Certificado do Comité de Etica no Uso de Animais (GFU 186

Anexo B- Nor mas para publ i Cliscal«Qral Ichglants® 188
Research



oA L IR, -
mEmHm 3 ngmS@.Sz 9p BIsT]




Lista de Abreviaturas e Siglas

ANOVA
ALP

BA

BIC
BMP-2
CEUA
cn?
DNA
DP
EDTA

FAPESP

H&E
HIF-1 U

InGaAlP

Jicnf

LLLT

mg/kg

mg/ml

Analise de Variancia

Fosfatase Alcalina

Area Ossea

Contato Osso Implante

Proteina Morfogenética Ossga
Comisséo de Etica no Uso Animal
Centimetros quadrados

Acido Desoxirribonucleico

Desvio Padrao

Acido Etilenodiaminotetracético

Fundacédo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo

Gramas

Horas

Hematoxilina e Eosina

Fator Induzido por Hipéxid alfa
indio-Galio-Aluminio-Fésforo

Joule

Joule por centimetro quadrado

Terapia com laser em baixa intensidade
Média

Miligramas por quilogramas

Miligramas por mililitros



Lista de Abreviaturas e Siglas

min = Minutos

mi = Mililitros

mnY =  Milimetros quadrados

mRNA =  Acido Ribonucleico Mensageiro

mwW = Milivates

nm = Nardmetro

OCN =  Osteocalcina

OPG =  Osteoprotegerina

PBS =  Tampéo Fosfato Salino

RANK = Receptor ativador de NF Kappa
RANKL = Receptor ativador de NF Kappa
RUNX-2 = Fator de Transcricd@elacionado a Runt

S =  Segundos (Unidade de medida de tempo)

to =  Tecido 0sseo

TRAP =  Fosfatase Acida Tartarato Resistente

VEGF =  Fator de Crescimento Endotelial Vascular

eg/ml = Micrograma por mililitros

em =  Micrémetros (Unidade de medida)

°C = Graus célsius (Unidade de medida de temperatura)



AT R e Sl
moﬁo&:&m @ﬁ Smﬁ




Lista de Simbolos

%

Por cento
Arroba

Menor

Menor ou Igual
Igual

Mais

Mais ou menos
Marca registrada

alfa
Beta
Vezes

Tamanho da amostra
Probabilidade do valor do teste
Potencial Hidrogenidnico

NUmero



Sumario

CAPITULO 1:

RESUMIOL. et e et e e e e e e e e eee 64
1100 [1 o> Vo PP 65
MateriaiS € MELOUOS. ... .uuuuuiiiiiiiiiiiii ittt e e rmmmmeenee e e eeeeeeeeees 68
RESUIAAOS. ... e e e e e e e e e e 75
Do 0135 T U PPPRRRRN 77
S (=T =] [ = PP PPPPPPPPPRPPPRPR 82

CAPITULO 2:

RESUMIO. ...t e e e e e mmmmen s e e e e e e rn e e e eaeees 103
1 0o [0 ToF= o N PP PPPPPPPPPPPPPPP 104
Y F= =T = TS = 1Y/ 1= (o To [0 L 105
TS U1 = To [ 1 U UUPRSP 112
D LYo U K - Lo TP 115
L E] (=T =] [ = P PPPPPPPRRRRPPRRR 120

CAPITULO 3:

RESUMIO. ...t rr e e 142
111700 [0 [oF= o F PP PPPPPPPPPPPPPPPP 143
MateriaiS € MELOUOS. ........ueeiiieiiiiiiiie et reeeeer e ae e 145
RESUILATOS. ... 152
DISCUSSA0. ...ttt ettt ettt ettt mmmm e e e e et e et e e e e e e e e e e e e e e e 156
RETEIENCIAS. ... eeiiiii it e et r e e e e e e e e e e e e e e e e e e 160
ANEXOS

ANBXOA e m——————————— e 185

F AN 1<) (0] = T 187



1cacao

Capitulo 1

Segundo as normas do Periddico “Clinical
Oral Implants Research” — AnexoB

Manuscrito para Publ




Manuscritos para Publicagd@Capitulo 1

Titulo: O efeito da nicotina no processo de reparo 6sseo pemplantar.

Autores: Paula Lazilha FaleirdsMS; Juliano Milanezi de AlmeidaPhD; Valdir Gouveia
Garcid? PhD; Alvaro Francisco Bos¢dPhD
! Departamentale Cirurgia e Clinica IntegradaDisciplina de PeriodontjaFaculdade de

Odontologia de Aracatubblniv. Estadual PaulistaUNESP, Aracatuba, SP, Bras

2 Curso de MestradoFaculdadede Odontologiade Barretos, Centro Universitario da

Fundacao Educacional &arretos- UNIFEB, Barretos, SP, Brasil.

T2tul o r esumi doEfgtddanicotmanaagsedintegrac&oo ) :

Palavras-chave Implantes dentais, nicotinasseointegragéo.

Autor responsavel pela correspondéncia:

Alvaro Francisco Bosco

Rua José Bonifacio, n°® 1193

CEP: 015050, Aracatuba, SP, Brasil

Telefone: +55 18 3#3239(publicacdo autorizada)
Fax: +55 18 3636333(ublicacdo autorizada)

E-mail: afbosco@hotmiacom (publicagcéo autorizada)

63



Manuscritos para Publicagd@Capitulo 1

Resumo

Objetivo: Analisaro processo de reparo 6sseo fplantarem tibia de ratos modificados
sistemicamente pela nicotindlaterial e Métodos: Um total de 60ratos (Wistar)foi
randomicamentalistribuido em doisgrupos experimentaign = 30) submetidos a duas
aplicacdes diarias de solucéo salina (Veh) ou nicotina (M@Js trinta dias, implantes de
titnio foraminstaladosa metafise proximal de ambas as tibias. Dez animais de cada grupo
foram eutanasiados aos 15, 30 e 60 diasopésatorio.As tibias direitagoram analisadas

pelo testede torque reverso erocessadas parandlise histoldgica, histoquimica e
imunoistoquinicas de HIF-1U , V,BBBIP-2, RUNX-2, OCN, ALP, RANKL, OPG e
TRAP. As tibias esquerdas forgmnocessadagara aanalisedo contato ossaémplante (BIC) e

area oOssea (BA)Os dadosquantitativos foram analisados estatisticamesne nivel de
significancia dé&%. Resultados:O GrupoNic ndo apresentou diferenca significante em BIC

e no torque de remocdo dos implantes, a@esentoudiminuicdo daBA e qualidade das
trabéculas ésseas no interior das suas rapeasdo comparado ao Grupo Vdmmbém foi
observado atraso mamodelacdala matriz 6ssea, diminuicdo no padrdo de imunomarcacao
de HIF-1 UVEGF, BMP-2, OCN, ALP e OPGaumento no padrdo de imunomarcacéo de
RANKL e aumento nguantidade deélulas imunorreativas RUNX-2 e TRAP no Grupo

Nic em relagdo ao Grupo Vel€onclusdo: A nicotina é capaz deestimular a atividade
reabsortiva, reduzir a angiogénese e aliferenciacdo osteoblastickcal, prejudicar a
remodelacéo do colageno da matriz 6ssea, 0 processo de biomineralizacdo e maturacao 6sses
peritimplantar o que € capaz de exercer potente efeito negativo sas®seaintegracdo em

fumantes
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Introducao

No contexto da implantodontia, a maparte da literatureelacionao tabagismo como
importante fator de risco que afeta a taxa de sucelésico das reabilitacbes implanto
suportadase apenas alguns estudggonstrom et al. 2001; Bain et al. 2QRumar et al.

2002) falham ao tentaestabelecer esdaterrelacao(Baig & Rajan 2007)O assunto foi
discutido pela primeira vez na década de noventa por RaiMoy (1993 que, ao
investigarem 540 pacientes com 2194 implantes Branemark, consideraram o uso do tabaco o
fator mais significatie responsavel por falhas de implantiestitanio Recentemente, uma

nova revisao sistematica e medaalisereascendeu o temaara a comunidade cientifica
demonstrandgue o tabagismo, além de levar ao fracasso dos implantes, ainda leva ao risco

de infec¢Bes pésperatérias, bem como a perda 6ssea marginal (Chrcanovic et 4l. 2015

O tabaco contém umeomplexa misturale substancias, incluindo a nicotina, varias
nitrosaminas, oligoelementos, e muitas outras substancias pawacterizadaglanaka et al.
2013). O efeito potencialesses multiplos componentes no metabolismo &Esela ndo é
compreendidp(Gotfredsen et al. 200@ por iss@ maioria dos efeitos indesegs do tabao
tem sido atribuidod nicotina(Ma et al. 201B; Ma et al. 2014). A nicotina, 0 maior
componente da fase particulada do tabaco, € um alcaloide altamente toxico (Balbani
Montovani, 2005). E o agonista prototipico dos recestarolinérgicosnicotinicos que
estimula drasticamentesneurdnios e, em ultima analise bloqueia a transmissao sind&gtca.
também assumiu importante papel nas pesquisas cientificas na angplatdodontiauma
vez quetem sido amplamente utilizada em modetaxperimentais com animacgie visam
elucidaros efeitos do tabaco sobre a osseointegracépago 0sseo pennplantar(Stefani et

al. 2002; Nociti Junior et al. 2002;CésasNeto et al 2003; Balatsoukaet al. 200%;
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Balatsoukaet al. 2005; Bonfante et ka 2008; Gotfredsen et al. 2009; Berley et al. 2010;

Yamano et al. 2010).

A literatura relataseveras alteracfes no metabolismo e capacidade de reparo 0sseo
frente & nicotina,incluindo: (1) inibicdo da proliferacdo, migracdo, quimiotaxia de
fibroblastos, e com isso a reducdo na producdo de colageno (Yin et al.v260g9 &
MartinsGreen 2004) (2) promocdo de severa vasoconstricdo, a qual diminui a perfusao
sanguinea e causa baixa concentralgioxigénio e isquemia tecidual, ao passo que estimula
a angiogéneseMa et al. 2008; Zheng et al. 200Bla et & 201(); (3) alteracdes na
proliferagcéo, diferenciacdo, maturacao e expressao génica de osteoblasiss €t al. 2000;

Walker et al. 2001 Tanaka et al. 2005; Katono et al. 2006; Pereira et al. Z0dibem et al.

2011) (4) aumento do numero de osteoclastos com poucos nucleos e diminuicdo do namero
de osteoclastos com grandes nudcleos, além de reducdo da &rea planar de reabsorcédo 0sse
(Taraka et al. 201)3 Tais alteracbepoderiam influenciar a osseointegracao, uma vezetp

esta associada com a formacdo de um coagulo sanguineo ao redor do implante, seguida pela
diminuicdo da infimac&o e aumento da angiogénese e osteog@uageet al.2015), sendo

a osteogénese o0 mecanismo que incorpora a diferenciacdo osteoblastica, formacao e

mineralizacdo 0sse&4dlvi et al. 2015)

Contudo estudos pi@inicos mostramresultados controversa@ tentar estabelecer
uma correlacdo entra exposigdosistémica anicotina e o atraso naosseointegracao
(Takamiya et al. 2013) Por exemplo, um estqde comparou administracéo sistdica de
nicotinae a inalagdo da fumaca do cigarro mostque, enquanto a inalagdo da fumaga
diminuiu o contato ossimnplane e a neoformacdo 6ssea tanto em o0sso cortical quanto
medular, a rdotina isolada apenas foi cap# reduzir a neoformagéo 6éssea em area medular.

(CésarNetoet al 2003. Outros autoreslemonstraramaindaquealtas doses de nicotina e por
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longo peridlo detempo (6 meses) ndo afetararpsseointegracdo em tibiae coelhos
(Balatsouka et al. 20@5Balatsouka et al. 2005 Gotfredsen et al.2009Alguns chegaram a
sugeriraindaqueoutros componentes do tm poderiam estamaisenvolvidos no prejuizo
ao sicesso clinico dosnplantes dentais em fumant@alatsouka et al. 206k No entanto,
frente aoutrosrelatosque demonstramuea nicotinafoi capaz de causafeito prejudiciaho
processo de reparo O0sseo pemplantar (Berley et al. 2010; Yamano ell. 2010 nés
consideramos est#pico ainda como controverse inconclusivQ fazendese necessario
novos estudosque elucidem a sua acdo emecanismos especificoso processode
osseointegracao

Assim, opropdésito do presente estudo foi analisgrocesso de reparo 0sseo peri
implantar e eventos celulares envolvidesn tibia de ratos modificados sistemicamente pela
nicotina A avaliacdo cosistiu de andlise biomecanicka forca necessaria para romper a
osseointegracadistomorfométricado contatoosseimplante (BIC) e porcentagem de area
0ssedBA) dentro dos limites das roscas dos implanéstoquimica aliada a microscopia de
luz polarizada para avaliacdo do nivelndaturacéo das fibras colagemasnunoistoquimica
para a deteccéo delF-1 UFator induzido por hipoxid alfg regulador central da adaptacgéo
tecidual a hipoxipg VEGF (Fator de crescimento endotelial vasculpptente mediador
angiogénicyy BMP-2 (Proteina morfogenética 6ss8, potente mediador osteogénico
RUNX-2 (Fator de transcricdo relacionado a Rumégulador dadiferenciacdo de
osteoblastgs OCN (Osteocalcina proteina néo colagenosantetizada e secretada por
osteoblastos na fase tardia da ogémese)ALP (Fosfatase alcalinaenzima sintetizada e
secretadgor osteoblastos especialmente duranf@ocesso de biomineralizaca®ANKL
(Receptor ati vador ,uihgegilaBor positipopdaeabsorcdo iosgeOPG e
(Osteoprotegerinaum regulador negativo da reabsorcdo Qss€RAP (Fosfatase acida

resistente ao tartargtom biomarcador desteoclastgs
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Materiais e métodos

1. Animais, calculoamostra e grupos experimentais

Este estudo foi conduzido em conformidaden as diretrizegpropostas pelARRIVE
(Pesquisa AnimalDescrevendo ¥perimentodn Vivo) (Kilkenny et al. 201Q)O tamanho da
amostra foi determinadoom um nie | de signi fi w®podér amostra deU
80%. Consderando estes parametros, dez aninpais tratamento foi considerado nosso
tamanho da amostra. Um total 6@ rabs machos(Rattus norvegicus, albinus, Wistate 3
meses de idad&50-300 g (Biotério Centralda Faculdade de Odontologie Aracatuba,
UNESB foi estudado. lth total de120 implantes foi instalad®s animais foranmantidos
emambiente com temperatura estavel (22 + 2&€Jo de luz controlado (2B clardescur9,
agua e racaad libitum durante todo o eerimento Seguindo uma tabela gerada em
computadorpos animais foram distribuidos edwois grupos expementais (n = 8) deduas
aplicacdesdiarias desolucdo salina, Grup&eh; ou nicotina, Grupo NicO protocolo
experimental foi aprovado peomisséo de Etica no Uso de Animgisotocolon® 00934

2012) da Faculdade de OdontologeaAracatuba JNESP

2. Protocolo Experimental
Administragéo da nicotina &olugao salina

O hemissulfato de nicoti&igma, St. LouisMO, EUA) foi diluido em solucéo salina
(cloreto de sodio 0,9%ara se obter uma solugcdo com concentracédo de 5mf/odda 12
horas, os animais do Grupbc receberaninjecdes subcutaneasm dose d8mg/kgde peso
dessa solucaona regiao dorsal em horario peétabelecido por um periodo de 30 dias que

antecedeam o procedimento cirdrgico até o0 momento da eutari@giamoto et al1994). Os
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animais do Grup Veh receberarapenas o veicul(solucédo salinacom objetivo de simular

as mesmas condicdes de estresse diario proveniente das aplicagdesrde

Instalacdo dos implantes

Apo6s 30 dias do inicio dagiministracfefoi realizado gorocedimentairargico para
instalacdo dos implantegstibias direita e esquerdde todos os animaig\ anestesia geral
foi realizadgpela associdp de ketamina (70 mg/kg de peso corporal) e xilazina (6 mg/kg de
peso corporal)Apoés tricotomia da parténternada pena eantissepsiacom iodopolvidona
(10%), Pi realizada uma incisdo de aproximadamente 30duartado interno da coxa, logo
abaixo do joelho, e a metafise proximal foi exposta por disseccdo rasnbaalvéolo
cirdrgico bicorticalfoi preparadocom uma fresg2,0 mn) (Conexao Sisteas de Protese,
Aruja, SP, Brasil) montada em mot cirtrgico (45 Ne 98 rpm) (Omega, Dentscler Indistria
de Aparelhos Odontologicos Ltda, Ribeirdo Pre®®, Brasil) sob irrigacdo constante de
solucdo salina. Omplante 4,0 mm x 2,2 mm Cone Morse, de superficie tratada
convencionalmente por meio de jateamento e ataque)ad®P Biomedical®,Campo
Largo, PR, Brasi foi instalado no alvéolo cirirgico com unthave digital(1,2 mm)
acoplada ao hexagono dmplante até quetodas a suas roscas ficassem completamente
cobertas pelo osso corticdEm seguida, o tecido muscular feuturado com fio 4.0 de
poliglactina 910 (Ethicon, S&o Paulo, SP, Brasil),teaido epitéal foi suturado com fio de
seda 4.0 (Ethicon, S&o Paulo, 8Rsil). Os animais receberam uma injecao intramusdcdar
24.000 IU de penicilinas-benzathina (Fort DodgeSaude Animal Ltd,, Campinas, SP,
Brasil) no posoperatorio imediatoPara evitar vieses, procedimento cirdrgiceempre foi
realizado pelo mesmoirurgido experiente e calibrado (JMA), de acordo com rigido

protocolq e cego aos grupos criados.
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Periodos experimentais

Os animaisforam eutanasiadosom dose de 150mg/kg deiopental (Cristalia
ProdutosQuimicos Farmacéuticos lad Itapira, SPBrasl) aos 15, 30 e 60 diaspos
operatorios As tibiasdireitas foramcoletadas, dissecadasra a exposicdo dos implantes,
submetidas a avaliacdo biomea@ne depoisprocessadas laboratorialmente paralise
histoldgica, histoquimica e imunoistoquimica As tibias eguerdas foramprocessadas
laboratoriamentepara a confeccao de cortes histologienssistema de corte especifipara

analise histométrica.

3. Avaliacdo biomecanica

Apos a estabilizacdo da tibia em uma marsmplante foi removido pomovimento
antrhorario ®m uma chave hexagonal (1,2 mm) conectada ao implante e raegidor
analégico detorque (BTG60CNS Tohnichi Mfg. Co. Ltd., Tokyo, Japotomandese
cuidado para quaenhuma forcdosse aplicada ao implante direcéo verticalO medidor
registrou a forca necessaria para romper a osseointe@hacé). Os dados coletados foram

tabulados e submetidos a analise estatistica.

4. Processament®s laboratoriais
Processamenthistolégico das tibias direitas

As porgdes dagibias direitas previamente contendo o implapferam dissecadas,
fixadas em formaldeido tamponado(4%) por 48 h, desmineralizadas ewcido
etilenodiaminotetracético a 4 (pH 7,2)e incluidasem parafinaSeccéesemiseriada (4
em) foram confeccionadas na direcaolalogo eko do alvéolo do implante. Duaec@es de
cada esp@me foram coradas por hematoxilina e eogH&E) para analise histologica, duas

foram coradas por picrosirius red para analise histoquimicdras dezoito forareeparadas
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em nove lotes esubnetidas a reacfes de imunoistoquimica com 0s seguintes anticorpos
primarios policlonaisanti-HIF-1 Wlo rato gerado em camundongo (68546, Santa Cruz
Biotechnology Santa CruzCA, USA), anttVEGF do rato gerado em camundor{ge 7269,
Santa CruzBiotechnology Santa Cruz CA, USA), anttBMP-2 do rato gerado em
camundongo (B9553, Sigma Aldrict. Louis CA, USA), anttRUNX-2 do rato gerado em
camundongo (s¢0758, Santa CruBiotechnology Santa CruzCA, USA), anttOCN do rato
gerado em cabragd8319, Santa CruBiotechnology Santa CruzCA, USA), anttALP do

rato gerado em coelh®c30203, Santa CruBiotechnology Santa CruzCA, USA), antt
RANKL do rato gerado em camundongo-{$28, Santa CruBiotechnology Santa Cruz

CA, USA), anttOPG do rato gerado em cabra {8468, Santa CruBiotechnology Santa
Cruz, CA, USA) e antiTRAP do rato gerado emabr (se30833, Santa CruBiotechnology
Santa CruzCA, USA). O processamento imunoistoquimico foi realizado pela técnica da

imunoperoxidase indireta seguindo o protocolo descrit@jaocia et al. 2013.

Processamento histoldgico das tibias esquerdas

As porc¢Bes datibias esquerdas;gontendo o implantdpram fixadas em formaldeido
tamponado (4%) por 48 h e processagukelatécnica descrita por Donath & Breuner (1982)
em laboratério especializado deaculdade de Odontologia de Araraquara, UNEGB
espécimes foram desidratadoa corcentracdes crescentesatanole embebidos em resina a
base de glicmetacrilato (Technovit 7200 VLC,Heraeus Kulzer, WehrheimiHesse
Alemanha). Os blocos fam cortados em seccdes de 100 de espessurabjetivandoo
centro do didmetro do implante ao longo do seu eixo longatidom um aparelho de corte
especifico(EXAKT Apparatebau GmbH & Co., Norderstedt, Alerhah Uma Unica seccao
foi obtidaa partir de cadamplante. As secc¢des foram reduzidas por lixas a uma espessura

final de 30 um por moagem e polimento usando uma deid&XAKT microgrinding As
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seccOes foramoradas em azwbluidinaa 1%e vermelho escarlatgsigma Aldrich,St. Louis

CA, USA).

5. Analise das amostras

A andlise das amostras foi realizada atravésnaeoscopia de luz polarizadpara
analise histoquimica emicroscopia Optica de campo clamara aanalise histologica
histométrica e imunoistoquimica. Em todas as anafisesonsiderada gorcaodo tecido

O0sseqresentanastrés primeirasoscas do implantée cadaanimal(Sakakuraet al 2003)

Analise histoldgica e imunoistoquimica

As andliss histoldégica eimunoistoquimicaforam realizadagpor um histologista
certificadoe cego aos tratamentos realizadBg). A analise histolégicaonstouda descri¢cao
das caracteristicas morfoldgicas do tecido 6sseo na regginita Os seguinteparametros
histologicos foramconsiderados: presenca e grau de inflamacdo; natureza do infiltrado
inflamatorio; presenca e extensdo de necrose tecidual; edtadasculatura; padrdo de
celularidade dos tecidos 6sseo, conjuntivo, adiposo e hematopoético e; padréo de estruturacdo
da matriz extracelular dos tecidos 6sseo, conjuntivo, adiposo e hematopeétaidlF-1 U ;
VEGF, BMP-2, OCN, ALP, RANKL e OPG foi efetuada umandlise sernquantitativa
utilizandosede duassecc¢Oe histologicas de cada animal, no aumento original de 400x. A
padrdo de imunomeacao foi atribuido um esco®.critérioadotadgpara o estabelecimento
dos escores fdiaseadmaqueles dabelecidos poFaria et al. (2008)pnde 0 = auséncia de
imunomarcacdo; 1 = baixo padrdo de imunomarcacdo; 2 = moderado padrao de
imunomarcacao; 3 = alto padrao de imunomarca@amRUNX-2 e TRAP foi efetuada uma

analise quantitativatambémse utilizando de duas secc¢Oes histoldgicas de cada animal no

72



Manuscritos para Publicagd@Capitulo 1

aumento original de 400xs células RUNX2 e TRAP-positivagmn? expressas nas trés
primeiras roscas, na regido mesial e distal do implante, foram consid&tada$RAP foram
consideradas apasas células multinucleadas contendo trés ou mais nlclesm e€ontato

com o tecido 6sseo.

Andlise hstoquimica

Outro examinador (PLF) treinado e cego aos tratamentos realizados executou a analise
histoquimica com ursoftwere(AutoMeasurepara AxelVision 4, Carl Zeiss, Alemanha) que
permite a avaliacao dhstribuicdo espacial das fibras colageeasfuncéo do limite de cores
As cores das fibras colagenas, quando coradas com vermelho picrosirius e visualizadas sob
microscopia de luz polemada, dependem da espessura da fibra e variam em ordem crescente
em funcdo do seu grau de maturacdo, indo de verde para amarelo, laranja, e vérmelho.
identificacdode areas de diferentes matizes permaéiguantificacdo das areas ocupadas por

diferentes corefKanno et al. 2008).

Analise histométrica
A analise histométrictoi realizada com auxilio de usistemade andlise de imagem

(Axiovision v.4.8.2, Carl Zeiss, Jena, Germany.) acoplado a um miciospdjico (Olympus
BX 51), com ampliagéo de 4 x, pelo mesmo examinador (PLF). As imagpthwwadas foram
salvas no formato TIFF e analisadas duas ocasides diferesteespeitando um intervalo de
duassemanas entre a primeirasegunda avaliacd0. cantato ossamplante(BIC) e areade
0sso(BA) dentronasroscas do implantieram avaliadas de acordo comseguintes critérios
descritos poBakakuraet al (2003)

1. A extensao linear (mm) do tecido 6sseo em contato direto com o titaniwésas

primeiras roscas do implante na regido mesial e distal
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2. Area de osso neoformadmm?) em relacdo a area total presente dentro dos limites
dastrés primeiras roscas do implante na regido mesial e.distal
Para as duas analises foram consideradasdms dos valores obtidos nas regides mesial

e distal para cada implante.

Calibracdodos examinadores

Para minimizar erros intrexaminador, todos os examinadores acima identificados
foram mascaradosapa 0s grupos experimentaidratamentogealizadosantes das analises
histométrica, histoquimica e imustoquimica Os examinadoresalizaramas medi¢cdesde
BA, BIC, RUNX-2 e TRAPduas vezes. O teste t pareado foi zaiio para calcular o erro
intraexaminador. P> 0,05 no teste t emparelhado foi coesatlo para estimar a viabilidade

do método proposto.

6. Analise estatistica

Com um tamanho de amostra de p0O( 0, 05 ) , o estudp foi die 90%. ds
dados foram analisadadravés de ensoftware (BioEstat versdo 5.0Belém, PA,Brasil).
Para todos odados quantitativos (conttarque, BA, BIC, RUNX2 e TRAP) foi realizada a
analise de normalidade pelo teste Shapiitk e analise de variancia a dois critérios
AANOVAO, com n2vel p<6,05s Fogaplicddo @ testecde aukey paf %

compaacdes multiplasos grupos como também dos periodos.
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Resultados

Analise Biomecéanica

N&o houve diferenca estatisticamente significante no torque de rersag&o o0s
grupos,no mesmo periodo. A comparagdo entre 0s perindamnesmo grupo mostrou que
apenas o Grupo Nic exibimaior torque de remocdo dos implantes aos 8@s pos
operadrios quando comparados aos 15 diasqueyatérios (§<0,05;Figural), e aos 60 dias

posoperatérios quando comparados aos 30 diampésatorios[§<0,05 Figural).

Analise Histométrica
BIC

N&o houve diferenca estatisticamente significant®I@entre os grupos)o mesmo
periodo A comparacao entre 0s periodos mesmo grupmodrou que apenas 0 Grupo Nic
exibiu maior BIC aos 60dias posopeaatérios quando comparade®s 15 e 30 dias pds

operatérios§<0,05; Figura2).

BA

A comparacao intergrupos no mesmo periodo mostrou que o Grupo Nic exibiu menor
BA em comparacdo ao Grupo Veh em todos os periodos experimentais estpdadifs (
Figura2). A comparacgdo entre os periodos no mesmo grupo mostrou que o Grupo Nic exibiu
menor BA aos 30 dias pdaperatorios quando comparados aos 15 diasopégtorios
(p<0,05; Figura 2). Os grupos Veh e Nic exibiram maior BA aos 60 diasquegatdrios

guando cmparados aos 30 dias pageratorios [(<0,05;Figura2).
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Andlise Histoquimica

A comparacao intergrupos no mesmo perigtistrouque apenas aos 60 dias pos
operatorios o Grupo Velexibiu maior quantidade de fibras coldgenas imaturas em
comparacao ao Grupdic (p<0,05; Figura3). A comparacao entre os periodos no mesmo
grupo mostrou que o Grupo Nic apresentou maior quantidade de fibras colagenas imaturas aos
30 dias pooperatérios quando comparados aos 15 diapértorios [§<0,05; Gréafico 4
Os grupos/eh e Nic exibiram maior quantidade de fibras coldgenas imaturas aos 60 dias pos

operatdrios quando comparados aos 30 dia®pératorios§<0,05;Figura3).

Andlise Imunoistoquimica

A analise imunoistagimica deHIF-1 & VEGFmostroy para ambos os marcadores,
padrdo de imunomarcacfcedominantement@moderado no Grupo Vel® Grupo NIC exibiu

padrdo de imunomarcacao baixo em todos os periodos experimentais eqtidadas).

Na andlise de BMR2, o Grupo Vehapresentopadrdo de imunomarcacdo moderado
em todos os periodos experimentais estudados, enquanto o Grugporéientoypadrao de
imunomarcacdo predominantemente bafkaura 5). Na andlise quantitativa das células
imunorreativas a RUN>2, foi observada uma maiquantidade de células RUNXsitivas
nos animais do Grupo Nic em comparacdo aos animais do Grupo Veh em todos os periodos

experimentais estudadgs@0,05;Figuras).

Na analise deOCN e ALP, O Grupo Veh apresentou, para ambos os marcadores,
padrdo de imunomarcac&wderadaem todos os periodos experimentais estudaamgianto

0 Grupo Nic apresentquadrao de imunomarcacao predominantemigaiteo (Figura6).
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Também foram observadas alteracdes tanto proxipais reguladores locais da
osteoclastogénes®ANKL e OPG, quanto na quantidade de osteoclastos ativos. A analise
dos marcadores RANKL e OPG mostrou uma tendéncia ao aumento no padrdo de
imunomarcacdo de RANKL e diminuicdo no padrdo de imunomaraseddPG no Grupo
Nic em comparacdo ao Grupo VdRigura 7). Na andlise quantitativa desteoclastos
imunorreativos a TRAP foi observada maior quantidade células J®A8Rvas nas trés
primeiras roscas dos implantes nos animais do Grupo Nic em comparacaniraais do

Grupo Veh, aos 15 e 30 dias pageratoriogp 00,05; Figura?).

Discussao

O efeito prejudicial do tabaco sobresacesso clinico dos implantgs estd bem
definido na literaturgChracanovic et al. 2015¢ontudo 0os mecanismos especificeventos
celulares envolvidos nesseopessaindando estéao totalmente elucidadbsnainvestigacao
sobre os protocolode cessacdo do tabagismo mostgue individuos que passaram por
periodos de interrupcdo desse habito, inicisseloumasemana anteslo procedimento
cirdrgico para a instalacdo atéto semanasapos exibiram menags indices defalhas de
implantes (Bain 1996) Mais notavelmentep tabagismo foi responsavel por falhas de
implantes em humanos previamente a sua exposicdo a cargas funcionais (De Bruyn et al.
1994), importante evidéncia que aponta o seu efeito nocivo no processo reparo 0sseo peri

implantar.

Apesar dos achadosstudosin vivo que utilizaram modelo animal sistemicamente
modificado pela nicotina para a avaliacdo da osseointeg@gs@rvaram que ndo houve
influéncia signifcante da nictina em variosparametros avaliados, tais como for¢ca no torque

de remocéao, frequénciae dessonancia, densidade éOssedrdedas roscas dos implantes,
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densidade 6ssea no leito cirdrgico sem instalacéo do implante, BIQ &t&ani et al. 2002
Balatsoukaet al. 200%; Balatsoukaet al. 2009; Gotfredsen et al. 2009Yais resultados
demonstram certa dificuldade para se tracar um paralelo entre os resultados clinicos e alguns

estudos experimentais em animais (Berley et al. 2010).

A administracasistémica de nicotina para awalos efeitos do tabaco no processo de
reparo 0sseé consilerado um método consagrado entre os diferentes modelos experimentais
in vitro (Pereira et al. 2008Rothem et al2009 Ma et al. 2011bKim et al. 2012 ein vivo
(Stefani et al. 2002Balatsoukaet al. 200%; Balatsoukaet al. 2005; Bonfante et al2008;
Gotfredsen et al. 200%a et al. 2016; Berley et al. 2010; Yamano et al. 2018Iém do
mais frente as evidéncias da necessidade de interrupcdo e/ou cessacdo do tabagismo (Bain
1996 CésatNeto et al. 200§ CésafNeto et al. 2008), diversosprodutos a base de nicotina
tém sido propostos aos pacientes como métodos auxiiaraparar defumar,as chamadas
fiterapias de reposicadLindsonHawley et al. 2016) Assim, do ponto de vista dos autores
do presente estudo,igportante entender omecanisme de acdo da nicotinaos eventos
celulares envolvidos no processo de reparo 6esesseointegracao, justificando a escolha
desse modelo no presente estud®s nossas avaliacfes consistirashe (1) analise
biomecanica peloteste de torque reverso(2) analise histolégica eéristométrica da
porcentagem de BIC 8A; (3) andlise histoquimica daivel de maturacdo das fibras
colagenas(4) e andlise imunoistoquimica ¢#F-1U, VEGF, BMP-2, RUNX-2, OCN, ALP,
RANKL, OPG e TRAP.Todas realizadadentrodos limites das trés primeiras roscas dos

implantes, na regidao mesial e distamo proposto pdsakakuraet al (2003.

Na analise biomecéanica nfm observadaliferenca significante no torque de remocéo
de implantes instaladasm animaistratados ou ndo com nicotineorroborando corestudos

que também ndo observaramu efeito prejudicial no torque de remocédo deplantes em
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tibias e fémures de coelhd3ajatsoukaet al. 200%; Balatsoukaet al. 20056; Gotfredsen et

al. 2009. A analise histométricalo presente estudo demonstrou que também nao houve
diferenca significante no BIC entre os grupos. Porém, hmemor BA no Grupo Nic, em

todos ogperiodos experimentais estudados. A andlise histologica mostrou alvéolos cirdargicos
envdtos por delgada camda de osso trabecular imaturo, 0s quaig@E@sentavantom
densidade e espessura comparativamente maiosesimaisdo Grupo Veh. Tais resultados
indicam que, apesar da nicotina néo ter influenciado o torque de remocao e 0 @stato o
implante, ela foi capaz de influenciar negativameatquantidade ea qualidade 0ssea,
corroborando com os resultados obtidos Berey et al. (2010 e Yamano et al. (2010) que
tambémobservaram efeito prejudicial da nicotina na osseointegracao.

Tem sido relatado gue nicotina € capaz de influenciar diversos eventos relacionados
ao processo de reparo 0ssts comoangiogénese, osteogénaseneralizacdo e maturacao
0sseaos quaigpoderiam explicar a menaeoformacao 6ssea paémplantarno Grupo Nic no
presente estudo. No que diz respeito a angiogéfaseglatado que elgpromovesevera
vasoconstricdodiminuicdo da perfusdo sanguineacencentracdo de oxigénio, levando a
isquemia tecidua{Zheng et al. 2008Va et al. 201b). A hipdxia e aisquemia promovida
pela nicotinapoderia estimular a gxessdo de HHEU, aumentando a expresséo de VEGF,
que estimularia a angiogénese (Ma kt281(). Contudo, de modo contraria analise
imunoistoquimica dogrincipais reguladores locaisla angio§neseavaliados neste estudo
mostrou um padrdo denunomarcacadanto deHIF-1U quanto de VEGF menor nGrupo
Nic em comparacao ao Grupo Vem todos os griodos experimentais estudados, indicando
que elacomprometa a angiogéneseéd VEGF, por sua vez, em situacOes fisioldgicas
normais, tem a capacidadateragir sinergicamenteom a BMP, potentandutor de
osteogénesgPatel et al. 2008).Neste estudo, foi observadom menor padrdo de

imunomarcacdopara BMP-2 no Grupo Ni¢ indicando que ocomprometimerdt da
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angiogéneseesultou em efeitos negativos sobre a inducdo osteogénica mediada p& BMP
nos animais tratados com nicotina. Estes achados corroboranoscahtidos por outros
autores que também observaraoncomitante diminuicdo daxpressdo dos mediadores
angiogénicos e osteogénicos relacionados com o processo de reparo 6sseo em modelo de
distracdo osteogénica em coelhos (Ma et al. @01Além do mais a diminuicdo da
proliferacdo de osteoblastéente anicotinafoi relatada emmodelo experimentah vitro

(Ma et al. 201h). Nele,foi observada inibicdo da expressao de mediadores angiogénicos e
osteogénicos, VEGE o BMR2 dentre outrgsosquais poderiamefletir, segundo os autores

os efeitos prejudiciais do tabaco sobrexatde sobrevivéncia de implantes denslia et al.

2011b). Yamam et al. (2010), ao observarem a diminuicdo do Bffds 4 semanas da
instalacdo de implantes de titanio em fémur de rato tratados com nicotina, também atribuiram
o resultado a inibicdo dexpressdo génica de diversas proteinas relacionadas a matriz

requeridas para o processo de reparo 0sseamaentar, dentre elas BMP.

O processo de mineralizacdo da matriz é consequéneirpdessao dearios fatores
relacionade com a diferenciacaae osteoblasto§Tanaka et al. 20Q5Entre eles, a OCH a
ALP sdoimportantes reguladores da mineralizacdo 6¢%aaaka et al. 20Q5Estudosin
vitro demonstrarama diminuicdo da expressao génica de OENALP frente a altas
concentrgdesde nicotina (Rothem et al., 200Qim et al. 2012. No presente estudo também
foi observada diminu&o no padrdo de imunomarcacao@eN e ALP no Grupo Nicem
comparacdo ao Grupo Vebm todos os periodos experimentais estudadidisionalmente,
os animas do Grupo Nic exibiram maior quantidade de células imunorreatiagNX-2,
fator regulador da diferenciacdo de osteoblgsitodo de encontro com achadasvitro que
observaram diminuicdo na expressao de RiIN¥ente a nicotinaKim et al. 2012. A
diminuicdo na imunomarcacgéo de BMPOCN e ALP, aliada ao aumento na imunomarcagéo

de RUNX2, podem indicar atraso no processo de diferenciacdo osteoblastica
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biomineralizacdo e maturacdo 0sseaa vez que, enquanto nos animais do Grupo Nic ainda
estahavendo diferenciacdo de osteoblastos, nos animaiSrdpo Veh ja se observam
processanaisevoluidoda maturacdo 0sselortantogestesesultadogpodem demonstrajue
todoo processo de repatsseo perimplantarpode estase desenvolvendo de maremais

lenta msanimaistratados com nicotina

Também foram observadas alteracdes tanto proxipais reguladores locais da
osteoclastogéneseRANKL e OPG, quanto no recrutamento deasteoclastos.O
desenvolvimento e ativacdo dos osteoclastos € um pooesssncial na homeostaketecido
0sseo durante crescinento e remodelacdo deste tecitieste processo, o osteoclasto &
responsavel pela reabsorcdo da matriz 6¢Sehaffler 2003) seguida pela subsequente
nedormacdo da matriz pela acdo dusteoblastogBruzzaniti & Baron 2006Martin et al.
2009) A acdo diretada nicotina na proliferacdo e maturacdo de osteoblastos (Suda et al.
1999 Theiss et al. 20Q0Walker et al. 2001 Katono et al. 2006Pereiraet al. 2010)
exercendo acdo indireta sobre reabsorcdo Osseasia regulacdo do sistema
RANK/RANKL/OPG, ja foi relatada na literatur&dlo presente estud@PG apresentou um
padrdo de imunmarcacdo que permaneceu inalterado entre os grupos, tRANkd,
apresentou um padrdo de imunomarcagadss alto no Grupo Niguando comparado com o
Grupo Veh O aumento na raz8®ANKL/OPG exerce um papel centra osteoclastogénese
e ativacdo osteoclastica, consequentemente, estimulaadoeabsorcdo Ossedghbalk
Fatourechi et al. 2003) Também foi obsemda maior quantidade de osteoclastos
multinucleadosST RAP-positivosna regido de rossalos implantesiosanimaisdo Grupo Nic
gquando comparados amntrole em todos os periodos experimentais estuda@osfeito
direto da nicotina sobre 0 mecanismo ddseacdadssea mediado pelosteoclastos € pouco
conhecidona literatura e dificultano embasamento dos resultados observa@ostudo,

achadosrelacionados a acdo da nicotina na osteoclastogése, aliados a acdo da nicotina na
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osteoblastogénesemaineralizacdo da matriz 6ssembservados no presente estuithalicam
gue nos animais tratados com nicotina estd ocorrendo maior reabsor¢do 0Ossea nhao
correspondida pelo mecanismo compensatoriofadmacdo 6ssea, justificando a menor

quantidade de tecido €0 no interior das roscas dos implantes nestes animais.

Assim, dentro dos limites do presente estudodese concluirquea nicotina écapaz
de estimular a atividade reabsortiviaeduzir aangiogénese e diferenciacdo osteoblastica
local, prejudicar aremodelacdo ak fibras coladgenasla matriz 6éssea, 0 processo de
biomineralizacdo e maturacao Osgegi-implantar o que é capaz de exercer potente efeito

negativo sobre asseointegracdo em fumantes
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Legendas das FigurasCapitulo 1

Figura 1: Grafico mostrandanédia e desios-padrdo de contra torque @4r) nos grupos
Veh e Nic, aos 15, 30 e 60 dias fmjeratorios, com comparagao intergrupos e intragrupos: *
Diferenca significante com 15 dias pdgeratorios no mesmo grupp®@ 0, 05) ; A Di

significante com 30 dias no mesmo grup@®( 0, 05) .

Figura 2: Porcentagem de contato osso/implantes (BIC) e area 6ssea (BA) nas trés primeiras
roscas dos implante@) Grafico mostrandmédias e desvbs-padrdo de BIC nos grupos Veh

e Nic, aos 15, 30 e 60 dias pOperatérios, com comparacao intergrupos e intragrupos: *
Diferenca significante com 15 dias paseratérios no mesmo grupp® 0, 05) ; A Di
significante com 30 dias no mesmo grugo@ 0 , (B)5Grafico mostrandanédas e
desviospadrao de BA nos grupos Veh e Nic, aos 15, 30 e 60 diaspsbatorios, com
comparacao intergrupos e intragrupos: * Diferenca significante com o Grupo Veh no mesmo
periodopO 0, 05); A Diferen-a signifpO©amtse) ;c oym
Diferenca significante com 30 dias no mesmo gruypd®( O , (G-B)) Fotomicrografia
evidenciando o tecido ésseo neoformado nas roscas do imptentgupos VeliC, E e G)e

Nic (D, F e H)aos 15(C-D), 30 (E-F) e 60 (G-H) dias pésoperatérios Abreviacdes: to,

tecido 6sseo. Coloracdo: H&E.

Figura 3: Nivel de maturacdo das fibras colagemas roscas do implantéA) Grafico
mostrandanédia e desvig-padrao das fibras colagenas maduras e imaturas nos grupos Veh

e Nic, aos 15, 30 e 60 dias pdieratorios, com comparacdo intergrupos e intragrupos:
*Diferenca significante com Grupo Veh no mesmo periogoQ 0, 05) ; ADi f
significante com 15 dias no mesmo grupd( 0, 05) ; yDi feren-a sign
mesmo grupopg O 0, (B-8))Fotamicrografias evidenciando fibras colagenas maduras

(vermelhoi laranja)e imauras(amarela verde)nos grupos Veh (B, D e F) e Nic (C, Ee G)
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aos 15(B-C), 30 (D-E) e 60 (F-G) dias poOsoperatorios.Abreviacdes: to, tecido 0sseo.

Coloragao: Vermelho picsiriusvisualizado em microscopia de luz polarizada

Figura 4: Imunomarcagdo para HIEU e (& GIafico mostrandoo padrdo de
imunomarcacéo (mediana e desvio interquartil dos escoresHi@a U nos grupos
Nic, aos 15 30 e 60 dias pégperatorios(B-C) Fotomicrografias evidenciando as células
HIF-1 Ypositivas nos grupos VefB) e Nic (C), aos 15 dias moperatdrios.(D) Grafico
mostrando o padrdo de imunomarcagdo (mediana e desvio interquartil dos gsaxaes)
VEGF nos grupos Veh e Nic, aos 15, 30 e 60 diasqp&satorios(E-F) Fotomicrografias
evidenciando as células VE&®sitivas nos grupos VefkE) e Nic (F), aos 15 dias pés
operatériosAbreviacdes e Simbolos: setas, células imunomarcadas; to, tecido@asea.

coloracao: Hematoxilina de Harris.

Figura 5: Imunomarcacdo parBMP-2 e RUNX2. (A) Grafico mostrandm padréo de
imunomarcacdo (mediana e desvio interquartil dos escoresBp#P2 nos grupos Veh e

Nic, aos 15, 30 e 60 dias poperatorios.(B-C) Fotomicrografias evidenciando as células
BMP-2-positivas nos grupos Ve{B) e Nic (C), aos 30 dias pégperatoérios. (D) Grafico
mostrandoo padrdo de imunomarcacdo (mediana e desvio interquartil dos escores) para
RUNX-2 nos grupos Veh e Nic, aos 15, 30 edés posoperatérios(E-F) Fotomicrografias
evidenciando as células RUNXpositivas nos grupos Vetk) e Nic (F) aos 30 dias pés
operatériosAbreviacdes e Simbolos: setas, células imunomarcadas; to, tecido@ssee.

coloragéo: (BC) Hematoxilina dédarris, (EF) Fast green.

Figura 6: Imunomarcacdo par®CN e ALP. (A) Gréafico mostrandoo padrdo de
imunomarcacao (mediana e desvio interquartil dos escoresp@addanos grupos Veh e Nic,
aos 15, 30 e 60 dias poperatorios(B-C) Fotomicrografias evidamando as células OGN
positivas nos grupos VEB) e Nic(C), aos 30 dias pégperatorios(D) Grafico mostrando
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padrdo de imunomarcacdo (mediana e desvio interquartil dos escore8)] panas grupos
Veh e Nic, aos 15, 30 e 60 dias fmjeeratorios.(E-F) Fotomicrografias evidenciando as
células ALPRpositivas nos grupos VEE) e Nic (F), aos 30 dias pésperatoriosAbreviacdes
e Simbolos: setas, células imunomarcadas; to, tecido &setvacoloracao: Hematoxilina

de Harris.

Figura 7: Imunomarcacéo pafRANKL, OPG e TRAP(A) Grafico mostrand@ padréo de
imunomarcacao (mediana e desvio interquartil dos escoresRANKL nos grupos Veh e

Nic, aos 15, 30 e 60 dias poperatorios(B) Grafico mostrande padrdo de imunomarcacao
(medianae desvio interquartil dos escores) para OPG nos grupos Veh e Nic, aos 15, 30 e 60
dias pdsoperatédrios(C) Gréafico mostrando o padrdo de imunomarcacao (mediana e desvio
interquartil dos escores) para TRAP nos grupos Veh e Nic,18080 e 60 dias pés
operatérios (D-F) Fotomicrografias evidenciando padrdo de imunomarcacaasdcélulas
RANKL -positivas(D), OPGpositivas(E) e TRARpositivas (f aos 60 dias pésperatorios.
Abreviacdes e Simbolos: setas, células imunomarcadas; to, tecido @sa&acoloracao:

Hematoxilina de Harris.
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Figura 10 Capitulo 1
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Figura 29 Capitulo 1
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Figura 39 Capitulo 1
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Figura 40 Capitulo 1
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Figura 50 Capitulo 1

3.0

>

N
(=]

== Veh

== Nic

Escores
(Imunomarcagao)
5

0.0
15 dias 30 dias 60 dias

Periodos e grupos experimentais

(®. Ven-15d[|(®.  Nic-30d
. g{:@e’\ y 5?43;?\‘
g DAy - : RSGR
3 w .,eﬁ..;f? e RN
‘vw % “7{3’”‘2‘;'\?‘ %“ N
" i e 6.
b7 Pn T
1 R, FRr sl
j %M:" ,.‘lf :' - — -
- . " >
'://,"
30pm L p 30pm

150

100 Q == Veh
== Nic
50 é é

15 dias 30 dias 60 dias

Escores
(Imunomarcagao)

Periodos e grupos experimentais

~ Veh - 30d|(@s, = Nic-30d
i\ AP

.\\. g \}

98



Figura 66 Capitulo 1
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Figura 70 Capitulo 1
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Resumo

Objetivo: Analisaro efeito daerapia com laser em baixa intensidadel({T ) no processo de
reparo 0sseo pennplantarem tibia deratos.Material e Métodos: Um total de 60ratos
(Wistar) receberamimplantes de titanio na metafise proximal de ambas as tibias.
procedimento cirdrgico os animais foralistribuidos em doigruposexperimentaign = 30)
Grupo C(controle)- nenhum tratamento locdb alvéolo cirdrgico GrupoLLLT 7 irradiacédo

do alvéolo cirtirgico com laser em baixa intensidaigriamente a instalacdo do implane
laser utilizado foio Thera Lase (InGaAlP 660 nimodode aplicacdo continuem contato
com a area0,035 W, 0,14 J 4,9 J/ci, por 4 §. Dez animais de cada grupo foram
eutanasiados aos 15, 30 e 60 diasqueratorio As tibias direitagoram analisadas pelo teste
de torque reverso processadas paemalise histoldgica, histoquimicairaunoistoquimicas
dos anticorpoHIF-10, VEGF, BMP-2, RUNX-2, OCN, ALP, RANKL, OPG e TRAPAs
tibias esquerdas forapmrocessadagara aanalisedo contato ossamplante (BIC) earea 0ssea
(BA). Os dadogjuantitativos foam analisados estatisticameante nivel de significAncia de
5%. Resultados:O GrupoLLLT né&o apresentou diferenca significante em BIC e no torque de
remocao dos implantes, mapresentounaior BA e maior qualidade das trabéculas 6sseas
perkimplantaresquando comparado ao Grupo Também foi observado aumento no padréo
de imunomarcacaale HIF-1 UVEGF, BMP-2, OCN, ALP, similaridades no padrdo de
imunomarcacdo d®ANKL e OPGe aumento nauantidade de células imunorreativas a
RUNX-2 e TRAP no Grupo LLLT em relacdo ad&Grupo C, embora ndo tenha apresentado
modificagcbesnos elementos que compdem a matfanclusdo: A LLLT € capaz de
promover maior neangiogénesediferenciacéo e atividade osteoblastica nas fases iniciais do
reparoperkimplantar,assim compestimular o processo de remodelacdo 0ssea na fase tardia
deste processo, sendo capaz de exercer efeitos positivos sobre a osseointegracao
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Introducao

A terapia com laser em baixaténsidade (LLLT) para hiomodulacadecidual é um
tema de grande interesse para a comunidade cientifica e tem emergido como uma estratégia
para acelerar o processo de reparo 6sseampplantar (Dortbudak et al. 2002; Khadra et al.
2004; Lopes et al. 2005; Jakse et al . 2007; Kim et al7;2Béreira et al. 2009; Petri et al.
2010; Maluf et al. 2010; Campanha et al. 2010; Gavtmaales et al. 2012; Boldrini et al.
2013; Vasconcellos et al. 2014; Massotti et al. 2015; Mayer et al. 2015; Gomes et al. 2015;
Kim et al. 2016). Estudos prdinicos tém demonstrado que a LLLT foi capazadenentar o
contato osso/implante, producéo de fibras coldgenaérea de neoformacao 6ssea no interior
de suas roscas, aumentar o coeficiente de estabilidade e oferecer maior resisténcia ao torque
de remocao dimplante em diferentes modelos de estedperimentaiGuzzardella et al.
2003; Pereira et al. 2009; Campanha et al. 2010; Maluf et al. 2010; Boldrini et al. 2013;

Gomes et al. 2015; Mayer et al. 2015; Massotti et al. 2015)

A literatura relata que o lasé capaz de estimularppocesso deeparo6sseo uma vez
que pode aumentar a proliferacdo de células endoteliais e promover a angiogénese
(Szymanska et al. 2013; Goéralczyk et al. 2015; Britédmquez et al. 2015), estimular a
proliferacéo e diferenciacaosteoblastica (Stein et al. 2005; Grassi et al. 2011; Tim et al.
2014; Tim et al. 2015), estimular a producao de colageiasgotti et al. 200)5e a formacéao
de matriz 6ssea, bem coragnineralizacdo e maturacdo 0ssea (Favapipi et al. 2011de
SouzaMerli et al. 2012; Barbosa et al. 2013). Contudexato mecanismoedhgdo do laser
especificamentao reparo 6sseo pamplantar, e eventos celulares envolvidoginda nao
estdo totalmente elucidaddSom base nestes achados, este estudo objetivou avaliar o efeito
da LLLT no processo de reparo osgmsiimplantar através de: (1) analise biomecéanica da

forca necessaria para romper a osseointegracdo; (2) analise histomorfométrica do contato
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osseimplante (BC) e porcentagem de area 6s¢BaA) dentro dos limites das roscas dos
implantes;(3) analise histoquimica aliada a microscopia de luz polarizada para avaliacdo do
nivel de maturacdo do colageno e (4) analise imunoistoquimica para a deteéti&eldd
(Fator induzido por hipoxidl alfa regulador central da adaptacao tecidual a hippXBGF
(Fator de crescimento endotelial vasculaotente mediador angiogénjc8MP-2 (Proteina
morfogenética O0sse®d potente mediador osteogénicdRUNX-2 (Fator de transcricdo
relacionado a Runtegulador daliferenciacéo de osteoblasto®CN (Osteocalcinaproteina

nao colagenosaintetizada e secretada por osteoblastos na fase tardia dgéostee)ALP
(Fosfatase alcalingenzima sintetizada e secretgua osteoblastos especialmente duramte
processo de biomineralizacddANKL (Recept or ativador dwn NF
regulador positivo daeabsorcdo 0sspaDPG (Osteoprotegerinaum regulador negativo da
reabsorcdo 6sspa@ TRAP (Fosfatase acida ressite ao tartaratoum biomarcador de

osteoclastgs

Materiais e métodos

1. Animais e céalculoamostral

Este estudo foi conduzido em conformidade com as diretrizes propostas pela ARRIVE
(Pesquisa Animal: Descrevendo Experimenito¥ivo) (Kilkenny etal. 2010).0 tamanho da
amostra foli deter mi nado c¢ &m@05um padervamdstradie s i
80%. Considerando estes parametros, demmais por tratamento foi considerado nosso
tamanho da amostra. Um total @@ ratos machos (Rattus negicus, albinus, Wistar) de 3
meses de idade, 2800 g Biotério Central da Faculdade de Odontologia de Aragatuba,

UNESP foi estudado. Um total d&20 implantes foi instaladdOs animais foram mantidos
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emambiente com temperatura estavel (22 = 2&€)o de luz controlado (:B claro/escurq)
agua e racaad libitum durante todo o experiment® protocolo experimental foi aprovado
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (protoc8l@09342012) da Faculdade de

Odontologia de Aracatuba, UNESP.

2. Protocolo Experimental
Instalacéo dos implantes e grupos experimentais

Inicialmente os animais foram submetidos a anestesia geral pela associacdo de
ketamina (70 mg/kg de peso corporal) e xilazina (6 mg/kg de peso corpgadiricotomia
da parte interior da pernaaatissepsi@om iodopolvidona (10%)pf realizada uma incisdo de
aproximadamente 30 muho lado interno de ambas as coxas, logo abaixo do joelho, e as
metafises proximais foram expostas por disseccao rddraalvédo cirargico bicorticalfoi
preparadaom uma fresé2,0 mmn) (Conexao Sistmas de Protese, Aruja, SBrasil) montada
em mobr cirargico (45 N e 98 rpm) (Omega, Dentscler Industria depdrelhos
Odontolégicos Ltda, Ribeirdo PretdP, Brasil) sob irrigacdaconstante deolucdo salina. Os
animais foramdistribuidos em doigruposexperimentaign = 30) Grupo C(controle) -
nenhum tratamento locdb alvéolo cirdrgico GrupoLLLT 71 irradiagdodo alvéolo cirdrgico
com laser em baixa intensidapleviamente énstalacdo do implanté&m total 120 implantes
foram instalados nasbias direita e esquerdde todos os animaif implante(4,0 mm x 2,2
mm, Cone Morse, de superficie tratada convencionalmente por meio de jateamento e ataque
acido) (DSP Biomedical®,Canpo Largq PR, Brasil foi instalado conuma chave digital
(1,2 mm) acoplada ao hexagono duoplante até quetodas as as roscas ficassem
completamente cobertas pelo osso cortiEal seguida, o tecido muscular giturado com
fio 4.0 de poliglactina 910 (Ethicon, Sdo Paulo, SP, Brasil)texido epitéal foi suturado

com fio deseda 4.0 (Ethicon, Sdo Paulo, SP, Bya$lls animais receberam uma injecéo
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intramuscularde 24.000 IU de penicilinas-benzathina (ForDodge, Saude Animal Ltd.,
Campinas, SP, Brasil) no poéperatorio imediato.Para evitar vieses e garantir a
randomizacao do estudo,ppocedimento cirdrgiceempre foi realizado por dogrurgides
experientes e calibrados e de acordo conrigido protocola O primeiro operador (JMA)
nao teve conhecimentcse o alvéolo cirdrgico seria ou néo irradiado. O segupkrador
(AFB) determinou.aleatoriamente& com auxilio de software de computadus,alvéolos a
seremirradiadcs. Este mesmo operador semfez a irradiacdo do alvéolo, ou sua simulacao,
previamente & instalacao do implante. A informacamimtda em segredo por este operador

até o fim da analise.

Irradiacdo laser

O laser utilizaddoi o indio-Galio-Aluminio-Fosforo(InGaAlP) (Thera LaseD.M.C.
Equipamentos Ltda., Sdo Carlos, SP, Brasom comprimento de onda de 660 riibra
6tica de0,0283 cn’ de diametroe no modo continuoO feixe de luz foiposicionado
perpendicularmente aecido dsseaortical no longo eixado alvéolo cirdrgicoem contatae
incidindo para o seu interiocom0,035 W de pancia, po# s (energia total de,14 J. Cada

alvéolo cirdrgico recebed,9 J/cmdedensidade de energia.

Periodos experimentais

Os animaisforam eutanasiadosom dose de 150mg/kg deiopental (Cristalia
ProdutosQuimicos Farmacéuticos lad Itapira, SP, Brd3 aos 15, 30 e 60 diaspos
operatorios As tibiasdireitas foramcoletadas, dissecadasra a exposi¢cdo dos implantes,
submetidas a avaliacdo biomea@ne depoisprocessadas laboratorialmente paralise

histoldgica, histoquimica e imunoistoquimica As tibias eguerdas foramprocessadas
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laboratoriamentepara a confeccao de cortes histologienssistema de corte especifipara
analise histométrica.
3. Avaliacdo biomecanica

ApOs a estabilizacdo da tibia em uma masseplante foi removido pomovimento
antrhorario ®m uma chave hexagonal (1,2 mm) conectada ao implante e raegidor
analdégico detorque (BTG60CNS Tohnichi Mfg. Co. Ltd., Tokyo, Jap@iotramandese
cuidado para quaenhuma forcdosse aplicada ao implant& direcdo verticalO medidor
registrou a forca necessaria para romper a osseointe@hacé). Os dados coletados foram

tabulados e submetidos a analise estatistica.

4. Processameios laboratoriais
Processamenthistolégicodas tibias direitas

As porcbes dasibias direitas previamente contendo o implanferam dissecadas,
fixadas enformaldeido(4%) por 48 h, desmineralizadas é@odo etilenodiaminotetracético a
10% (pH 7,2)e incluidasem parafinaSeccdesemiseriados (4m) foram confeccionados na
direcdo ddongo eko do alvéolo do implante. Duasc@es de cada esgiéne foram coradas
por hematoxilina e eosin®&E) para analise histolégica, duas foram coradas por picresiriu
red para andlise histoquimicaetras dezoito forarseparadas emovelotes esubmetidas a
reacdes imunoistoquimica com os seguintes anticorpos primarios polickmtalstF-1 o
rato gerado em camundonge:63546, Santa CruBiotechnology SantaCruz, CA, USA),
ant-VEGF do rato gerado em camundor{go7269, Santa CruBiotechnology Santa Cruz
CA, USA), ant-tBMP-2 do rato gerado em camundongo (B9553, Sigma AldBthlouis
CA, USA), anttRUNX-2 do rato gerado em camundongo -{€§¥58, Santa Mz
Biotechnology Santa CruzCA, USA), anttOCN do rato gerado em cabra-(8319, Santa

Cruz Biotechnology Santa CruzCA, USA), anttALP do rato gerado em coellfec-30203,
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Santa CruzBiotechnology Santa Cruz CA, USA), anttRANKL do rato gerado em
camundongo (s€628, Santa CruBiotechnology Santa CruzCA, USA), anttOPGdo rato
gerado em cabra (@268, Santa CruBiotechnology Santa CruzCA, USA)e antiTRAP do

rato gerado entabia (se30833, Santa CruBiotechnology Santa Cruz CA, USA). O
processamento imunoistoquimico foi realizado pela técnica da imunoperoxidase indireta

seguindo o protocolo descrito p8arcia et al. 2013

Processamenthistolégicodas tibias esquerdas

As porcdes datibias esquerdas;ontendo o implantdpram fixadasem formaldeido
tamponado (4%) por 48 h e processguatécnica descrita por Donath & Breuner (1982)
em laboratério especializado dzaculdade de Odontologia de Araraquara, UNEGPE
espécimes foram desidratadma corcentracdes crescentes de etamhbebids em resina a
base de glycolmbacrylate (Technovit 7200 VLCHeraeus Kulzer, Wehrheimtiesse
Alemanha). Os blocos fam cortados em seccdes de 100 de espessurabjetivandoo
centro do didametro do implante ao longo do seu eixo longitudoralum aparelho de corte
especificoEXAKT Apparatebau GmbH & Co., Norderstedt, Alerhaih Uma Unica sec¢éo
foi obtidaa partir de cadamplante. As secc¢des foram reduzidas por lixas a uma espessura
final de 30 um por moagem e polimento usando uma unidade EXAliogrinding As
seccoes foramoradasem azultoluidinaa 1% evermelho escarlatSigma Aldrich,St. Louis

CA, USA).

5. Analise das amostras
A andlise das amostras foi realizada atravésnaeoscopia de luz polarizadpara

analise histoquimica enicroscopia Optica de campo clamara aanalise histologica
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histométrica e imunoistoquimica. Em todas as anafisesonsiderda aporcaodo tecido

O0sseresentanastrés primeirasoscas do implanteée cadaanimal(Sakakuraet al 2003)

Analise histoldgica e imunoistoquimica

As andliss histolégica eimunoistoquimicaforam realizadagpor um histologista
certificadoe cego aogratamentos realizaddEE). A analise histolégicaonstouda descri¢cao
das caracteristicas morfoldgicas do tecido 6sseo na regginita Os seguinteparametros
histol6gicos foramconsiderados: presenca e grau de inflamacdo; natureza do infiltrado
inflamatorio; presenca e extensdo de necrose tecidual; estado da vasculatura; padrdo de
celularidade dos tecidos 6sseo, conjuntivo, adiposo e hematopoético e; padrdo de estruturacéo
da madriz extracelular dos tecidos 6sseo, conjuntivo, adiposo e hematop&&redilF-1 [
VEGF, BMP-2, OCN, ALP, RANKL e OPG foi efetuada umaandlise semguantitativa
utilizandosede duassecc¢de histologicas de cada animal, no aumento original de 400x. A
padrao de imunomeacao foi atribuido um escor@. critérioadotadgpara o estabelecimento
dos escores fdiaseadmaqueles estabelecidos [dearia et al. 2008, onde 0 = auséncia de
imunomarcacdo; 1 = baixo padrdo de imunomarcagcdo; 2 = moderado paslrdo d
imunomarcacao; 3 = alto padrao de imunomarca@amRUNX-2 e TRAP foi efetuada uma
andlise quantitativatambémse utilizando de duas seccdes histologicas de cada animal no
aumento original de 400Xs células RUNX2e TRAP-positivagmn? expressas nas trés
primeiras roscas, na regido mesial e distal do implante, foram consid€&tada$RAP foram
consideradas apenas células multinucleadas contendo trés ou mais nucless eontato

com o tecido 0sseo.
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Andlise hstoquimica

Outro examinador (PLR)einado e cego aos tratamentos realizados executou a analise
histoquimica com ursoftwere(AutoMeasure para AxelVision 4, Carl Zeiss, Alemantpag
permite a avaliacao dhstribuicdo espacial das fibras colageaasfuncéo do limie de cores
As cores das fibras colagenas, quando coradas com vermelho picrosirius e visualizadas sob
microscopiade luz polarizada, dependem da espessura da fibra e variam em ordem crescente
em funcdo do seu grau de maturacdo, indo de verde para amarelo, laranja, e vérmelho.
identificacdode areas de diferentes matizes perméiguantificacdo das aseacupadasqr

diferentes cores (Kanno et al. 2008).

Analise histométrica
A analise histométrictoi realizada com auxilio de usistemade analise de imagem
(Axiovision v.4.8.2, Carl Zeiss, Jena, Germany.) acoplado a um microscépio 6ptico (Olympus
BX 51), com ampligdo de 4 x, pelo mesmo examinador (PLF). As imagapgtiradas foram
salvas no formato TIFF e analisadas duas ocasides diferesteespeitando um intervalo de
duassemanas entre a primeiraeegunda avaliaca®. contato ossoimplante(BIC) e area
de osso(BA) dentronasroscas do implantéoram avaliadas de acordo com ssguintes
critériosdescritos poBSakakureet al (2003):
3. A extensao linear (mm) do tecido 6sseo em contato direto com o titanivésas
primeiras roscas do implante na regido mesial e distal
4. Area de osso neoformadmm?) em relacdo a area total presente dentro dos limites
dastrés primeiras roscas do implante na regido mesial e.distal
Para as duas analises foram consideradagdms dos valores obtidos nas regides ahesi

e distal para cada implante.
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Calibragdodos examinadores

Para minimizar erros intrexaminador, todos os examinadores acima identificados
foram mascaradosapa 0s grupos experimentaidratamentogealizadosantes das analises
histomeétrica, histoquimica e imustoquimica Os examinadoresalizaramas medi¢cdesde
BA, BIC, RUNX-2 e TRAP duas vezes. O teste t pareado foi zaiio para calcular o erro
intraexaminador. P> 0,05 no teste t emparelhado éoinsiderado para estimar a viabilidade

do método proposto.

Andlise estatistica

Com um tamanho de amoséa de 10 (p © edudodfé Yle 90%. O o d e
dados foram analisadagravés de ensoftware (BioEstat versdo 5.0Belém, PA, Brasil)
Para todo®s dados quantitativos (conti@que, BA, BIC, RUNX2 e TRAP) foi realizada a
andlise de normalidade pelo teste Shapiitk e andlise de variancia a dois critérios
AANOVAO, com n2vel p<6,05%k Fogaplicddo @ testecde aukeg paa %  (

comparacdes multiplados grupos como também dos periodos.

Resultados

Anélise Biomecénica

N&o houve diferenc@statisticamente significante no torque de remocdo entre 0s

grupos no mesmo periodo e entre os periodos no mesmo Grgp@().
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Analise Histométrica
BIC
N&o houve diferenca estatisticamente significante no BIC entre 0s grupos no mesmo

periodo e entre os periodos no mesmo grekmua2).

BA

A comparacao intergrupos no mesmo periodo mostrou que o Grupo LLLT exibiu
maior BA em comparacdmo Grupo C, aos 15 e 60 dias {ofgratorios, e menor BA aos 30
dias posoperatérios, quando comparado ao mesmo grpd,@5; Figura 3. A comparacao
entre os periodos no mesmo grupo mostrou que o Grupo LLLT exibiu menor BA aos 30 dias
posoperatérios quado comparados aos 15 dias {operatérios [§<0,05; Figura 3. Os
grupos C e LLLT exibiram maior BA aos 60 dias fo@eratérios quando comparados aos 30

dias pésoperatérios§<0,05;Figura 2.

Andlise Histoquimica

N&o houve diferenca estatisticamenignificarte na quantidade de fibras colagenas
madurasentre 0s gruposo mesmo periodé comparagdo entre 0s period@smesmo grupo
modrou que tanto o Grupo C quanto o Grupo LLLT apresentou maior quantidade de fibras
colagenas imaturas a®&® diasposoperatorios quando comparados aos 15 e 30 dias pos

operatérios§<0,05;Figura 3.
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Andlise Imunoistoquimica

A andlise imunoistoquimica de VEGFHIF-1 Unostroy paraambos os marcadores,
padrdo damunomarcaca@redominantementmoderado no Grupo C gredominantemente

alto noGrupo LLLT (Figura4).

Na analise ddBMP-2 o Grupo Cmostroupadrdo de imunomarcacaooderadoem
todos osperiodos experimentais estudadasjuanto o Grupo LLLT mostrou padrdo de
imunomarcacdo predominantemera#o (Figura 5). Na analise quantitativa RUNX foi
observada maior quantidade de células ReINpOsitivas nos animais do Grupo LLLT em
comparacéo aos animais do Grupo C em todqeedsdos experimentais estudado® Q0 , 0 5 ;

Figura 5.

Naanalise de OCN e ALB Grupo C apresentquadrdao de imunomarcacawmdendo
em todos os period@xperimentais estudadeaquanto o Grupo LLLT apresentou padréao de

imunomarcacao predominantemeab® (Figura®).

Também foram observadas alteracdes tanto proxipais reguladores locais da
osteoclastogénesBANKL e OPG, quanto na quantidade de osteoclastos ativasalise de
RANKL mostrou uma tendéncia ao aumentopaalrdo de imunomarcacao aos 60 as
operatérios enquanto a analise de OPG mostrou moderado padidoinenarcacaem
todos os grupos e periodos experimentais estud&tnga?). Nos animais do Grupo LLLT
foi observado maior quantidade de osteoclastos imunorreativos a TRAP quarnmivactos

aos animais do Grupo C, a88 e 60 diapésoperatoriosgO0 , 05; Fi gura 7).
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Discussao

A biomodulacaotecidual pelo laser em baixa intensidade emergiu como uma
estratégia parastimulara osseointegracao, embora pouco se saiba sobre os eventos celulares
e moleculares envolvidos neste processo (Predass et al. 2016). O presente estudo
avaliouo efeito da LLLT no processo de reparo osged-implantarvia monitoramento de
eventos cellares e teciduais essenciais para a osseointegracao tais angiogénese,
osteogénese, bioneralizacdo eremodelacdo Osseao redor do implante. A avaliacdo
consistiu de andlise biomecanica ttwque necessario para romper a o0sseointegracao,
histométrica da porcentagem de BI@A, histoquimica dmivel de maturacédo das fibras
colagenas da matriz 6sseanalise imunoistoquimiairecionada para a deteccaoHiiE-1 U |
VEGF, BMP-2, RUNX-2, OCN, ALP,RANKL, OPGe TRAP,dentro dos limites das rass

dos implantes

A maioria dos estudos da literatura relatam que o laser é capaz de aumentar o torque
de remocdo dos implantes (Khadra et al. 2004; Campanha et al. MalL®;et al. 2010
Boldrini et al. 2013 e o contato do implante de titdnio com oidecdsseo irradiado (BIC)
(Khadra et al. 2004Rereira et al. 20QMassoti et al. 20191ayer et al. 2015Gomes et al.
20195. Contudo, os resultados da andlise biomecénica e histométrica de BIC do presente
estudo ndo demonstraram diferencas significanteges parametros entre os grupos de
animais tratados com LLLT e controle, corroborando com os resultados obtidos por Kim et al.
(2016), os quais nao verificaram diferenca no torque de remocéao e estabilidade dos implantes
(medida por analise de frequéncia ressonancia) apos a irradiacdo pelo laser. Apesar das
similaridades entre os grupos na analise biomecéanica e de BIC, a analise histométrica de BA
mostrou aumento da neoformacdo Osseaipgiantaraos 15e 60 dias pésperatorios

sendo que oslvéolas cirlrgicosse apresentaramnvoltos porosso trabecular imaturo, os
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quais seapresentavancom densidade e espessura comparativamente maiggsesnimais
tratados com laser, sugerindo que ele foi capadziastimular a formacao 0ssea derdas
limites das roscas do implamestes periodos

O efeito positivo do laser na neoformacédo 64&X®) ja foi observado por outros
autores Gomes et al2015 e pode ser explicadpor sua acao sobmeguladores locaida
angiogénesepsteoblastogénese atividade osteoblastica e osteoclastogénese e atividade
osteoclasticaEstudos prelinicos relatam que o laser em baixa intensidade € capaz de
estimular a proliferacdo de células endoteliais e promover a angiogénese (Szymanska et al.
2013; Goéralczyk etla2015; BritefieVazquez et al. 2015A producaode fatores com acao
angiogénicaé regulada principalmenteefp teor de oxigénio teciduglShibuya 2001;
Szymanska et al. 2013%0b condi¢fes de hipdxia tecidulllF-1 (promove a ativacéo de
genesenvolvidos com a angiogénese, dentres elguele que codifica o principal fator de
crescimento que regula este processo, VEGF, o @uakesponsavel por regulaa
sobrevivéncia, proliferacde® migracdo das células daoteliais (Peplow et al. 2010;
Szymanskaet al. 2013). Acreditse que o VEGF é responsavel pela fase inicial da
angiogénese, regulando e estimulando a iniciagdo deste processo. No present®iestudo
observadomaior padrdo de imunomarcac&anto paraHIF1-U quanto para VEGFnos
animais tratadoscom laser, demonstrando que a LLLT influenciou positivamente a
angiogénesdocal, corroborando com os estudwsvitro que demonstraram o aumento de
VEGF e proliferacdo de células endoteliais apds sua estimulacdo com laser de luz visivel
(Szymanska etl. 2013 Goralczyk et al. 2015

Aléem disso, VEGF age de modo sinérgicaom as BMPs, potents indutores
osteogénicg para promover o reparo Oss@eatel et al. 2008). As BMPs séo fatores de
crescimento osteogénicos que induzem a diferenciéga@steolastos(ten Dijke et al. 2003

Osyczka et al. 2004, Lavery et al. 2DOBo presentestudofoi observadaim maior padrao
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de imunomarcacao paBMP-2 nos animais irradiados, corroborando cmutros autores que
observaramaumento de BMR2 nostecidas perrimplantaesirradiads com laser (Omasa et
al. 2012) Além disso, o Grupo LLLT apresentou maiguantidade de células RUNX

positivasquando comparado com o Grupcef todos os periodos experentais estudados.
Tais achadosndicam um efeito positivo allasersobre a osteoblastogénese, corrohdoa

com os estudos derassi et al. (2011) Rinheiro et al. (2006).

Os deitos positivosda LLLT sobre amaturacdado tecido 6sseo foram confirmados
no presenteestudopelo aumento npadrédo de imunomarcac@antoparaOCN quanto para
ALP nos animais irradiados pelo las@iais resultadogorroboramcom os obtidos poum
estudoin vitro que verificouaumentoda expressdo de RUNX daatividade da ALPg da
proliferacdo de célulasemelhantes asteoblasts apds a irradiagdo com laser (Grassi et al.
2011). Outrerelatamainda quea LLLT foi capaz de aumentar expressdo de BMP, RUNX
2, OCN e ALP Petri et al. 2010; Fujimoto et aR010; Kiyosaki et al2010, além de
estimular a producdo d@ANK, RANKL e OPG, os quais sao osnxipaisreguladores locais
da reabsorcdo 6ssaague indica uma acao efetiva sob todo o processo de remodelacao 6ssea

(Kim et al. 2007)

No presente estudwm padrdo de imunomarcacdo p&BGse manteve inalterades
animais contrde e irradiadoscom laserao lbngo dos periodos experimentais estudados.
Entretato, o padrédo de imunomarcacao p&ANKL e o recrutuamento de osteoclastos
TRAP-positivos foi maioraos 60 dias pésperatériosno Grupo LLLT comparativamente ao
Grupo C. Quando analisados em conjunto tais dados indjoano processo de reparo 0sseo
perkimplantar estdnais aceleradoas animais tratados com lasema vez queeste periodo

0 padrao de imunomacacao destes biomarcadefieggse ao processo demeddacado 6sseo
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Embora diversos estudos tenham sido conduzidos para testar os efeitos do laser no
processo de reparo 0sseo em diferentes modelos experimentais, e ainda a maioria deles
demonstrem efeitos positivos na neoformacdo Ossea, poucos apresestdrada®
elucidativos a respeito da acdo do laser no processo de reparo Ossewplpatar e
osseointegracao. As diversas consideracdes a respeito da sua acédo nos eventos relacionados
osseointegracdo de implantes de titanio sdo baseadas nas evidénsizs acao sobre a
cicatrizacdo 0ssedssim 0s estudos presentes na literatura ndo nos oferecem base para
explicar o motivo do laser ndo ter promovido maior forca e contato entre o tecido 0sseo e 0
implante, apesar de teaxercido efeito positivo sobrangiogénesee neoformacédo Ossea
Ainda & diferentes doses e protocolos de aplicacdo também tornam dificeis as comparacdes
entre os estudos e demonstram a necessidade de se estabelecer um protocolo Unico que
ofereca resultados mais conclusivos sobre cnésgBradodg-rutos et al. 2016

Diversas variaveis tais como comprimento de onda, energia, tempo de exposicao,
poténcia e estadecidualpodem modificar os efeitos bioestimulatérios do laser (Garcia et al.
2014. A maioria dos estudos avaliaram o efeitolaser infravermelho, com comprimento de
onda que variam entre 780 a 840 nm, sobre o0 processo de reparo Osseplpetar Khadra
et al. 2004 Lopes et al. 20Q5Lopes et al. 2007Kim et al. 2007 Pereira et al. 20Q9
Campanha et al. 2010Jaluf etal. 2019 GarciaMorales et al. 2012Boldrini et al. 2013
Primo et al. 2013Mayer et al. 2015Massotti et al. 2015Gomes et al. 2035uma vez que
estes teriam a capacidade de maior penetracdo nos tecidos irradiados e ofereceria ao clinico
uma ferrameta de maior eficiéncia para se obtasiseointegracdo mais rapida (Bossy et al
1985; Pereira et al. 2009 Esse poder de penetracdo permitiria irradiar a interface osso
implante partindese de pontos distantes, como 0sso cortical de mandibula, durargéeatias

semanas peégperatoriasFereira et al. 2009
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Contudo, considerando a aplicacéo clinica na implantodontia, este é um protocolo
dificil de ser aplicado uma vez que o paciente teria a necessidade de fazer retornos periodicos
no consultério apos a instalacdo do implante. Alguns autores sugeriram aggeogassa
razao, ele deveria ficar restrito a pacientes sistemicamente comprometidos, como em casos de
osteoporose ou pacientes fumantes, os quais possoemicoes de o0sseointegracao
desfavoravel,Rereira et al. 20090u novos estudos precisariam senduzidos na tentativa
de reduzir o numero de aplicacodsa(uf et al. 201). Em 2013 ,Boldrini et al. sugeriram a
irradiacdo do alvéolo cirargico em uma uUnica sessdo, imediatamente apds 0 seu preparo e
anteriormente a instalacdo do implar@etro estudorecente (Mandié et al. 2015) demonstrou
que a luz visivel do laser (comprimento de onda de 637 nm) foi capaz de aumentar a
estabilidade de implantes instalados em humanos e por isso também pode ser utiizada pa
favorecer a osseointegracao.

Com base nea$ consideracdes, no presente estudo foi preconizada a utilizacdo do
protocolo intraoperatoério, favorecendo a aplicabilidade clinica. Dei@rprocedimentao
feixe de luz foi posicionado perpendicularmente em contato com o tecido 6sseo cortical, no
longo eixo do alvéolo cirargico preparado e incidindo para o seu interior. Dessa maneira foi
possivel irradiar todo o tecido presente no interior do alvéolo ciri@alze salientar que um
alvéolo cirtrgico para a instalacdo de um implante em ratos € muita oemam alvéolo
cirargico para a instalacdo de um implante em humanos. Talvez, nesse segundo caso houvesse
a necessidade de se utilizar um laser infravermelho com maior poder de penetragdo nos
tecidos. Outro aspecto importante a ser retratado é a necksda realizacdo de estudos que
avaliem a acédo do laser em situacdes de comprometimento da osseointegracdao, como foi
exemplificadoanterioementeEssa consideracdo se faz importante porque foi demonstrado
que asuscetibilidade a irradiacdo e capacidadeativacdo celular pelo laser depende do

estado fisiolégico das células irradiadas por isso 0 seu efeito bioestimulatoré®
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potencializado em sitios com menor qualidade 6ssea ou envolvendo modelos sistemicamente

comprometidosKaru 1989.

Assim, dentro de limites do presente estudo, pode se congluégra LLLT é capaz de
promover maioneangiogénesdiferenciacédo e atividade osteoblastica nas fases iniciais do
reparoperiimplantar,assim como, estimular o processo de remodelagéo 6ssea na fase tardia

deste processo, sendo capaz de exercer efeitos positivos ssbemiategracao.
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Legendas ds Figurasd Capitulo 2

Figura 1: Grafico mostrandonédia e desvie-padrdo de autra torque (Nem?) nos grupos C

e LLLT, aos 15, 30 e 60 dias pdéperatdrios, com comparacao intergrupos e intragrupos.

Figura 2: Porcentagem de contato osso/implantes (BIC) e area 0ssea (BA) magnsdsas

roscas dos implantefA) Gréafico mostrandonédias e desvig-padrao de BIC nos grupos C e

LLLT, aos 15, 30 e 60 dias p@peratorios, com comparacdo intergrupos e intragrypys.

Gréfico mostrandmédiase desvig-padrao de BA nos grupos C e LLLT, aos 15, 30 e 60 dias
pésoperatérios, com comparacdo intergrupos e intragrupos: * Diferenca significante com o
Grupo C no mesmo periodo@ 0, 05); A Diferen-a significa
MO 0,05); §y Diferen-a signifig@nDe@B)om 3
Fotomicrografias evidenciandecido 6sseo neoformado nas roscas do implesgegrupos C

(C, E e G)e LLLT (D, F e G)aos 15(C-D), 30 (E-F) e 60 (G-H) dias po6soperatorios.

Abreviacgoes: to, tecido 6sseo. Coloracdo: H&E.

Figura 3: Nivel de maturacdo das fibramladgenasnas roscas do implantéA) Grafico
mostrandanédias e desvig-padrdo das fibras colagenas madue imaturas nos grupos C e

LLLT, aos 15, 30 e 60 dias pé@peratorios, com comparacao intergrupos e intragrupos: *
Diferenca significante com 15 dias no mesmogrypd( 0, 05) ; A Di feren- a
30 dias no mesmo grupp © 0 , (B-G))Fotomiaografias evidenciando fibras colagenas
maduragvermelhoi laranja)e imaturagamarelai verde)nos grupos GB, D e F)e LLLT

(C, E e G)aos 60 dias pésperatoriosAbreviacdes: to, tecido 6sseo. Coloracdo: Vermelho

picrosiriusvisualizado enmicroscopia de luz polarizada

Figura 4: Padrdo de imunomarcacéo para Il e YAF Grifico mostrand® padréo

de imunomarcacdo (mediana e desvio interquartil dos escoresiiifailalU nos gr up o
LLLT aos 15, 30 e 60 dias papeaatérios. (BC) Fotomicrografias evidenciando as células

HIF-1 Epositivasnos grupos QB) e LLLT (C), aos 15 dias pésperatdrios.(D) Grafico
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mostrando o padrdo de imunomarcacdo (mediana e desvio interquartil dos gsaraes)
VEGF nos grupos C e LLLT aos 15, 30 e 60 gpasoperatorios(E-F) Fotomicrografias
evidenciando as células VE&iesitivas nos grupos (E) e LLLT (F), aos 15 dias pés
operatoriosAbreviactes e Simbolos: setas, células imunomarcadas; to, tecido@ssta.

coloracdo: Hematoxilina de Harris.

Figura 5: Padrdo de imunomarcacdo para BRIR RUNX2. (A) Gréafico mostrando o
padrdo de imunomarcacéo (mediana e desvio interquartil dos egayeBMP-2 nos grupos

C e LLLT aos 15, 30 e 60 dias poéperatérios.(B-C) Fotomicrografias evidenciando as
célulss BMP-2-positivas nos grupos (B) e LLLT (C), aos 30 dias pésperatérios.(D)

Gréfico mostrando o padrdo de imunomarcacdo (mediana e desvio interquartil dos escores)
para RUNX-2 nos grupos C e LLLT, aos 15, 30 e 60 dias -@dsratorios. (E-F)
Fotomicrografias evidenciando as células RURKositivas nos grupos (E) e LLLT (F)

aos 30 dias pésperatoriosAbreviacdes e Simbolos: setas, células imunomarcadas; to, tecido

osseoContracoloracao: (BC) Hematoxilina de Harris, ¢(E) Fast green.

Figura 6: Padréo de imunomarcacdo para OCN e AlY.Grafico mostrando o padrédo de
imunomarcacao (mediana e desvio interquartil dos esqoaealDCN nos grupos C e LLLT
aos 15, 30 e 60 dias poperatorios(B-C) Fotomicrografias evidenciando as células GCN
positivas nos grupos (B) e LLLT (C), aos 30 dias pégperatorios(D) Grafico mostrando o
padrdo de imunomarcacgao (mediana e desvio interquartil dos eg=m@S) P nos grupos C
e LLLT aos 15, 30 e 60 dias poperatorios(E-F) Fotomicrografias evideciando as células
ALP-positivas nos grupos (E) e LLLT (F), aos 30 dias pésperatorios.Abreviacdes e
Simbolos: setas, células imunomarcadas; to, tecido dSeatracoloragdo: Hematoxilina de

Harris.
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Figura 7: Imunomarcacao pafRANKL, OPG e TRAP (A) Grafico mostrando o padrao de
imunomarcacdo (mediana e desvio interquartil dos escpega)RANKL nos grupos C e
LLLT aos 15, 30 e 60 dias paperatorios.(B) Gréafico mostrando o padrdo de
imunomarcacao (mediana e desvio interquartil dos esqoaesPPG nos grupos C e LLLT
aos 15, 30 e 60 dias poperatorios.(C) Grafico mostrando o padrdao de imunomarcacéao
(mediana e desvio interquartil dos escopEsRTRAP nos grupos C e LLLT aos 15, 30 e 60
dias pdésoperatorios(D-F) Fotomicrografias evidenaido o padrao de imunomarcacéo das
células RANKL-positivas (D), OP&ositivas(E) e TRARpositivas (F aos 60 dias pés
operatdriosAbreviactes e Simbolos: setas, células imunomarcadas; to, tecido@ssta.

coloracao: Hematoxilina de Harris
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Resumo

Objetivo: Analisaro efeito da LLLT no processo de reparo 0ssec-ipgrlantarem ratos
modificados sistemicamente pela nicotiMdaterial e Métodos: Um total de 120ratos
(Wistar) foi randomicamentalistribuido em doiggrandesgrupos experimentais (g 60)
submetidos a duaplicacdes diarias de solucéo salina (Veh) ou nicotina (M)s 30 dias
foram instaladosmplantesde titaniona metafise proximal de ambas as tildastodos os
animais No procedimento cirargico foram criadgsipos de diferentes tratamentos lochis
alvéolo cirdrgico previamente a instalacdo do impldnte 30). Veh - nenhum tratamento
local; Veh/LLLT - irradiacdo com laser em baixa intensidétieera Lase, InGaAIP 660 nm,
modode aplicacéo continuem contato com a are@035 W, 0,14 J 4,9 J/cn, por 4 3; Nic

- nenhum tratamento local; Nic/LLLT irradiacdo com laser em baixa ensidade.Dez
animais de cada grupo foram eutanasiados aos 15, 30 e 60 diagepdt®rio.As tibias
direitas foram submetidasx analise biomecéanica processadas paranalise histolégica,
histoquimica @munoistoquimicasios anticorpos VEGF, H{ [JRUNX-2, BMP-2, OCN,
ALP, RANKL, OPG e TRAP.As tibias esquerdas foraprocessadapara aandlisedo
contato oss@mplante (BIC) eéarea Ossea (BA)Os dadogjuantitativos foram analisados
estatisticamentao nivel de significAncia dé&/& Resultados:O Grupo Nic/LLLT apresentou
maior BA comparativamente ao Grupo Nic em todos os periodos experimentais estudados e
similar comparativamente ao Grupo Veh aos 15 e 30 diasp®ratorios. Aos 60 dias o
Grupo Nic/LLLT ainda apresentou maior BA comparativaraead Grupo Veh e similar
comparativamente ao Grupo Veh/LLLT. Houve aumento significativo no torque de remocéao
no Grupo NIic/LLLT comparativamente aos grupos Veh e Veh/LLLT aos 60 dias pos
operatdrios, embora nédo tenha influenciado o EdOGrupo Nic/LLLT exbiu aumentono
padrdo de imunomarcacée HIF1 U, YV BEMPR2, OCN, ALP e OPG, diminuicdo no

padrdo damunomarcacaale RANKL e similaridade na quantidade de células RLINX
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TRAP-positivascomparativamente ao Grupo Ni€onclusdo: Assim, dentro dos limés do
presente estudo pode concluir que a LLLT foi capaz de promover 0 processo 0Sseo peri
implantar em animais modificados sistemicamente pela nicotina, compensando os seus efeitos

negativos na osseointegracao.

Introducao

A Terapia com Laser em Baixa Intensidade (LLLT) tem emergido como uma
estratégia para acelerar o processo de reparo 0ssamplantar (Dortbudak et al. 2002;
Khadra et al. 2004; Lopes et al. 2005; Jakse et al . 2007; Kim et al. 2007; Pereira et;al. 2009
Petri et al. 2010; Maluf et al. 2010; Campanha et al. 2010; Gslaiales et al. 2012;
Boldrini et al. 2013; Vasconcellos et al. 2014; Massotti et al. 2015; Mayer et al. 2015; Gomes
et al. 2015; Kim et al. 2016f.0i demonstrado que a LLLT agapaz deegimular a producao
de colageno, aumentar &ea de neoformacdo Ossea contato osso/implanteglém de
aumentara estabilidade e oferecer maior resisténcia ao torque de remogdoplantes de
titdnio (Guzzardella et al. 2003; Pereira et al. 2009; Camgpah al. 2010; Maluf et al. 2010;
Boldrini et al. 2013; Gomes et al. 2015; Mayer et al. 2015; Massotti et al.. Z@tbBpém foi
demonstrado que os efeitos benéficos da LISAD potencializados em sitios com menor
qualidade Ossea ou envolvendo modelosesigiamente comprometidos, uma vez que a
suscetibilidade arradiacdo e capacidade de ativag@ular pelo lasedepende do estado
fisioloégico das células irradiadas (Karu 1989¢lulas com diminui¢cdo do potencial regox
presentes em estados patolégicasne tabagismo Tinti & Soory 2013, diabetes(de
Almeida et al. 2008)munossupress&d@ernandes et al. 2009) e frente a deplecéo estrogénica
(Garcia et al. 2013)sd0 mais sensiveis a irradiac8¢aru 1989).No tabagismoha um
aumento do stressxidativo no tecido e no plasma quedeaoaumento da susceptibilidade

celular airradiacddaser (Karu 1989).
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A literaturaimplica o tabagismo commnportante fator de risco que afeta a taxa de
sucesscclinico dos implantes dentai@hrcanovic et al. 20)5Neste contexto, aicotina

assumiu importante papel por que tem sidplamente utilizada em modslexperimentais

com animaigara elucidaos efeitos do tabaco sobre a osseointegracdo (Stefani et al. 2002;

Balatsoukaet al. 200%; Balatsoukaet al. 2005; Bonfante et al2008; Gotfredsen et al. 2009;
Berley et al. 2010; Yamano et al. 201Bjnboravariosautores ndo tenham observado efeito
prejudicial da exposicédo a nicotina sobre o reparo gsegamplantar(Stefani et al. 2002,
Balatsouka et al. 20@5 Balatsouka etl. 200%, Gotffredsen et al. 2009algunsestudos
histolégicos em modelos animais mostraram que o tabagismo giodleuir 0 contato
osso/implante a neoformacéo 6ssea dentro das roscas do implarit&nio(Nociti Junior et

al. 2002; CésaNeto et al.2003; CésalNeto et al. 2005Berley et al. 2010Yamano et al.

2010).

Até o pesente momento, e ao nosso conhecimento, nenhum estudo da at&d do
na osseointegracao de implantes de titanio frente a nicotina foi relatado na litérssurg.
este estdo objetivou avaliar o efeito da LLLT no processo de reparo 0sseorgmaintarem
ratos sistemicamente modificados pela nicotiAa.avaliagdo cosistiu de (1) analise
biomecanica da forca necessaria para romper a osseointed@canalisehistolégica; 8)
andlise histométricda porcentagende contato ossémplante (BIC) e de area 0sséBA)
dentro dos limites das roscas dos implani®sanalise histoquimica aliada a microscopia de
luz polarizada para avaliacdo do elivde maturacdo do Emeno e (b analise
imunoistoquimica para a deteccdo -1 U (regul ador centr al
hipoxia) VEGF (poente mediador angiogénicdpMP-2 (potente mediador osteogénico)

RUNX-2 (fator de transcri¢cdo regulador diéerenciacéo de ostbtastos) OCN (proteina nao

da

colagenosa sintetizada e secretada por osteoblastos na fase tardia da osteogénese) ALP

(enzima sintetizada e secretada por osteoblastos especialmente durante o processo de
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biomineralizacdo), RANKL (um regulador positivo da eaigdo 6ssea), OPG (um regulador

negativo da reabsor¢céo éssea) e TRAP (um biomarcador de osteoclastos).

Materiais e métodos

1. Animais e calculoamostral

Este estudo foi conduzido em conformidaden as diretrizepropostas pelARRIVE
(Pesquisa AnimalDescrevendo ¥perimentodn Vivo) (Kilkenny et al. 201Q)O tamanho da
amostra foi determinadoom um nie | de signi fi w®podér amostra deU
80%. Consderando estes parametros, dez aninpas tratamento foi considerado nosso
tamanho damostra. Um total d&20 ratoanachogRattus norvegicus, albinus, Wistale 3
meses de idad&50-300 g (Biotério Centralda Faculdade de Odontologie Aracatuba,
UNESB foi estudado. th total de240 implantes foi instalad®s animais foranmantidos
emambiente com temperatura estavel (22 + 2&€Jo de luz controlado (2B clardescur9,
agua e racaad libitum durante todo o eerimento Seguindo uma tabela gerada em
computadorps animais foram distribuidos etnis grandeggrupos expementais (n = 60) de
duasaplicacdediarias desolucdo salina, Grup@eh; ou nicotina, Grupo Nid protocolo
experimental foi aprovado pe@omissdo de Etica no Uso de Animgisotocolon® 00934

2012) da Faculdade de Odontolod@Aracatubal JNESP

2. Protocolo Experimental
Administracéo da nicotina golucéo salina

O hemissulfato de nicoti&igma, St. LouisMO, EUA) foi diluido em solugé&o salina
(cloreto de sodio 0,9%ra se obter uma solucdo com concentracdo de 5mi/odda 12

horas, osnimais do Grupo Nic receberanjecdes subcutdneasm dose d8mg/kgde peso
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dessa solucana regido dorsal em horario peétabelecido por um periodo de 30 dias que
antecedeam o procedimento cirdrgico até o0 momento da eutarj@kiamoto et al1994). Os
animais do Grupo Veh receberapenas o veiculfsolucédo salinagom objetivo de simular

as mesmas condicdes de estresse diario proveniente das aplicagdesrde

Instalacdo dos implantes e grupos experimentais

Apo6s 30 dias do inicio dagiministracfefoi realizado gorocedimentairargico para
instalacdo dos implantegstibias direita e esquerdde todos os animaig\ anestesia geral
foi realizadagpelaassociacéo de ketamina (70 mg/kg de peso corporal) e xilazina (6 mg/kg de
peso corpral). Apdstricotomia da parte interior da pernaaetissepsiacom iodopolvidona
(10%), Pi realizada uma incisdo de aproximadamente 30duartado interno da coxa, logo
abaixo do joelho, e a metafise proximal foi exposta por disseccdo rasnbaalvéolo
cirdrgico bicorticalfoi preparadocom uma fresg2,0 mn) (Conexao Sisteas de Protese,
Aruja, SP, Brasil) montada em mot cirtrgico (45 Ne 98 rpm) (Omega, Dentscler Industria
de Aparelhos Odontoldgicos Ltda, Ribeirdo Pre8#, Brasil) sob irrigacdoconstante de
solucéo salina. Os animais forambdivididos engrupos de diferentes tratamentos locais do
alvéolo cirtrgico previamente a instalagdo do implgdnte 30) Veh - nenhum tratamento
local; Veh/LLLT - irradiacdo com laser em baixa intensidadie;-NMenhum tratamento local;
NIic/LLLT - irradiagcdo com laser em baixaansidadeO implante (4,0 mm x 2,2 mpCone
Morse, de superficie tratada convencionalmente por meio de jateamento e ataqu®&€ido)
Biomedical®, Campo Largo, PR, Brasil) fonstalado no alvéolo cirdrgico com uma chave
digital (1,2 mm) acoplada ao hexagono do implaaté que todas as suas roscas ficassem
completamente cobertas pelo osso cortiEal seguida, o tecido muscular giturado com
fio 4.0 de poliglactina 910 (Etton, S&o Paulo, SP, Brasi o epitéal foi suturado com fio

deseda 4.0 (Ethicon, S&o Paulo, SP, Bya€lk animais receberam uma inje¢éo intramuscular
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de 24.000 IU de penicilin&g-benzathina (Fort Dodg&aude Animal Ltd.,, Campinas, SP,
Brasil) no ps-operatério imediatoPara evitar vieses e garantir a randomizacéo do estudo, o
procedimento cirargicgempre foi realizado por dotsrurgiéesexperientes e calibrados e de
acordo com unrigido protocolo O primeiro operador (JMA) néteve conhecimentcse 0
alvéolo cirargico seria ou nao irradiado. O segunoleerador (AFB) determinou,
aleatoriamente com auxilio de software de computad® alvéolos a sereiradiadcs. Este
mesmo operador sempre fez a irradiacdo do alvéolo, ou sua simulacdo, previament
instalacdo do implante. A informacao foantda em segredo por este operadadr o fim da

analise.

Irradiacdo laser

O laser utilizaddoi o Indio-Galio-Aluminio-Fosforo(InGaAIP) (Thera LaseD.M.C.
Equipamentos Ltda., Sdo Carlos, SP, Brasom comprimento de onda de 660 riibra
6tica de0,0283 cn’ de diametroe no modo continuoO feixe de luz foiposicionado
perpendicularmente aecido dsseaortical no longo eixado alvéolo cirdrgicoem contatae
incidindo para o seu interiocom0,035 W de pddncia, po# s (energia total de,14 J. Cada

alvéolo cirdrgico recebed,9 J/cmdedensidade de energia.

Periodos experimentais

Os animaisforam eutanasiadosom dose de 150mg/kg deiopental (Cristalia
ProdutosQuimicos Farmacéuticos lad Itapira, SP, Brak) aos 15, 30 e 60 diaspos
operatorios As tibias direitas foram coletadas, dissecadas para a exposi¢cdo dos implantes,
submetidas a avaliagdo biomecanica e depois processadas laboratorialmente para analise

histoldgica, histoquimica e wmoistoquimica.As tibias equerdas foramprocessadas
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laboratoriamentepara a confeccao de cortes histologienssistema de corte especifipara

analise histométrica.

3. Avaliacdo biomecanica

ApOs a estabilizacdo da tibia em uma masseplante foi removido pomovimento
antrhorario ®m uma chave hexagonal (1,2 mm) conectada ao implante e raegidor
analégico detorque (BTG60CNS Tohnichi Mfg. Co. Ltd., Tokyo, Japotomandese
cuidado para quaenhuma forcdosse aplicada ao implena direcdo verticalO medidor
registrou a forca necessaria para romper a osseointe@hacé). Os dados coletados foram

tabulados e submetidos a analise estatistica.

4. Processaments laboratoriais
Processamenthistolégicodas tibias direitas

As porcdes dagibias direitas previamente contendo o implapferam dissecadas,
fixadas enformaldeido(4%) por 48 h, desmineralizadas é@odo etilenodiaminotetracético a
10% (pH 7,2)e incluidasem parafinaSeccdesemiseriados (4m) foramconfeccionados na
direcdo ddongo eko do alvéolo do implante. Duasc@es de cada esgiéne foram coradas
por hematoxilina e eosin®&E) para analise histolégica, duas foram coradas por picrosirius
red para andlise histoquimicaetras dezoito forameparadas emovelotes esubmetidas a
reacdes imunoistoquimica com os seguintes anticorpos primarios policamtalstF-1 o
rato gerado em camundonge63546, Santa CruBiotechnology Santa CruzCA, USA),
ant-VEGF do rato gerado em camundor{go7269, Santa CruBiotechnology Santa Cruz
CA, USA), ant-tBMP-2 do rato gerado em camundongo (B9553, Sigma AldBthlouis
CA, USA), anttRUNX-2 do rato gerado em camundongo -{€¥58, Santa Cruz

Biotechnology Santa CruzCA, USA), anttOCN do rato gerado em cabra-(8319, Santa

148



Manuscrito para Rblicacadad Capitulo 3

Cruz Biotechnology Santa CruzCA, USA), anttALP do rato gerado em coelliec-30203,
Santa CruzBiotechnology Santa Cruz CA, USA), anttRANKL do rato gerado em
camundongo (s€628, Santa CruBiotechnology Santa CruzCA, USA), anttOPGdo rato
gerado em cabra (@268, Santa CruBiotechnology Santa CruzCA, USA)e antiTRAP do
rato gerado entabia (se30833, Santa CruBiotechnology Santa Cruz CA, USA). O
processamento imunoistoquimico foi realizaddapgcnica da imunoperoxidase indireta

seguindo o protocolo descrito pBarcia et al. 2013

Processamenthistolégicodas tibias esquerdas

As porcdes datibias esquerdas;ontendo o implantdpram fixadas em formaldeido
tamponado (4%) por 48 hprocessadapelatécnica descrita por Donath & Breuner (1982)
em laboratério especializado dzaculdade de Odontologia de Araraquara, UNEGPE
espécimes foram desidratadma corcentracdes crescentes de etanminbebids em resina a
base de glycolmbhtaaylate (Technovit 7200 VLCHeraeus Kulzer, Wehrheimtiesse
Alemanha). Os blocos fam cortados em seccdes de 100 de espessurabjetivandoo
centro do didametro do implante ao longo do seu eixo longitudomalum aparelho de corte
especificoEXAKT Apparatebau GmbH & Co., Norderstedt, Alerhaih Uma Unica secc¢éo
foi obtidaa partir de cadamplante. As secc¢des foram reduzidas por lixas a uma espessura
final de 30 um por moagem e polimento usando uma unidade EXAKiogrinding As
seccoes famcoradaem azuloluidinaa 1% evermelho escarlatSigma Aldrich,St. Louis

CA, USA).

5. Analise das amostras
A andlise das amostras foi realizada atravésnaeoscopia de luz polarizadpara

analise histoquimica enicroscopia Optica de campo clamara aanalise histologica
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histométrica e imunoistoquimica. Em todas as anafisesonsiderada gorcaodo tecido

O0sseresentanastrés primeirasoscas do implanteée cadaanimal(Sakakuraet al 2003)

Analise histoldgica e imunoistoquimica

As andliss histolégica eimunoistoquimicaforam realizadagpor um histologista
certificadoe cego aos tratamentos realizadBg). A analise histolégicaonstouda descri¢cao
das caracteristicas morfoldgicas do tecido 6sseo na regginita Os seguinteparametros
histol6gicos foramconsiderados: presenca e grau de inflamacdo; natureza do infiltrado
inflamatorio; presenca e extensdo de necrose tecidual; estado da vasculatura; padrdo de
celularidade dos tecidos 6sseo, conjuntivo, adiposo e hematopogtanr&y de estruturacéo
da matriz extracelular dos tecidos 6sseo, conjuntivo, adiposo e hematogeétatalF-1 U
VEGF, BMP-2, OCN, ALP, RANKL e OPG foi efetuada umaandlise semguantitativa
utilizandosede duasseccde histologicas de cada animal, aomento original de 400x.0A
padrao de imunomeacao foi atribuido um escor@. critérioadotadgpara o estabelecimento
dos escores fdiaseadmaqueles estabelecidos dearia et al. 2008, onde 0 = auséncia de
imunomarcacdo; 1 = baixo padrdo de imunmagdo; 2 = moderado padrao de
imunomarcacao; 3 = alto padrao de imunomarca@amRUNX-2 e TRAP foi efetuada uma
andlise quantitativatambémse utilizando de duas seccdes histologicas de cada animal no
aumento original de 400xs células RUNX2 e TRAP-positivagmn? expressas nas trés
primeiras roscas, na regido mesial e distal do implante, foram consid€&tada$RAP foram
consideradas apenas células multinucleadas contendo trés ou mais nucless eontato

com o tecido 0sseo.
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Andlise hstoquimica

Outro examinador (PDRreinado e cego aos tratamentos realizados executou a anélise
histoquimica com ursoftwere(AutoMeasure para AxelVision 4, Carl Zeiss, Alemanha) que
permite a avaliacdo dhstribuicdo espacial das fibras colageeasfuncéo do limite de cores
As cores das fibras colagenas, quando coradas com vermelho picrosirius e visualizadas sob
microscopia de luz polarizada, dependem da espessura da fibra e variam em ordem crescente
em funcdo do seu grau de maturacdo, indo deevpatla amarelo, laranja, e vermello.
identificacdode areas de diferentes matizes perméiguantificacdo das aeacupadas por

diferentes cores (Kanno et al. 2008).

Analise histométrica

A analise histométrictoi realizada com auxilio de usistema d analise de imagem
(Axiovision v.4.8.2, Carl Zeiss, Jena, Germany.) acoplado a um microscépio 6ptico (Olympus
BX 51), com ampliagéo de 4 x, pelo mesmo examinador (PLF). As imagptnsadas foram
salvas no formato TIFF e analisadas duas ocasides diéartes, respeitando um intervalo de
duassemanas entre a primeiraeegunda avaliaca®. contato ossoimplante(BIC) e area
de osso(BA) dentronasroscas do implantéoram avaliadas de acordo com ssguintes
critériosdescritos poGakakuraet al (2003)

A extensdo linear (mm) do tecido 6sseo em contato direto com o titaniwésas
primeiras roscas do implante na regido mesial e distal

Area de osso neoformadmm?) em relacéo & area total presente dentro dos limites das
trés primeiras roscas dimplante na regido mesial e distal

Para as duas analises foram consideradas as médias dos valores obtidos nas regides mesi

e distal para cada implante.
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Calibragdodos examinadores

Para minimizar erros intraxaminador, todos os examinadores acidentificados
foram mascaradosapa 0s grupos experimentaidratamentogealizadosantes das analises
histomeétrica, histoquimica e imustoquimica Os examinadoresalizaramas medi¢cdesde
BA, BIC, RUNX-2 e TRAP duas vezes. O teste t pareado foi zaiio para calcular o erro
intraexaminador. P> 0,05 no teste t emparelhado foi considerado para estimar a viabilidade

do método proposto.

6. Andlise estatistica

Com um tamanho de antos a de 10 ( p oQestllo @isde 90%.00s p 0 d ¢
dados foram analisadagravés de ensoftware (BioEstat versdo 5.0Belém, PA, Brasil)
Para todos os dados quantitativos (cetdrgue, BA, BIC, RUNX2 e TRAP) foi realizada a
andlise de normalidade pelo teste Shapitk e analise de variancia a dois critérios
AANOVAO, com n2vel p<6,05%k Fogaplicddo @ testecde aukeg paa %  (

comparacdes multiplatos grupos como também dos periodos.

Resultados

Anélise Biomecéanica

A comparacdo intergrupos no mesmo perigdostrou que 0 GrupdNic/LLLT
apresentou maiotorque de remocaquando comparado ao Grupo Vetos 60 dias pés
operatorios §<0,05; Tabelal). O Grupo Nic apresentou também maior torque de remocao
guando comparado ao Grupo Veh/LLLT, aos 60 gi@soperatorios [§<0,05; Tabelal). A
comparagdo entre os periodos no mesmo grupo mostrou que apgemasposNic e

NIC/LLLT exibiram maior torquede remocdo dos implantes ad3 @ias posoperatérios
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quando comparados aos é30dias posoperatoriop<0,05; Tabelal), e aos 60 dias pos

operatorios quando comparados aos 30 dia®pésatoriogp<0,05; Tabelal).

Andlise Histométrica
BIC

A comparacao intergrupos no mesmo periodo mostrou que o Grupo Nic/LLLT exibiu
menor BIC em comparagdo com o Grupo \é&s 15 e 30 dias pagperatérios(p<0,05;
Tabeh 2; Figura 3. Os grupos Nic e Nic/LLLT apresentaram menor BIC em comparagao
com o Grupo Veh/LLLT aos 15 dias poOperatorios(p<0,05; Tabela 2 Figura 3. A
comparacao entre os periodos mostrou que os giipgos Nic/LLLT exibiram maior BIC
aos 60 dias pégperatdrios quando comparados aos 15 diasopésatérios e o Grupo Nic
exibiu maior BIC aos 60 dias pogperatdrios quando comparados aos 30 dia®pésatorios

(p<0,05;Tabela 2Figura J.

BA

A comparacéo intergrupos no mesmo periodo mostrou que o Grupo Veh/LLLT exibiu
maior BA em comparacédo ao Grupo Veh, aos 15 e 60 diaspmbatorios, e menor BA aos
30 dias posperatoérios, quando comparado ao mesmo g, @5; Tabela 3; Figura 1). O
Grupo Nic exibiu menor BA em comparacdo ao Grupo Veh em todos os periodos
experimentais estudadgs<(Q,05; Tabela 3; Figura 1). O Grupo Nic/LLLT apresentou menor
BA em comparagdo ao Grupo Veh/LLLT aos 15 dias-queratorios e maior BA em
comparacdo ao mesmougo aos 30 dias péaxperatorios [§<0,05; Tabela 3; Figura 1). O
Grupo Nic/LLLT apresentou ainda maior BA em comparacdo ao Grupo Nic em todos o0s

periodos experimentais estudadps((05; Tabela 3; Figura 1). A comparacdo entre 0s
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periodos no mesmo grupo nasl que aos 30 dias poperatérios os grupos Veh/LLLT e
Nic exibiram menor BA quando comparados aos 15 diaopeésatorios [§<0,05; Tabela 3;
Figura 1) Aos 60 dias posperatérioso Grupo Veh/LLLT exibiu menorBA quando
comparadoaos 15 dias pégperabrios enquantoo Grupo NiIc/LLLT exibiu maior BA
quando comparado ao mesmo perid@a0,05; Tabela 3; Figura 1). Todos 0s grupos
exibiram maior BA aos 60 dias poperatorios quando comparados aos 30 dias pos

operatorios§<0,05; Tabela 3; Figura 1).

Andlise Histoquimica

A comparacao intergrupos no mesmo periodo mostrou que o Grupo Nic/LLLT exibiu
maior quantidade de fibras coldgenas imaturas aos 15 e 30 diapgragdrios, e menor
quantidade de fibras colagenas imaturas aos 60 diagpedatérios quato comparado ao
Grupo Veh <0,05; Figura 2). O Grupo Nic/LLLT exibiu maior quantidade de fibras
colagenas imaturas aos 30 dias-ppseratérios, e menor quantidade de fibras colagenas
imaturas aos 60 dias péperatérios quando comparado ao Grupo Veh/L[{g0,05; Figura
2). O Grupo Nic também exibiu menor quantidade de fibras colagenas imaturas aos 60 dias
posoperatérios quando comparadca goupcs Veh eVeh/LLLT (p<0,05; Figura 2). O Grupo
Nic/LLLT aindaexibiu maior quantidade de fibras colagenas insst@os 15 e 30 dias pos
operatorios quando comparado ao Grupo IcO(05; Figura 2). A comparacdo entre 0s
periodos no mesmo grupo mostrou que o Grupo Nic apresentou maior quantidade de fibras
coldgenas imaturas aos 30 diads-pperatorios quando compacados 15 dias pés
operatdrios (§<0,05; Figura 2). Os grupos Veh, Veh/LLLT e Nic exibiram maior quantidade
de fibras colagenas imaturas aos 60 diasgp@satérios quando comparados aos 30 dias pos

operatorios§<0,05; Figura 2).
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Andlise Imunoistoquimica

Na andlise imunoistagimica de VEGF e HHLU, para ambos os marcadoreszrupo
Veh exibiu padrdo de imunomarcacgmedominantementenoderadp enquantoo Grupo
VelLLLT exibiu padrao de imunomarcacgoedominantementalto. O Grupo Nic exibiu
padrdo demunomarcacadaixo em todos os periodos experimentais estuddeasGrupo
Nic/LLLT exibiu padrédo de imunomarcac&woderadoem todos os periodos experimentais

estudadogFigura3).

Na analise de BMR2 o0 Grupo Vehmostroupadrédo de imunomarcac&wderadoem
todos os periodos experimentais estudadaguanto dcrupo Veh/LLLT exibiu padrédo de
imunomarcacagredominantementalto, e o Grupo Nic exibiu padrdo de imunomarcacao
predominantementbaixo. O Grupo Nic/LLLT exibiu padrdo de imunomarcacdo moderado
emtodos os periodos experimentais estuddBagirad). Na analise quantitativde RUNX-
2, 0s animais dos grupos Veh/LLLT e Nic exibiram maior quantidade de células RUNX
positivas em comparacdo aos animais do Grupo Veh em todos os periodos experimentais
estudadospO 0 , Bigura4). O Grupo Nic/LLLT apresentou maior quantidade de células

RUNX2-positivas em comparacdo aos animais do Grupo Veh aos 60 diapgrétorios

(PO 0 , RBidhrad).

A andlise de OCN e ALP mostropara ambos os marcadoremderndo padrao de
imunomarcacadao Grupo Vehem todos os periodos experimentais estuda@o$rupo
Veh/LLLT exibiu padrdo de imunomarcac@oedominantemente alto, eGrupo Nic exibiu
padrdo de imunomarcag¢@doedominantementbaixa O Grupo Nic/LLLT exibiu padraode

imunomarcacamoderadem todos os periodos experimentstudadogFigurab).

A analise doseguladores locais da osteoclastogénB#NKL e OPG, mostrowma

tendéncia ao aumentw padrédo de imunomarcacédo RANKL e diminuicdo no padrao de
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imunomarcacao de OPG no Grupo Nic em comparacéao ao Grupd afebém foi observada

uma tendéncia ao aumento no padrédo de imunomarcEC&ANKL no Grupo Veh/ILLT

aos 60 dias pésperatérioguando com parado ao Grupo Ve&mqguanto a analise de OPG
mostrou modrado padrdo ddamunomarcacdopara ambos o0s grupos, em periodos
experimentais estudadd3 Grupo Nic/LLLT mostrou uma tendéncia a dimunui¢cdo no padréo

de imunomarcacao de RANKL e tendéncia ao aumento no padado de imunomarcacao de OPG
em comparacao com o GraNIC (Figura6).

Na analise quantitativa desteoclastosnultinucleados emunorreativos a TRAP foi
observada maior quantidade células TR#MRitivas nas trés primeiras roscas dos implantes
nos animaislo Grupo Veh/LLLT quando comparados aos animais do Grupo VeBQao8§0
dias posoperatorios 00 , 0 5 ; 6).FOs canimagsdo Grupo Nice Nic/LLLT também
apresentaram maior quantidade células THABitivas em comparacdo aos animais do
Grupo Veh, aos 1B 30 dias pésperatoriogpO 0 , Bidura6). Além disso, os animais dos
Grupos Nic e Nic/LLLT apresentaram maior quantidade células FpusRivas aos 15 e 30
dias pGsoperatérios e menor quantidade células TRBitivas aos 60 dias paperatorios

em @mparac¢io aos animais do Grupo Veh/LL{pD 0 , Bidhirab).

Discussao

Este é o primeiro estudo qaealiouo efeito da LLLTnho processo deeparo 6sseo
pertimplantar em ratos sistemicamente modificados pela nicotidauso do lasecomo
método alternativo para facilitarasteogénese de tecidos 0sseos afetados pelo tabagismo foi
proposto apenas em um estudo de Franco et al. (2003)m modelo com defes 0sseos
em fémur de ratos preenchidos por hidpatita.Nele, os autores glkrvaram que a inalacdo

da fumaca do cigarro comprometeu a neoformacdo 0ssea enquanto o laser nédo foi capaz de
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estimular a osteogénese no local, independentemente dos animais terem sidos expostos ou nac
ao fumo passivo crénico.

No presente estudo,yoceso de reparo 0sseo pariplantarfoi avaliado através de
analise biomecanica do torque necessario para romper a osseointegracdo, histologica,
histométrica da porcentagem de BIBA, histoquimica daivel de maturacdo do colageno e
analiseimunoistoquimia de HIF1U VEGF, BMP-2, RUNX-2, OCN, ALP, RANKL, OPGe
TRAP, dentro dos limites das roscas dos implantes

A analise histométrica demonstrou que o Grupo Nic/LLLT apresentou BA aumentada
quando comparada ao Grupo Nic em todos os periodos experimesitadados e similar
guando comparada ao Grupo Veh aos 15 e 30 diampmbatorios. Aos 60 dias pods
operatorios o Grupo Nic/LLLT ainda apresentou BA aumentada quando comparada ao Grupo
Veh e similar quando comparada ao Grupo Veh/LLLT, demonstrando qukeTafblcapaz
de aumentar a neoformacdo Ossea-ipgslantar nos animais sistemicamente modificados
pela nicotina a ponto de atingir o nivel de regeneracdo 6ssea ocorrida nos animais sem

comprometimento sistémico, especialteemos 60 dias pés operatérios.

Essa observacgédo se faz importante por que poderia justificar os efeitos do laser nos
animais sistemicamente comprometidos pela nicotina, aos 60 diaspgrasorios,
apresentados pela andalise biomecéanica da forca necessaria para romper a osseointegracao
Nela, houve um aumento significativo no torque de remocédo dos implantes no Grupo
Nic/LLLT comparativamente aos grupos Veh e Veh/LLLT, embora tenham sido observadas
similaridades entre os grupos Nic/LLLT e Nic a®8 dias poOsoperatorios. O teste de
remocaodos implantes tem sido proposto para fornecer informacdes a respeito do grau de
contato entre 0 0sso e o implarkeni et al. 2018. Interessantemente, neste estudo a analise
histométrica dBIC mostrou similaridadesntre osanimais dos grupos NId/LT e Nic em

todos os periodos experimentais estudados, demonstrando que embora a LLLT tenha
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produzido efeitos positivos no torque de remocao aos 60 diagppéatorios ela ndo foi

capaz de influencian contato existente entre o tecido 6sseo e o implanteéateoti Sob o

ponto de vista dos autores deste estudo, a informacdo de que o torque de remocdo esta
diretamente relacionado com o contato osso/implante deve ser tomada com cautela, uma vez o
rompimento da osseointegracdo também pode ser influenciado peitidgde e qualidade

0ssea no interior das roscas do implante.

A literatura relata que a LLLT exerce efeitos benéficos no processo de reparo 6ésseo
perkimplantar e osseointegracdo uma vez quep&z deaumentar o contato osso/implarde,
producdo defibras coldgenas @rea de neoformacgdo 0ssea no interior de suas roscas,
aumentar o coeficiente de estabilidade e oferecer maior resisténcia ao torque de remocéo do
implante em diferentes modelos de estagperimentaigGuzzardella et al. 2003; Pereira et
al. 2009; Campanha et al. 2010; Maluf et al. 2010; Boldrini et al. 2013; Gomes et al. 2015;
Mayer et al. 2015; Massotti et al. 201E)possivelconsideraque estes resultados se devem
aos efeitos positivos da acéo do lases eventos relacionadosm ometabolismo e processo
de reparodss® (Petri et al. 2010.Tem sido sugerido quele capaz depromover a
angiogénese (Szymanska et al. 2013; Goralczyk et al. 2015; Bviteftpuez et al. 2015),
estimular a proliferacao e diferenciacdo osteoblastica (8teith 2005; Grassi et al. 2011;

Tim et al. 2014; Tim et al. 2015), estimular a producéo de colagéasstitti et al. 2005 a
formacao de matriz 6ssea, bem caommoineralizacdo @ maturacdo 6ssea (FavePipi et al.

2011;de Souza Merlet al. 2012; Bebosa et al. 2013).

Em contra partida a nicotina promoseveras alteracoes aagiogéneseMa et al.
2008; Zheng et al. 20084a et 4. 2010, producéo de colageno (Yin et al. 2000, Wdhg
Martins-Green 2004)proliferacéo, diferenciacdo e maturagimosteoblastosTheiss et al.

2000; Walker et al. 2001; Tanaka et al. 2005; Katono et al. 2006; Pereira et alRa26#m
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et al. 2011)além de alteracbes maimero de osteoclastaivos, além daeducéo dauaarea
planar de reabsorcdo Ossea (Tanakal.eRGl3, que podem contribuir para atraso na
osseointegracdo em fuman{@srley et al. 2010; Yamano et al. 2)1Para avaliar o efeito

do laser m processo de reparo 0sseo pewlantar frente a nicotinaps principais
reguladores locais da angiogéagosteblastogénese, mineralizacdo 6ssea, osteoclastagénese
ainda aquantidade de osteoclastos atifoeam analisados no presente estyelo método

imunoistoquimico.

Os nossos resultados mostraramiorespadrdesde imunomarcacdoe HIFL:U e
VEGF nos animais do Grupo Nic/LLLT comparativamente aos do Grupo Nic em todos 0s
periodos experimentais estudaddemonstrado que a LLLT influenciou positivamente os
principais reguladores locarseeoangiogénicos. Ainda foi observado que embora ndo tenha
influenciado a quantidade de células imunorreativas a R2NXouve um aumento no padréo
de imunomarcacéo de BMPnos animais do Grupo Nic/LLLT comparativamente aos do
Grupo Nicaos 15 e 30 dias paperatorios, demonstrando influéncia pesittambém na
osteblasigéneseOs efeitos positivos da acdo do lasefarenacdo e mineralizacato tecido
0sseo também foram confirmados pelo aumento no padrdo de imunomarcacao elé&CRCN
nos animais do Grupo Nic/LLLT em comparacdo aos do GrupceMidodos os periodos
experimentais estudaddor fim, a analise dos reguladores da reabsorcdo éssea mostrou que
houve uma diminuicdo no padrdo meunomarcacao para RANKL aos 15 e 30 dias- p6s
operatdrios e um aumento no padréoirdanamarcacdo para OPG aos 30 e 60 dias pos
operatérios nos animais do Grupo Nic/LLLT comparados aos do Grupo Nic, embora a
quantidade de osteoclastos multinucleados imunorreativos a TRAP n&do tenha se mostrado
significativamentealterado, demonstrandgue a LLLT também foi capaz de influenciar o
processo deemodelacdo 0ssees animais tratados com nicotifsses achados demonstram

que a LLLT foi capaz de regular positivamente os principais marcadores da neoangiogénese,
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osteblastogénese e biomineralizacdo e remodelacdo 6ssea. Juntos, podem exphiestm

da neoformacéo 6ssea nos animais do Grupo Nic/LLLT.

O efeito negativo da nicotina no processo de reparo Osseempéantar foi
comprovado peladiminuicdo daneoformacdo Ossea e qualidade das suas trabéculas no
interior das roscados implantesembora ndo tenha sido capaz de reduzir o BIC e a forca
necessdria para romper a osseointegra@ideressantemente, os animais tratados com
nicotina também apresentaram maior torque de remoc¢do quando comparados aos controles
tratados com laser aos 60 dEssoperatorios. Tais acdas nunca foram antes relatad@s
literatura e ndo foi possivel de serem explicados no presente é@¢tudoalise histoquimica e
imunoistoquimica foiobservado atraso na producdo @tsmentos que compdemnaatriz
6ssea, diminuicdo no padrdo de imunomarcaigEbliF-1 UVEGF, BMP-2, OCN, ALP e
OPG,aumento no padrao de imunomarcaca®A&IKL e aumento nguantidade deélulas
imunorreativas &UNX-2 e TRAPno Grupo Nicem relacdo ao Grupo Velds resultados
demonstram que a nicotina foi capazreiduzir a angiogéneseadiferenciacédo osteoblastica,
comprometendo a formagdo Ossea, incluindo a producdo de elementos da matriz,
biomineralizacdo ematuracdo Ossea pémplantar. Esses achados ja foradiscutidos
anteriormente pelos mesmos autores em estudo prévio e corroboram outros estudos da
literatura que também observaram efeito prejudicial da nicatinarocesso de reparo 6sseo
perkimplantar(Berley et al. 2010; Yamano et al. 2010).

O laser nao foi capaz de influenciar o torque de remocao dos implantes nem o contato
0sso implante, mas aumentou a neoformacdo éOsseanpéantar e maior qualidade das
trabéculas nos animais do Grupo Veh/LLLT em comparacdo os animais do Grupo Veh.
Adicionalmentetambém foi observado aumento no padrdo de imunomarchBid--1 U ,
VEGF, BMP-2, OCN, ALP,similaridades no padrao de imunomarcaca®AbdKL e OPGe

aumento nagjuantidade deélulas imunorreativas RUNX-2 e TRAPno Grupo LLLT em
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relacdo aoGrupo C, embora ndo tenha apresentadadificacbesnos elementos que
compdem a matrizEsses resultados demonstram quelL&T foi capaz de aumentar a
angiogénese e a diferenciacéo osteoblastica, promowefuimacao 6ssediomineralizacéo

e maturacdo 6esa perimplantar, acelerando a osseointegracao.

Assim, dentro dos limites do presente estudo {sadeoncluir que a LLLT foi capaz
de promover o processo 0sseo {fmplantar em animais modificados sistemicamente pela

nicotina, compensando o0s seus efeit@gativos na osseointegracao.
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Tabelald Capitulo 3

Tabela 1: Médias e desvi®padrdo (M = DP) dos dados de contra torgMecn?), nas

interagdes entre Grupos e Periodos.

Periodos
Grupos 15 dias 30 dias 60 dias
Veh 11,25 2,77 11,4+£2,24 16,00 * 3,69

Veh/LLLT 11,5+ 2,07 13,25 + 4,65 1375+1,92
Nic 9,25+ 1,92 12,6 N 1 17,25 R :
Nic/LLLT 9,16 +1,34 14,4 N 2 21,83 R 1

Comparacéao intergrupos no mesmo periodo:

* Diferencasignificante com Grup¥eh. ANOVA, seguido de Tukeyp© 0, 05) .

A Di f significanteaom Grupo VéhLLT. ANOVA, seguido de Tukeyd©O 0, 05) .
Comparacéo entre os periodos no mesmo grupo:

y Diferen-a si gn i-dpératdaas.tANOVA,seguidb He Tdkgyd)s Op 05 ) .

# Diferenca significante com 30 dias pdgeratorios. ANOVA, seguido de Tukgy® 0, 05) .
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Tabela 20 Capitulo 3

Tabela 2: Médias e desv®padrao (M + DP) deontato osso/implantes (BIC, %gastrés

primeirasroscasna mesial e distghara cada grupo e periodo.

Periodos
Grupos 15 dias 30 dias 60 dias
Veh 72.798 + 3.942 73.778 £ 5.974 72.460 + 10.878
Veh/LLLT 75.693 + 5.948 69.602 + 7.529 77.885 + 11.592
Nic 64.287 K 63.813 + 8.959 76.614 + 7.285
Nic/LLLT 54.113 N 60.195 + 18.059°  71.030 + 4.543

Comparacéao intergrupos no mesmo periodo:

* Diferenca significante com o Grupo V.e’NOVA seguido de TukeypO 0, 05) .

A Deéntassignificante com o Grupo VehLT. ANOVA seguido de Tukeyf© 0, 05) .
Comparacéo entre os periodos no mesmo grupo:

# Diferenca significante com 15 dias. ANOVA seguido de Tupegy ( 0, 05) .

y Diferen-a significante comO 300, Ods5i)as. ANOVA
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Tabela 30 Capitulo 3

Tabela 3: Médias e desvios padrdao (M + DP) @ea 0ssea (BA, Ydentro dadrés primeiras

roscas dos implantesa mesial e distapara cada grupo e periodo.

Periodos
Grupos 15 dias 30 dias

60 dias

Veh 78.831 + 5.768 77.080 + 3.954 82.775 + 5.785

Veh/LLLT 96.329 + 1.728 * 70.788 N 90.015 N
Nic 71.036 N 65.102 N 74.074 N
Nic/LLLT 79.048 N 77.730 N 94. 423 N

Comparacéao intergrupos no mesmo periodo:

* Diferencasignificante com o Grupo VeMNOVA seguido de TukeypO 0, 05) .

A Deéntaesignificante com o Grupo VehLT. ANOVA seguido de Tukeydf© 0, 05) .
# Diferenca significante com o Grupo NiBNOVA seguido de Tukeyg© 0, 05) .
Comparagéo entre 0os periodosmesmo grupo:

y Diferen-a significante comO 105 0dsi)as. ANOVA

Diferenca significante com 30 dias. ANOVA seguido de Tuke9 ( 0, 05) .
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Legendas das FigurasCapitulo 3

Figura 1. Fotomicrografias evidenciando tecido ésseo neoformado nas roscas dos
implantes nosgrupos Nic(A, C e B e NidLLLT (B, D e F) aos 15A-B), 30(C-D) e 60(E-

F) dias posoperatériosAbreviacdes: to, tecido 6sseo. Coloragd&Et.

Figura 2: Nivel de maturacdo das fibras colagerfA3.Grafico mostrandonédiae desvios

padraoda porcentagem déras coldgenas maduras e imaturas nos grupos Veh, Veh/LLLT,

Nic e Nic/LLLT, aos 15, 30 e 60 dias poéperatdrios, com comparacaatergrupos e
intragrupos: * Diferenca significante com Grupo Veh no mesmo peripdd ( 0, 05) ,
Diferenca significante com Grupo Veh/LLLT no mesmo periogdd( 0, 05) ; y Di
significante com Grupo Nic no mesmo periopad 0, 05) ; # [Danté com @50 - a
dias no mesmo grup@© 0, M&e)enca significante com 30 dias no mesmo grypo (

0,05). (B-G) Fotomicrografias evidenciando fibras coldgenaslunas e imaturas nos grupos

Nic (B, D e F)e Nic/LLLT (C, E e G) aos15, 30 €60 dias pésoperatorios Abreviagdes: to,

tecido 6sseo. Coloracdo: Vermelho picrosikissializado em microscopia de luz polarizada.

Figura 3: Imunomarcacdo para HIEU e \(A @Fafico mostrando o padrdo de
imunomarcacéo (mediana e desvio interquartil dos escpega)HIF-1 U nos grupos
Veh/LLLT, Nic e Nic/LLLT, aos 15, 30 e 60 dias poperatorios(B) Grafico mostrando o

padrdo de imunomarcacao (mediana e desvio interquartil dos escores) para VEGF nos grupos
Veh, Veh/LLLT, Nic e Nic/LLLT, aos 15, 30 e 60 diapésoperatorios. (C-D)
Fotomicrografias evidenciando as células HlIfpositivas (C) e VEGFpositivas D) no

grupo Nic/LLLT, aos 15 dias pésperatorios Abreviagcbes e Simbolos: setas, células

imunomarcadas; to, tecido 6sseo. CootboracdoHematoxilina de Harris.

Figura 4: Imunomarcacgdo para BMP e RUNX2. (A) Grafico mostrando o padrao de
imunomarcacdo (mediana e desvio interquartil dos escores) para2BMB grupos Veh,
Veh/LLLT, Nic e Nic/LLLT, aos 15, 30 e 60 dias poperatorios(B) Grafico mostrando o
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Legendas das FigurasCapitulo 3

padrdo de imunomarcacdo (mediana e desvio interquartil dos escores) para2RuiNX
grupos Veh, Veh/LLLT, Nic e Nic/LLLT, aos 15, 30 e 60 dias -ppsratérios.(C-D)
Fotomicrografias evidenciando as células BRApositivas (C) e RUNX2-positivas (D) no
grupo Nic/LLLT, aos 30 dias pésperatorios Abreviagcbes e Simbolos: setas, células
imunomarcadas; to, tecido 0sseo. Cowtlracao: (C) Hematoxilina de Harris e (D) fast

green.

Figura 5: Imunomarcacdo para OCN e ALRA) Gréafico mostrado o padrdo de
imunomarcacado (mediana e desvio interquartil dos escores) para OCN nos grupos Veh,
Veh/LLLT, Nic e Nic/LLLT, aos 15, 30 e 60 dias poperatorios(B) Grafico mostrando o
padrdo de imunomarcacédo (mediana e desvio interquartil dos esam@f4P nos grupos

Veh, Veh/LLLT, Nic e Nic/LLLT, aos 15, 30 e 60 dias pdmeratérios. (C-D)
Fotomicrografias evidenciando as células O@isitivas (C) e ALFpositivas (D) no grupo
Nic/LLLT, aos 30 dias p®operatérios. Abreviagbes e Simbolos: setas, la€lu

imunomarcadas; to, tecido 6sseo. Contboracao: Hematoxilina de Harris.

Figura 6: Imunomarcacéo para RIKL, OPG e TRAP(A) Grafico mostrando o padrdo de
imunomarcacdo (mediana e desvio interquartil dos escoresRpaMKL nos gruposVeh,
Veh/LLLT, Nic e Nic/LLLT, aos 15, 30 e 60 dias poperatorios(B) Grafico mostrando o

padrdo de imunomarcacao (mediana e desvio interquartil dos escores) para OPG nos grupos
Veh, Veh/LLLT, Nic e Nic/LLLT, aos 15, 30 e 60 dias poperatoérios.(C) Gréfico
mostrando o padrédo de imunomarcagdo (mediana e desvio interquartil dos escores) para
TRAP nos grupo¥eh, Veh/LLLT, Nic e Nic/LLLT, aos 15, 30 e 60 dias poperatorios(D-

E) Fotomicrografias evidenciando o padd®imunomarcacéo das células L -positivas

(D), OPGpositivas (E) e TRARositivas(F) aos 60 dias pésperatorios Abreviacdes e
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Simbolos: setas, células imunomarcadas; to, tecido 0sseo.-Colottacdo: Hematoxilina de

Harris.
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Figura 10 Capitulo 3
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