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RESUMO

Fraturas com atraso na consolidacdo e fraturas waoiunido O0ssea sao comumente
encontradas na pratica médica e estdo associalims andices de morbidade e mortalidade.
Dentro deste contexto, recursos biofisicos e braguas tém sido estudados na tentativa de
minimizar o tempo de consolidacdo 6ssea. Dentresegodem ser destacados o uso dos
materiais bioativos e do laser terapéutico de bpoténcia (LLLT). Varios estudos sugerem
gue ambos 0s recursos sao capazes de estimulaifaracdo de osteoblastos e a osteogénese
no local da fratura, promovendo uma maior depogigimassa 0ssea e acelerando o processo
de consolidag&o. Diante disso, este estudo teugediv de verificar os efeitos do laser de
baixa intensidade\.(= 830nm), com fluéncias de 60J/cm2 e 120J/cm?2 @ntke vitroceramica
bioativa, Biosilicat8, utilizados independentemente ou associados reotidacio 6ssea de
fraturas tibiais em ratos saudaveis. Para o estiodam utilizados 60 ratos, da linhagem
Wistar, distribuidos aleatoriamente nos seguintepag: grupo GCF: controle, com fratura e
sem tratamento; grupo GL60: fratura tratado corhTLLfluéncia de 60J/cm2; grupo GL120:
fratura tratado com LLLT, fluéncia de 120J/cm2;mmGB: fratura tratado com Biosilic&to
grupo GB60: fratura tratado com Biosilicdte LLLT, fluéncia de 60J/cm? e grupo GB120:
fratura tratado com Biosilicafe LLLT, fluéncia de 120J/cm2. Foi utilizado um Iade baixa
poténcia As-Ga-Al, 830nm, CW, 100 mW, 60 e120 J/d0¥ ratos foram anestesiados por
injecdo intraperitonial de Ketamina e Xilasina. Eeguida, realizou-se defeitos 6sseos de
2mm de diametro nas tibias dos animais. A irradidg&er iniciou-se imediatamente apos a
cirurgia e a cada 48 horas totalizando, 7 aplicagde 14 dias. O sacrificio foi realizado no
14° dia. A analise biomecanica das tibias ndo oevdiferencas estatisticas entre 0s grupos
experimentais. No entanto, a analise morfolégic@ogométrica revelaram que o grupo laser,
nas duas fluéncias avaliadas, apresentou valorasisesamente maiores que 0O grupo
controle e o grupo Biosilicafo Interessante, os grupos tratados com a associégao
biomaterial e laser, nas duas fluéncias, apresentaalores estatisticamente menores de 0sso
neoformado, mesmo quando comparados ao grupo mn&komicroscopia eletronica de
varredura mostrou uma intensa presenca do biorakaters defeitos 6sseos dos respectivos
animais. A partir dos resultados obtidos nestedestpode-se concluir que o laser terapéutico
de baixa poténcia foi mais eficaz no processo gmree 0sseo quando comparado ao
biomaterial, ou mesmo com as duas modalidadestsrtento associadas.

Palavras-chave:reparo 6sseo, terapia laser de baixa poténciasialdimativo, ratos



ABSTRACT: THE EFFECTS OF BIOSILICATE ® AND LOW LEVEL LASER
THERAPY ON BONE CONSOLODATION IN RATS

Fractures of delayed consolidation and fractureth won-union are commonly found in
medical practice and are associated with high nddgband mortality. Within this context,
biochemical and biophysical resource have beenestud an attempt enhance bone healing.
Among these may be highlighted the use of bioaatmaerials and low level laser therapy
(LLLT). Several studies suggest that both resoumresable to stimulate proliferation of
osteoblasts and osteogenesis at the fracturepsteoting a greater deposition of bone mass
and accelerating the process of consolidationh8artain purpose of the present work was to
evaluate the effects of low-intensity las@r £ 830nm), with fluencies of 60J/cm2 and
120J/cm? and a bioactive ceramic, Biosili€atoused alone or associated on bone
consolidation of the tibial fractures in healthystaFor the study 60 male Wistar rats were
randomly divided in 6 groupsgjroup bone defect control (GCF); group bone ddfeatliated
with LLLT, at 60 J/cmi (GL60); group bone defect irradiatedith LLLT, at 120 J/crh
(GL120); group bone defect filled witBiosilicaté® (GB); group bone defect filled with
Biosilicate® , irradiated with LLLT, at 60 J/ci(GB60); and group bone defect filled with
Biosilicate®, irradiated with LLLT, at 120 J/cm(GB120) A low-energy GaAlAs 830nm,
CW, 100 mw, 60 and 120 J.cm? was used in this stiithe rats were anesthetized by
intraperitoneal injection of ketamine and xylazi2 and a standardized 2.0-mm-diameter
bone defect was created by using a motorized dritler copious irrigation with saline
solution. Laser irradiation was initiated immediptafter the surgery procedure and it was
performed every 48 h for 14 days. After 14 day fasgery, biomechanical analysis revealed
no statistical differences between experimentalugso However, the morphological and
morphometric analysis showed that the laser, enttvo fluencies evaluated showed values
statistically higher than control group and the Hlicaté®. Interestingly, the groups treated
with Biosilicaté® and laser, in two fluencies, showed statisticitiwer values of newly
formed bone in the area of the defect even whenpeosd with the control group. The
scanning electron microscopy showed an intensespcesof the biomaterial in bone defects
of their animals. From the results obtained in #tigdy, we concluded that the low-intensity
laser was more effective in the process of bonaireghen compared with biomaterial or the
two resources associated.

Key-words: bone repair, low level laser therapy, bioactiveenats, rats.
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1. INTRODUCAO

Fraturas ésseas podem ser definidas como umauip¢éo na continuidade do
0ss0, podendo ser provocado por traumatismo ownginireza patolégica (RUBIN et
al., 2006; BRASILEIRO FILHO, 2006). Essas esta@gminadas a um alto indice de
mortalidade e morbidade entre os individuos acalnet{POLINDER et al., 2005). As
fraturas ocorrem com maior incidéncia em homengrneve em mulheres em idade
avancada. Este fato pode ser atribuido ao estiloddemais perigoso dos jovens e aos
fatores hormonais relacionados com a osteoporosenatheres. Fraturas de radio,
metacarpo, fémur, falange dos dedos e tornozelpmendem 60% das fraturas que os
cirurgides ortopédicos mais atendem (COURT-BROWNEGSAR, 2006). E estimado
que, ocorram somente nos Estados Unidos, cerc2daiides de fraturas, sendo que
destas, aproximadamente 5-10% desenvolvem problamagrocesso de reparo

(CLAES; WILLIE, 2007).

Embora a ciéncia tenha avancado muito nos Ultiaess, no sentido de
desenvolver recursos que auxiliem na consolidag&ea) complicacfes no processo de
reparo ainda ocorrem, o que pode culminar no apaeeto do quadro clinico de
pseudoartroses e mesmo em nao-unido o6sseas (CMYESRJE, 2007; EINHORN,
1998). Com isso, um grande numero de cirurgias sséeen ser realizadas para a
colocacao de implantes ou enxertos 6sseos (POLINBERI., 2005). Somente em
2002, foram vendidos aproximadamente 14 bilhdes ddéares em implantes
ortopédicos, com uma expectativa de crescimenf®@aa 9% anualmente (RATNER,

2004).

Diante do exposto, fica evidente que as compliesigélacionadas ao processo

de consolidacdo estdo associadas a uma substamcédacidade fisica para os
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individuos acometidos e a altos custos socio-ecau@nconstituindo um importante

desafio a clinica médica.

1.1 Reparo 6sseo

Quando ocorre lesdo no tecido 6sseo, o organisseendadeia uma série de
eventos a fim de promover o reparo 6sseo. Estesymwrvez, € um complexo processo
fisiologico regenerativo onde uma série de everdelilares e moleculares esta
envolvida. Devido a sua complexidade, qualquercdéficorrido em algum ponto da
etapa, altera a sequéncia fisiologica e predisp@enaplicacdes (EINHORN, 1998;

GIANNOUDIS et al., 2007; TSIRIDIS et al., 2007).

O processo de consolidacdo Ossea requer suce$asess as quais diferem
dependendo do tipo e intensidade do trauma e as&deda lesdo no 0sso. Apdés uma
lesdo, ocorre uma sequéncia de processos repatativaual células osteogénicas do
periosteo comecam a proliferar-se e diferencia@raeosteoblastos (EINHORN, 1998;

PINHEIRO; GERBI, 2006; GIANNOUDIS et al., 2007).

A consolidagédo da fratura é convencionalmentediiai em trés fases: fase

inflamatoria, fase de reparacao e fase de remoeel@niRUBIN et al. 2006).

A primeira fase deste processo € a inflamacdo.sApda fratura, ha o
rompimento de vasos sanguineos no local, onde eo@iravasamento de sangue
(hemorragia) e formacédo de um hematoma que circiouidaa area de lesdo 6ssea. Com
isso, ocorre a migracdo de células inflamatoridsolblastos e o desenvolvimento de
Novos vasos sanguineos. Ao mesmo tempo, as plaquetdulas inflamatoérias liberam
fatores de crescimento (PDGF, TGBFGF e IL), onde ocorre a ativacdo de células

osteoprogenitoras que estimulam a atividade osistith e osteoclastica (COTRAN et



15

al., 2000; SCHINDELER et al., 2008). Assim, no fida primeira semana ocorre a
organizacdo do hematoma por tecido fibroso e posteente por tecido

osteocondroide. Esse tecido fusiforme e predomemaemite nao calcificado se
desenvolve sob a forma de um colar, rico em cehsésogénicas, em torno da fratura
que propicia sustentacdo entre as extremidadesssio foaturado. Esse periodo de
reparacao inicia-se logo apos a fratura e levaradgdo do calo fibroso (BRASILEIRO

FILHO, 2006; COTRAN et al., 2000 ). Segundo Tsgidi al. (2007), nas primeiras 24
horas apos a fratura as células da medula ¢ssarditam um fendétipo osteoblastico.
Por volta do terceiro dia, osteoblastos e célulatkeaprogenitoras dividem-se e

diferenciam-se, promovendo a deposi¢cao de ossaiimat

A fase de reparo constitui a segunda etapa.dfapm representa o periodo mais
ativo da osteogénese, onde ocorre alta atividateoldgstica e formacdo de matriz
O0ssea mineralizada. A medida que o calo mole rdoémado vai sendo removido, ao
mesmo tempo ocorre a revascularizacdo e a form@eaon novo tecido conhecido
como calo duro (SCHINDELER et al., 2008; COTRANagt 2000). Os osteoblastos,
responsaveis pela sintese de matriz Ossea, difeneise a partir de células
osteoprogenitoras na presenca de fatores osteogénid fonte de células
osteoprogenitoras responsaveis pelo reparo Ossela &ido esta bem definida. No
entanto, o periésteo e a medula 6ssea sdo umadentélulas mesenquimais capazes
de contribuir para a formacao do osso durante@aefpo (SCHINDELER et al., 2008).
Aproximadamente no meio da segunda semana, h& umadéncia de tecido
cartilaginoso sobre o local da fratura, e tém inadgumas altera¢des bioquimicas que

irdo promover a calcificacédo do tecido (EINHORN9&p
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Algumas semanas ap0s a fratura, o crescimentomat#o calo une totalmente
as extremidades 0sseas e inicia-se a remodelagé@mddelamento € a etapa final deste
processo, onde ocorre a absorcdo progressiva ddo teisseo primario pelos
osteoclastos e sua substituicdo por osso lamel&ATLEIRO FILHO, 2006;
SCHINDELER et al., 2008). Nesta fase, 0 osso éefartsuficiente a ponto de
qualificar-se como fratura clinicamente consolidada entanto, no ponto de vista
biologico, a fratura pode ndo estar completamentesalidada e continuar sofrendo
remodelacdo durante anos (RUBIN et al., 2006). Hu®eesso inicia-se com a
mobilizacdo do 0sso e sua volta a funcdo normarmina quando ele readquire a

estrutura e a arquitetura de antes da fratura (GXIT& al., 2000).

O tempo de consolidagdo de uma fratura é muitdwelre depende de diversos
fatores. Em criangas, este processo ocorre maidarapnte, sendo que o tempo
aproximado para que se forme um calo e este selam® por volta de quatro a seis
semanas. J& em adultos, o tempo aproximado pavasaliacdo de uma fratura de
0sso longo é de cerca de trés meses, embora agse pessa se estender para quatro
ou até cinco meses (ADAMS; HAMBLEN, 1994). No entarmediante a presenca de
qualquer alteracdo no processo de consolidacdoatlad, ocorrera um atraso ou até
mesmo uma ndo-consolidagdo. Ha varios fatores qdenp influenciar no tempo do
processo de reparo, como idade, condigbes gerasgamismo, suprimento sanguineo
insuficiente, cisalhamento excessivo entre os feagos fraturados, infeccdo no 0sso,
perda da aposicdo entre os fragmentos, presengant® no 0SSO, dentre outros,
resultando em néo-unido (ADAMS; HAMBLEN, 1994; BROMWR, 2003, RUBIN et
al., 2006). Além disso, o movimento continuo nalala fratura ndo consolidada pode

levar a uma pseudo-artrose, onde se forma no dlacihtura, um tecido semelhante ao
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articular. Nesses casos a fratura nunca consolidate tecido formado precisa ser

removido cirurgicamente para que ocorra o repatdB(R et al., 2006).

Diante disso, a ndo-consolidacdo de uma fratwgacgrande incapacidade e na
maioria dos casos é necessario uma intervencagica ADAMS; HAMBLEN, 1994).
Dentro desse contexto, varios métodos vém senliwadtis, a fim de melhorar e acelerar
0 processo de consolidacdo. Dentre estes, podermitados os efeitos de tratamentos
como a aplicacdo de proteinas 6sseas morfogené¥@eSITA et al., 2000), uso de
campos eletromagnéticos (PICKERING; SCAMMELL, 2p@2do ultra-som de baixa
intensidade (RUTTEN et aR007). Mais recentemente vem se destacando aagéitizde
materiais bioativos (HENCH, POLAK, 2002; MOURA ¢t, 2007) e do laser terapéutico

de baixa poténcia (LLLT) (NICOLAU et al., 2003).

1.2 Laser

O termo laser € um acronimo paight Amplification by Stimulated Emission of
Radiation, que significa“amplificacdo de luz por emissao estimulada deiagéo”
(KITCHEN; BAZIN, 2003; LOW; REED, 2001).

Em 1916, Albert Einsten postulou os principiosidis da emisséo estimulada
de fétons. No entanto, somente em 1960, Theodormaha propds o desenvolvido do
primeiro laser, com um material sélido, utilizanal@ristal de rubi. Este equipamento
emitia luz na regidao do vermelho do espectro afetignético (SUN; TUNER, 2004
KITCHEN; BAZIN, 2003).

Desde sua descoberta, os lasers tém sido utilzado diversas areas da
medicina. Os primeiros a utilizarem esta tecnoldgiam os cirurgides oftalmicos,
contando com as interacOes fototérmicas e fotawd$atpara cortar e até mesmo

destruir tecidos (KITCHEN; BAZIN, 2003).
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Porém, as aplicacdes clinicas das interacfes mdcés da luz laser com o0s
tecidos, tiveram inicio no final da década de 1960, os trabalhos do professor Endre
Mester, em Budapeste. Nesses estudos, foram olissrua efeitos da radiacéo laser na
modulacdo de processos bioldgicos, reportandomassiefeito fotobioestimulante do
laser sobre o processo de cicatrizacao e repaidusdécDesde entdo, muitos estudos
envolvendo a terapia laser de baixa poténcia (LELDw level laser therapy) foram
iniciadas nos paises da Europa Oriental, Unidoésioai e China (KITCHEN; BAZIN,
2003; SUN; TUNER, 2004). Em 1980, comecaram a aparas aplicacdes clinicas da
terapia laser, onde esta comecou a ganhar popadaridos paises da Europa, Asia,
Ameérica do Sul e Australia (SUN; TUNER, 2004).

Atualmente, a terapia laser vem sendo utilizadaccdorma de tratamento em
muitas condi¢cdes patoldgicas, com relatos de nhdstigefeitos clinicos, incluindo a
cicatrizacdo de tecidos moles e 0sso. No entastes @inda nao foram explicados e ha
controvérsias em relacdo aos mecanismos de acés enelhores parametros a serem

utilizados em diferentes tipos celulares (COOMBHE)D.

1.2.1 Principios gerais do laser

A radiacdo laser é produzida quando um elétronseunestado excitado, sofre
um salto quéantico, passando de um alto para unobrdisel de energia, emitindo um
féton incidente. Se o foton incidente interagei{f®l com um atomo que ja se encontra
excitado, este cai para um nivel mais baixo, lingdoaum foton de luz idéntico ao féton
colidido. Esse fendmeno € conhecido como emissdimwdada e pode levar a
amplificacdo, produzindo uma grande quantidade &en$ idénticos (LOW; RED,
2001; KITCHEN; BAZIN, 2003).

Em um sistema de classificacdo que gradua osedifes tipos de laser em uma

escala de 1 a 4, os lasers terapéuticos encongamxclasse 3B e possuem uma
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poténcia que varia de 1 a 500 mW. Os lasers coosgsao classificados na classe 4 e
possuem uma alta poténcia, de 500mW acima (KITCHBNZIN, 2003; SUN;
TUNER, 2004).

Os lasers de baixa poténcia, ou lasers terap8ugo@ontram-se no intervalo do
espectro eletromagnético variando entre o visivel iafravermelho préximo. Estes
abrangem os comprimentos de onda que variam e3ira ©80nm, sendo este intervalo
chamado de “janela terapéutica” para tecidos bioddg(KITCHEN; BAZIN, 2003;
KITCHEN; PARTRIDGE, 1991).

Um dos primeiros meios utilizados na terapia l@ésarmistura dos gases Helio-
nednio (He-Ne). Estes emitem radiacdo na regidwelislo espectro eletromagnético,
possuindo comprimento de onda de 632,8 nm (LOW; REEO01; SUN; TUNER,
2004).

Outro meio popularmente utilizado séo os diodwsisondutores, com emissao
na faixa do infravermelho. Dentre eles, incluem efheto de Galio (Ga-As), com
comprimento de onda de 904 nm, profundidade detre@® de 30 a 50mm, e opera
em modo pulsado. O outro meio é o Arseneto de Gakduminio (As-Ga-Al), com
comprimento de onda variando entre 780 a 890nnfupdadade de penetracéo entre 2
a 3cm, variando de acordo com as propriedadescatntd OW; RED, 2001; ORTIZ et

al., 2001; SUN; TUNER, 2004).

1.2.2 Interacéo laser tecido

Uma vez que a energia laser é absorvida pelodogcesta pode fazer com que
as biomoléculas especificas alcancem um estadoxd&agio eletronica, onde séo
capazes de sofrer reacfes quimicas como oxidagdiocdo, isomerizacao, ruptura de

ligacdes covalentes ou interagcdes com outras mae@BARRISH et al., 1985).
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De acordo com BAXTER (1997), a absorcao da luzrecpredominantemente
no nivel de interacdo molecular. A energia lases@oabsorvida pelas biomoléculas

fotorreceptoras pode desencadear trés possivpsstas:

v' Excitacao das cadeias de elétrons nas mitocondeasda pelo espectro visivel
e infravermelho proximo, visto que tais moléculasitadas apresentam um

maior potencial para gerar reacées quimicas;

v Vibragdes moleculares, que consistem na ocorré&ecistiramento e batimento
das ligacbes, causando um deslocamento dos nuatéoscos, porém sem

afetar suas posicoes de equilibrio. Essas vibra@iegeradas pela absorcédo da

irradiacdo infravermelha;

v' Rotacéo total da biomolécula, ou parte dela aorrddoum eixo gerado pelo
campo eletromagnético da luz incidente. Isso padEvar a um aumento

discreto da temperatura.

As radiacGes Opticas podem ser ndo ionizanteslosgne sua acdo pode ser
fotoquimica para as radiacfes ultravioletas oudepara a faixa do infravermelho. A
regido visivel esta entre estes dois extremos, ocsamta regido de transicao
caracterizada pela ocorréncia de ambos os efeitds termais quanto fotoquimicos
(KITCHEN; PARTRIDGE, 1991). KITCHEN e PARTRIDGE (29) relatam que
devido aos baixos valores de intensidade de igadiatilizados na LLLT, usualmente
a elevacdo da temperatura da regiao irradiadaeéanfa 1°C sugerindo, portanto, que
as respostas observadas estejam mais relacionadsdsit® fotoquimico da irradiacao
do que ao aquecimento. Esta colocacédo tambémentacs por BASFORD (1989), ao

relatar que os efeitos biolégicos da radiacdo m&wltam do aquecimento, visto a
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ocorréncia de uma elevacdo minima na temperatur@,de 0,5°C, considerando a
utilizacdo de baixas doses e poténcia de 50 mWeaenos Em outro estudo, KARU et
al. (1990), evidenciou um aumento pouco signifisatda temperatura ao irradiar
culturas daEscherichia coli concluindo que as doses e intensidades usadas em
experimentos com culturas celulares ndo promovemaguecimento importante das
células, independente da ocorréncia do eventuacagento transitorio e local dos

cromoforos em decorréncia dos estados de excitde&onica.

A magnitude do efeito biomodulatério ou fotobiguéador atribuido a LLLT ao
interagir com os tecidos, o qual pode influencirfuncdes celulares estimulando ou
inibindo atividades bioquimicas e biofisicas, éeneio como sendo dependente do
comprimento de onda, dose e densidade de potéa@ai®ados, assim como da
frequéncia de tratamento, do tipo de lesdo e dectspespecifico de absor¢cdo dos
cromoforos moleculares (KITCHEN; PARTRIDGE, 199J1ARU, 2000).

O efeito bioestimulante do laser sofreu tentatd@explicacao através de varias
teorias. No entanto, segundo Ortiz et al. (2001gcaia fotoquimica € atualmente, a
mais estudada e fundamentada e oferece uma exjaieagensibilidade das células a
luz laser, considerando que a energia eletromagnéstimula fotoreceptores ou
cromoforos os quais vao responder a uma faixa g&@ede luz, realizando assim, a
conversao em energia fotoquimica. Esses cromo&#osim grupo de moléculas inter-
relacionadas que podem ser enzimas, membranas ulaoks; ou qualquer outra
substancia extra-celular, que estdo capacitadas @bsorver a luz e apresentam
algumas etapas comuns na realizacéo de efeitoadmmupelas diferentes faixas de luz
(KARU, 1998; BECKERMAN et al., 1992).

De acordo com citacfes feitas por KARU (2000)jogtrabalhos evidenciaram

fotosensitividade a irradiacdo com luz visivel mmomatica, tendo significancia
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fisiolégica somente sob certas condicbes, em mitthtd de animais superiores,
fungos, assim como na cadeia respiratoria de céhutacariontesgscherichia col. No
entanto, a questdo sobre qual (is) molécula (sjoéfetoreceptora (es) na cadeia

respiratoria permanece em aberto.

E proposto como mecanismo primario de acio a@ccia de quatro respostas a
partir da incidéncia da radiacéo laser, havendmssipilidade de que a energia dos
foétons produzai(l) variacdes no estado de oxidacdo-reducdo dos comigsnea
cadeia respiratoria, juntamente com uma acelerd@atransferéncia de elétron®)
alteracbes na atividade bioquimica e estruturab meEjuecimento transitorio dos
cromoforos;(3) aumento da producdo de ani¢h)y geracado de oxigénio molecular. Na
sequéncia, os mecanismos secundarios de acao Gentex)as reacoes bioquimicas
e/ou biofisicas iniciadas, correspondem a transdulgh fotosinal e amplificacdo ao
nacleo por uma cascata de reacdes ocorridas nplastba e na membrana celular,
conectadas a alteracbes dos parametros de honeecsfatar (pH, concentracdo de
Ca?, AMP ciclico, ATP e outros), as quais acontecenmuttis ou horas apés a
irradiacdo. Isto condiciona a ocorréncia de possiraidancas na taxa de sintese de
DNA e RNA, alteracdes na taxa de consumo de #&teracdo do potencial de
membrana, entre outras (ORTIZ et al, 2001, KARWO® 1998, 1989;

BAXTER,1997; KITCHEN; PARTRIDGE, 1991).

Visto que os efeitos biomodulatérios promovidok padiacdo laser acontecem
em um amplo intervalo espectral, considera-se,aptwt que existam diferentes
cromoforos como alvos fotoreceptores. Aléem disspraposto que a intensidade dos
efeitos seja determinada pelo estado fisiologi&viprda célula a irradiacdo, o qual é
condicionado no caso de cultura celular, por exempéla quantidade de nutrientes

disponiveis e a idade da cultura. No caso de unxa lbancentracdo de oxigénio e pH,
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0 que provoca a alteracdo do estado redox, ocaru@ncia na resposta biologica a
irradiacdo. Assim, a resposta celular sera fracausente quando o potencial redox
estiver o6timo, e forte quando o mesmo estiver ader(estado intermediario) (KARU,

1998; 1995; 2000). CitacOes sobre evidéncias exjgeitais comprovam que a alteracédo
deste estado redox no sentido da oxidacdo esté&lamaonado com o efeito

estimulatério da radiacdo laser, enquanto a aHlerago sentido da reducao
correlaciona-se com o efeito inibitorio. Isto egpliporque o efeito bioestimulante nem
sempre é obtido, havendo uma grande diversidadesdéados reportados na literatura

(KARU, 2000; ORTIZ et al., 2001).

S&o reportados na literatura varios efeitos dgi@ilaser em tecidos bioldgicos,

sendo os trés principais, os efeitos anti-inflamat@nalgésico e cicatrizante.

A acéo inibitoria do laser sobre o processo infigimo pode ser embasada na
promocao de diversas acdes tais como (a) inibmergéncia de fatores quimiotaticos
nas primeiras etapas da lesédo; (b) interferir cerafeitos dos mediadores quimicos ou
superoxidos induzidos pela inflamacéo; (c) dimirmuirolume de exsudado alterando a

permeabilidade vascular (ORTIZ et al., 2001; KARY98).

De acordo com KITCHEN e BAZIN (2003), os beneftcida laserterapia no
tratamento de disfuncbes como a artrite reumatoistepartrite e dor artrogénica foram
avaliados por diversos grupos de pesquisa, apeesbntvariados graus de éxito.
Embora diversos artigos tenham evidenciado umacéedwna dor e inflamacéo,
juntamente com uma melhora do estado funcionaudati seguido ao tratamento laser,
varios outros grupos de pesquisa ndo conseguirdettde qualquer beneficio da

laserterapia, em experimentos bem controlados @mcados.



24

ORTIZ et al. (2001) concluiu que o laser apresemta acdo modulatoria sobre
0 processo inflamatorio, induzido no modelo experital de inflamacdo em joelhos de
coelhos submetidos ao tratamento com laser de @e&AB30 nm, CW, 77 mW),

densidade de energia de 27,5 Wicoom melhores resultados na dose de 3,4%J/cm

Com relacdo aos mecanismos envolvidos na acagésnzad do laser, estes estao
relacionados a multiplos fatores. Segundo BORGEf €1996), 0s mecanismos que se
destacam séo provavelmente o relaxamento musculas enecanismos opioides
endogenos. De acordo com COLLS (1985), o laseriatna reducdo da inflamacéo e
da dor através da promocdo da reabsorcdo de easudatvorecendo assim a
eliminacdo de substancias algogénicas. Aléem disseeria uma elevacao do limiar de
dor nos nervos periféricos, interferindo assimraagmissao do estimulo nervoso, fato
este evidenciado por demais autores (SNYDER-MACKLBRQRK, 1988; TAGUCHI,
1991).

Outra explicacdo proposta por COLLS (1985) é quelega haver uma
manutencdo do gradiente idbnico na membrana celeNdigndo a sua despolarizacao
devido ao aumento do ATP que favoreceria a expuledaddio mediante 0 mecanismo
da bomba de sddio e potassio. Por outro lado, or aadtmenta que o laser pode
promover a diminuicdo da capacidade de modificagradientes iénicos de ambos os
lados da membrana, impedindo assim as aberturasati@és de sodio, provavelmente
por uma mobilizacdo de lipidios que atuam bloqueamsl canais de penetracdo dos
ions. Desta forma, pode-se inferir que o laser atrao um fator estabilizador do
potencial de membrana em repouso (hiperpolarizaghiojultando a transmissao do

estimulo doloroso local.

O laser parece atuar também nos mecanismos edwslvia cicatrizacdo de

tecidos. Diversos trabalhos evidenciam que a g laser de baixa poténcia tem um
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efeito significativo no metabolismo tecidual e raliferacéo celular, justificando os
resultados positivos da sua aplicacdo nos procedsoreparacdo apos uma lesdo
(PINHEIRO et al.,, 2001, VLADIMIROV et al.,, 2004; NDMIYA et al., 2007).
Resultados encontrados em uma série de estudasesugue o LLLT promove um
aumento da sintese de colageno, aumento da paghlifer e diferenciacdo de
osteoblastos e fibroblastos, aumento da respiragéocondrial e sintese de ATP
(VLADIMIROV et al., 2004; NINOMIYA et al.,, 2007), mior recrutamento de
macrofagos, aumento da angiogénese, aumento ddadgvfagocitaria o que resultara
na aceleracéo do reparo de tecidos (BOSSINI e2@09; ORTIZ et al., 2001; LIRANI
et al., 2006). Em cultura de condrocitos, Jia e @0®4) observaram um aumento do
namero de células, uma significativa elevacéo ivedatle destas e maior deposicdo de
matriz extracelular apés a irradiagcdo com lasaptutico Ainda, Chen et al. (2009)
observaram aumento da proliferacédo de fibrobladtbsenddo de Aquiles utilizando

diferentes doses de laser GaAs (820 nm) e GaA&BE r(m).

1.2.3 Efeitos osteogénicos do laser

Devido aos diversos efeitos estimulatérios aptesies pela LLLT em varios
tecidos, alguns autores vém investigando a acéate degurso no tecido 0sseo,

principalmente em culturas de células 6sseas e @ielos experimentais de fraturas.

Hamajima et al. (2003) observaram que, aposadiacdo com laser terapéutico
(As-Ga-Al, 830nm, 500mW, 7.64J/énpor 20 min ), houve um aumento da expresséo
do gene osteoglicina em culturas de osteoblastsndret al. (2007) investigaram 0s
efeitos da LLLT em diferentes comprimentos de op@@0nm, 780nm e 830 nm) e em

diferentes fluéncias ( 0.5, 1, 5, e 10 Jxmna proliferacédo celular de osteoblastos e
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osteosarcomas. Foi realizada apenas uma aplicaggms 24 horas a proliferacao
celular e a atividade da fosfatase alcalina foraalisadas. A proliferacdo de células
osteoblasticas e atividade da fosfatase alcalin@eataram apos irradiacdo com laser
830 nm (10J/cfl). No entanto, a proliferacdo de osteoblastos dimiapés laser 780
nm (1,5,10J/cfl), enquanto que a proliferacdo de osteosarcomasergam apds
irradiacéo com laser 670 nm (5JRre 780 nm ( 1, 5, e 10 J/&mmas diminuiu com
laser 830 nm e a atividade da fosfatase alcalindaidlterada. Esses achados mostram
que diferentes tipos celulares respondem de foifagedte a especificos comprimentos
de onda e fluéncia.

Stein et al. (2008) investigaram os efeitos da TLbha proliferacdo e
diferenciacao de células osteoblasticas. As céfatasn irradiadas com fluéncias de 1 e
2 Jicnfusando um laser diodo de 670 nm e poténcia de 400%p¥5 24, 48 e 72 horas
a irradiacdo, as células foram coletadas e avaliadatividade da fosfatase alcalina,
niveis de osteopontina e colageno tipo I. Os astoomcluiram que houve um efeito
bioestimulatorio nas células osteoblasticas apbsdédrradiacéo.

Resultados positivos da laserterapia também padgrancontrados em estudos
in vivo. Freitas et al. (2000) investigaram os efeitodatapia laser na osteogénese.
Foram realizadas fraturas na tibia de ratos eiadad com laser He-N& E633nm,
poténcia de 1mW, fluéncias de 3.15, 31.5 e 94M%/As sessdes iniciaram 24 horas
apos cirurgia e as aplicacdes foram feitas diamaeeApos 8 e 15 dias os ratos foram
sacrificados. Analises histologicas e de microst@etronica revelaram uma formacéao
6ssea trabecular mais espessa com fluéncias dee3d457 J/c) o que indica uma
maior sintese de fibras de colageno e, portantcawmmento da atividade osteoblastica.
A fluéncia de 3.15J/cfnndo revelou ser eficiente, pois ndo houve nenhdifesenca

aparente com o grupo controle. Em outro estudoav&to-Freitas et al. (2003)
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avaliaram os efeitos do laser He-Me=633nm, poténcia de 1mW, fluéncia de 0.03, 0.3
e 0.9J) em tibias de ratos. O tratamento teveoir@¢ihoras ap0s a cirurgia e continuou
diariamente por 7 e 14 dias. As analises histod&gimostraram que a terapia laser
estimulou o crescimento de osso trabecular e coma&or@ invasédo de osteoclastos

durante a primeira semana, e na segunda semamdgroaca organizacao de matriz

colagenosa, o que nao foi observado nos gruposot@et ndo irradiado.

Pinheiro et al. (2001) avaliaram o efeito da LLha@ cicatrizacdo 6ssea apés
leséo cirurgica criada no fémur de ratos. Os radat mostraram que o uso da LLLT de

830 nm pode aumentar o reparo 6sseo no iniciocd#riziacao.

No estudo de Liu et al. (2007), foi avaliado osites da terapia laser em tibias
de coelhos. Os resultados sugerem que o laser gualierar o processo de reparo da
fratura, causar aumento no volume do calo e demsidaneral 6ssea, especialmente em
estagios iniciais de absorcdo do hematoma e reamdeto 0sseo. Esses autores
trataram as fraturas com laser 830nm, poténcia Gfen®/ e fluéncia de 40J/ém
irradiados em 4 pontos ao longo do local da fratOrratamento teve inicio logo apo6s a

cirurgia e foi tratado diariamente durante 4 sersana

Pretel et al. (2007) estudaram os efeitos do laser defeitos O0sseos em
mandibulas de ratos. Para o estudo, 30 ratos foatdipados e distribuidos em 2
grupos, controle e irradiado com laser 780 nm, 38, h78 J/crf por 40 segundos. Os
animais foram sacrificados 15, 45 e 60 dias apdsuagia. Houve formacao 0ssea em
ambos 0s grupos, no entanto, o grupo laser exiba nesposta tecidual mais avancada
em relacdo ao controle nos periodos de 15 e 45 HB@m®&m, ndo houve diferencas

significativas entre os grupos de 60 dias.



28

Em um recente estudo, Blaya et al. (2008) avaliavarafeitos biomodulatérios
do laser no reparo 6sseo em ratos. Foi induzidaleif®to 6sseo com trefina de 2mm
de diametro no fémur dos ratos que foram distriiiem 3 grupos. Grupo | serviu
como controle, grupo Il recebeu irradiacdo lase3asAl (830 nm, 10J/ci 50 mW) e
o grupo IIl recebeu irradiacdo laser InGaAIP (685 10J/cm, 35 mW). As aplicacdes
foram realizadas a cada 48 horas em um total ¢ichedes, sendo que os ratos foram
sacrificados no 15°, 21° e 30° dias. Os resultadistraram que, tanto o laser vermelho
quanto o infravermelho, foram eficientes para preenoo reparo 0Sseo, pois
melhoraram a qualidade da estrutura 6ssea e famrags 0Sso compacto que 0 grupo
controle.

Shakouri et al. (2009) avaliaram o efeito da tierdgser em osteotomia em tibia
de coelho através de analise de CT e anélise b&@muwac O estudo consistiu de 2
grupos: controle e irradiado com laser ( As-Ga780 nm, 4 J/cf) 5 minutos durante
4 semanas). Os resultados sugerem que o lasefgmiiitar o desenvolvimento do calo
0sseo em estagios iniciais do processo de congabdaorém com fracas propriedades
biomecéanicas.

Matsumoto et al. (2009) analisaram o papel daaigenase 2 no reparo 0sseo
em ratos tratados com LLLT. Foi realizado deféigseo na tibia dos ratos e estes
foram submetidos a LLLT com laser As-Ga-Al 735 ri®J/cnf, por 1 minuto, durante
2,7, 14 e 21 dias. Analises morfoldgicas e mortoices revelaram que a qualidade do
reparo 0sseo e a quantidade de osso neoformadougo ¢ratado foi superior ao
controle. Da mesma forma, a ciclooxigenase 2 fasnrdensa nas células 6sseas do

grupo laser.
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Ainda, em um trabalho realizado por nosso gruppeas$guisa foi verificado que
o laser terapéutico (830nm, 60mW com fluéncias dfens e 50 J/crf), acelerou o

processo de reparo 6sseo em ratos, principalmantsior fluéncia (Marino, 2003).

Apesar dos resultados positivos da terapia lasesceleracdao do metabolismo
tecidual e no processo de consolidagdo Ossea, afificagdes moleculares e

metabdlicas produzidas pela LLLT ainda nédo sdo ¢etamente conhecidas.

1.3 Biomateriais

O conceito de biomateriais foi inicialmente poatid por Willians em 1987, que
diz que “Biomaterial € um material utilizado em wlispositivo médico, destinado a

interagir com sistemas biolégicos” (RATNER, 2004).

Biomaterial é qualquer substancia que pode skrada como tratamento para
substituicdo total ou parcial de qualquer tecidtesEsdo usados clinicamente ou
experimentalmente em dispositivos eletronicos imaleeis, sistema de liberacdo de
drogas, orgaos artificiais, substitutos 0sseosstgultdo de ligamento e tenddo, dentre

outros (SHI, 2004).

Se utilizados para substituir partes do sistemep \do corpo humano, 0s
biomateriais promovem ao paciente, beneficios caumento da longevidade e
aumento da qualidade de vida (SHI, 2004). Elesdglcacdes nas mais diversas areas
da medicina, tais como, implantes cardiovasculacentais, de tecidos moles,
oftalmoldgicos, ortopédicos (RATNER, 2004; SHI, 2R00s implantes ortopédicos
representam um grande sucesso em restabelecerikdat#e qualidade de vida de

milhdes de pessoas em todo mundo. Em 2002, forardid@s aproximadamente 14
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bilhdes de dolares em implantes ortopédicos, cora expectativa de crescimento de
7% a 9% anualmente (RATNER, 2004). Diante do ggandmero de pessoas que
necessitam desses implantes, € necessario o deder@rio de biomateriais cada vez

mais sofisticados, e que induzam o minimo de reagéersa possivel.

O mecanismo de interacdo entre o implante e aldeeista diretamente
relacionado com o tipo de resposta do tecido rerfate tecido-implante. Nenhum
material implantado em tecido vivo é inerte, pados 0s materiais induzem uma
resposta para tecidos vivos. Ha quatro tipos sigostas do material implantado, sendo
elas toxica, biologicamente proximos a inerte, tivaa e reabsorviveis (HENCH, 1991;

PEITL, 1995; RATNER, 2004).

Quando um material implantado é téxico, ocorretenalos tecidos vivos ao

redor do implante (HENCH, 1991).

Nos materiais biologicamente proximos a inert@rieco desenvolvimento de
uma capsula fibrosa ao redor do implante, que isdlaplante do tecido hospedeiro.
Essa capsula fibrosa € uma auto protecdo do orgargscom o passar do tempo forma
uma completa encapsulacdo do implante. Como exsmple materiais que
desenvolvem esta resposta temos 0s metais e cagmino alumina e zirconia

(HENCH, 1991, PEITL, 1995; RATNER, 2004).

Materiais reabsorviveis sdo designados para sediggradualmente por um
periodo de tempo, sendo que o implante é gradatinBamsubstituido pelo tecido
formado, ocorrendo a reconstrugdo do tecido degdoer Esses materiais sdo
facilmente degradados pelos fluidos corpéreos daspeélulas macréfagas. Nesse
grupo incluem o tricalcio fosfato e vidros bioaBv¢HENCH, 1991; PEITL, 1995;

RATNER, 2004).
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O outro tipo sdo os materiais bioativos que nagrea de fluidos corporeos
desenvolvem uma camada de hidroxicarbonatoapatituperficie, que promove uma
ligacdo quimica entre o tecido e o implante. Vidimeativos, vitroceramicas e
hidroxiapatita sdo exemplos de materiais bioatildENCH, 1991; PEITL, 1995;

RATNER, 2004).

Quando ha uma lesdo de grande extensdo no tesg#m,ddificilmente essa
lesdo serd preenchida com tecido autégeno, pravend® préprio individuo, pois a
quantidade de tecido 6sseo disponivel € muito dilait Além disso, a inducdo a uma
cirurgia para retirada do osso autégeno pode lavasmplicagbes pos operatorias. A
utilizagédo de tecidos alégenos, provenientes déweads, também é limitada, devido a
razdes bioldgicas, mecanicas e até legais. Por esgtesenvolvimento de materiais
sintéticos sdo necessarios. A utilizacdo de méaesiatéticos vem crescendo a cada
ano, pois possuem excelente biocompatibilidadeeeadhs propriedades mecanicas.
Dentre esses materiais estdo 0s metais, as cesamims polimeros. No entanto, esses
materiais sdo proximos a inertes e ndo tem interag@n o tecido, por isso,
frequentemente causam varios problemas na inteif@B4TL, 1995; SHI, 2004).

Esse fato tem estimulado a utilizacdo de materma@ativos, por serem
osteocondutores e produzirem uma ligacdo quimiedadcom os ossos (PEITL, 1995).
Quando um material bioativo é utilizado para preencum defeito ésseo, ha uma
rapida regeneracao do 0sso. O tecido formado ters#e equivalente a arquitetura e as
propriedades mecénicas do osso no local de repaomrre osteocondugcdo e
osteoproducdo como consequéncia de uma rapidaorgegdsuperficie dos vidros
bioativos. As reacdes de superficie liberam iors pgp@vocam resposta intracelular e
extracelular na interface dos vidros com seu ambieelular (HENCH; POLAK,

2002).
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1.3.1 Material bioativo

O conceito de materiais bioativos foi inicialmeptestulado por Hench e diz que
“um material bioativo é aquele que exibe uma respowldgica especifica na interface
que resulta na formacdo de uma ligacdo quimicae eodr tecidos e o material”

(HENCH, 1991).

A introducdo dos materiais bioativos teve inicgsde a guerra do Vietnd. Nesta
época, em 1967, Hench estudava a interacdo deiamatdtreos e radiagdo nuclear. No
entanto, devido a grande quantidade de pessoasnifpaen seus membros amputados
devido a rejeicdo a metais e polimeros que erarfaittgglos no corpo, Hench comecou
a pesquisar um material que ndo provocasse rejgigaorganismo. Em 1969, ele
desenvolveu um projeto e testou vidros e vitrocarana base de silicato contendo
quantidades criticas de ions Ca e P. Este maferidéstado e apresentou resultados
surpreendentes, pois em contato com os fluidosioens desenvolveu uma camada de
hidroxiapatita, que se ligava fortemente ao ossmcH chamou esse biovidro de 48S5
O desenvolvimento de novos biovidros segue, até,hmjformulacdo descrita por

Hench, devido ao excelente desempenho apreserddmmpterial (RATNER, 2004).

Os materiais bioativos podem ser classificadodeis tipos: classe A e classe
B. Os materiais da classe A sdo 0s que apresent@pre® niveis de bioatividade,
apresentando osteoproducédo e osteoconducdo. Qetagfo € o processo no qual
ocorre a colonizacdo de células osteogénicas nerfsuip bioativa e osteoconducéo
ocorre quando o material permite a migracdo dadtedisseo sobre a interface do
material. Bioatividade classe A ocorre quando unteried exibe uma resposta intra e
extracelular na sua interface. A classe B reprasestmateriais osteocondutivos, 0s

quais exibem uma resposta extracelular na inteffaé®; HENCH, 1996).
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A ligacdo quimica que ocorre entre os vidros broate o 0sso deve-se a
reatividade quimica dos vidros em fluidos corpéreAs reacdes de superficie quimica
resultam na formacéo de uma camada de hidroxicarbapatita (HCA) na qual o 0osso
pode se ligar. Essa ligacdo ocorre devido a umaésetp de reacdes (Figura 1).
Quando um material bioativo entra em contato comiddls corporeos ocorre
inicialmente a lixiviagcdo dos ions Na+ e formacd® sllandis (SiOH), na qual
caracteriza o estagio I. No estagio Il ocorre aumelo pH devido ao aumento de
concentracdo de OH-, o que leva a ruptura dasdemSi-O-Si e a silica € liberada na
solucdo na forma de Si(OH)O estagio Il ocorre a condensacdo do Si(Opfra
formar uma camada de silica-gel. No estagio 1V, fimecamada de fosfato de calcio
comeca a precipitar na camada de silica gel e @Widsegela cristalizacdo para formar
cristais de hidroxicarbonatoapatita (estagio V) H, 1991; RATNER, 2004). Estes
5 estagios iniciais ndo dependem de tecido viva paorrer. Eles ocorrem em agua
destilada ou em solucdo que simule o fluido compdserological body fluid SBF).
No entanto, para que ocorra ligacdo com os tecuos, série de eventos adicionais
deve ocorrer. Estes eventos ndo estdo bem estdbslesté o momento, porém a
sequéncia de eventos biologicos que parecem esstalvidas sdo o0s estagios 6 a 11,

como mostra a figura 1 (HENCH, 1991).
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Estagios Processos envolvidos na ligacdo entrecit® e vidro
bioativo

Vidro bioativo

le?2 Formacdao de ligagdo SiOH e liberagéo de Si(OH)4

3 Policondensacéo de SiOH + SiOH» Si-O-Si paranér
uma camada de silica gel

4 Adsorgao de Ca+P0O4+CO3 amorfo

5 Cristalizacdo da hidroxicarbonatoapatita (HCA)

6 Adsorcéao de moléculas biolégicas na camada de HCA

7 Acao de células macrofagas

8 Ligacdo de células mesenquimais

9 Diferenciacéo e proliferacao de osteoblastos

10 Formacgao da matriz

| 11 Cristalizagdo da matriz e crescimento do 0sso

Osso

FIGURA 1- Sequéncia das reacdes interfaciais envolvidagyagdlo entre tecido e ceramicas
bioativas (HENCH, 1991).

Para que ocorra ligacdo com o tecido, é necesgaei@ camada biologicamente
ativa de HCA se desenvolva. Esta parece ser a Gareateristica em comum de todos
os implantes bioativos conhecidos. Para um matseiabioativo e formar uma ligacao
interfacial, o tempo dos estagios 4 e 5 deve s&i igo tempo de biomineralizagdo que

ocorre normalmentm vivo (HENCH, 1991).

A grande vantagem dos biovidros € sua rapida txareacdo e ligacéo

extremamente forte com os tecidos. A camada forneati® o material e o tecido é
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quimica e estruturalmente equivalente a fase nlidesaossos, e imita a interface que &

formada nos processos naturais de reconstrucéecidss (RAVAGNANI, 2007).

Ravagnani (2007) cita algumas caracteristicas fitaptes apresentadas pelos
vidros bioativos, as quais envolvem: rapida ligagdm os tecidos, o que reduz o tempo
de recuperacdo das lesdes; 0s materiais sdo @stéi com isso diminui o risco de
contaminagdo viral e transmissdo de doengas, comaaso de materiais bovinos ou
humanos; produzem um ambiente adverso ao cresandentbactérias, evitando assim
infecgBes; contém elementos naturalmente presentesorganismo humano e

possibilidade de rejeicdo praticamente nula.

Apesar dos efeitos benéficos dos vidros bioatigog apresentam uma rapida
taxa de reacdo com os tecidos, sua aplicacdoali@m sido limitada devido as baixas
propriedades mecanicas. Deste modo, algumas cesimiwitroceramicas produzidas
para a obtencéo de propriedades bioativas, apassenaiores propriedades mecanicas,
porém, esses materiais possuem um indice de hdzdtey muito baixo. As ceramicas e
vitroceramicas sao materiais obtidos pela crisigip controlada de certos vidros.
Porém, a introducao de cristalinidade necessaramaabtencdo desses materiais, reduz
muito seu indice de bioatividade. Com isso, o mdle bioatividade das ceramicas e
vitroceramicas sdo muito mais baixas do que ossithioativos, embora apresentem

propriedades mecanicas superiores (RAVAGNANI, 2008)URA, 2007).

Diante disso, os pesquisadores Hench (Univerditlylarida), Zanotto e Peitl,
ambos do Laboratorio de Materiais Vitreos (LaMa¥)Uhiversidade Federal de S&o
Carlos (UFSCar) iniciaram investigacfes, objetivamdiscar uma vitroceramica que
conservasse 0 elevado nivel de bioatividade apt®rpelos vidros bioativos e ao

mesmo tempo apresentasse elevadas propriedadesicascaEsses pesquisadores
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obtiveram e patentearam, na década de 90, umaesfnmica altamente bioativa com
elevadas propriedades mecanicas, o Biosiffcé®AVAGNANI, 2003).

Como a maioria dos vidros bioativos, a composigéifimica do Biosilicat®
apresenta os elementos quimicos silicio, oxigé&didio, calcio e fosforo (Si, O, Na, Ca
e P), sendo liberados em solucdo na forma de SiQHJ, C&£* e PQ?. Estes sédo
liberados em pequenas quantidades no processestdutido e formacao da camada de
hidroxicarbonatoapatita na superficie do BiositiCajue possibilita o estabelecimento
de uma ligacdo quimica extremamente forte com iolde@sseo, assim como ocorre

com os vidros bioativos (RAVAGNANI, 2003).

Algumas evidéncias sugerem que o Biosiliatpossui um potencial
remineralizador e € capaz de estimular a difergfoia proliferacdo de osteoblastos,
podendo, com isso, acelerar o processo de congétidde fraturas (RAVAGNANI,
2003). Moura et al. (2007) observaramvitro que o Biosilicat8 teve um efeito
superior ao 4535 (que atualmente é considerado o material com niaidice de
bioatividade) na proliferacdo de células osteolddast bem como na sintese de
proteinas ligadas a maturacao celular e deposig&aattiz 6ssea.

Tendo em vista o estudo vitro de Moura et al. (2007) que previamente
demonstrou um grande potencial osteogénico do IRias®, surgiu a hipétese de que
este biomaterial seria eficaz na aceleracdo doepsocde consolidagéo de fratunas
vivo e poderia servir como um substituto para o tecidseo. Com isso, 0s
pesquisadores Parizotto, Granito e Rennd, do larayade Eletrotermofototerapia,
Ravagnani e Peitl (LaMaV), ambos os laboratériasU&SCar, iniciaram um estudo
vivo, investigando os efeitos do BiosilicAtma consolidacdo de defeitos 6sseos. Neste
estudo, os autores compararam os efeitos do bow8S5 e do Biosilicatd em

defeitos 6sseos, utilizando duas granulometriasratites. Sabe-se que o tamanho das
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particulas pode afetar a taxa de dissolucdo deiomalterial, influindo na cinética das
reacdes subseqlentes e, como consequéncia, naagtmldia atividade osteoprodutora
(GRANITO et al., 2009a).

Para o estudo, foram realizados defeitos 0ssewsiltias dos ratos que foram
distribuidos em cinco grupos: grupo defeito Osseatrole (CG); defeito 6sseo
preenchido com Biosilicafo (granulometria de 180-2ft) (G1); defeito 6sseo
preenchido com Biosilicafo (granulometria de 300-3E) (G2); defeito 6sseo
preenchido com Bioglas 458Fgranulometria de 180-2fith) (G3) e defeito dsseo
preenchido com Bioglas 45%%granulometria de 300-3f/) (G4). Os animais foram
sacrificados 15 dias apo0s a cirurgia. A analisemieicanica ndo mostrou diferencas
estatisticamente significativas entre os gruposinélise histopatologica revelou que a
quantidade de osso neoformado nos grupos Biosificatm ambas granulometrias, foi
maior quando comparado ao grupo controle. Aindiiba granulométrica de 180 a
212um exibiu melhor reabsor¢cdo, o que sugere que queangoor o tamanho das
particulas, mais rapida sera a reabsorcao do bépimlatPor fim, os resultados deste
estudo sugerem que o BiosilicAtexerceu maior atividade osteogénica quando
comparado com o biovidro 4538GRANITO et al., 2009a).

Ainda, 0 mesmo grupo de pesquisa realizou um egiach verificar e comparar
o desempenho biolégida vivo do Biosilicat§ e do Bioglas 45S5em defeitos 6sseos
de tibias de ratos, através das analises biomec&nicistomorfométrica. Para este
estudo, 4 grupos contendo 10 animais cada, foréanigeados. Os grupos consistiram
em controle intacto, defeito controle, Bioglas 4536 Biosilicat§ (ambos com
granulometria de 180 - 2{&h). Apos 20 dias a analise biomecanica revelou @ue
grupo Biosilicat6 suportou uma carga maior e apresentou maior rgigieando

comparado com o grupo defeito 6sseo controle. Ndisenhistomorfométrica, ambos
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exibiram um aumento significativo da formacdo 6ssearém o Biosilicat® foi
superior ao Bioglass 45%%anto em volume 6sseo quanto em niimero de osttobla
Isso demonstra o potencial do Biosili¢aem favorecer a formacéo 6ssea (GRANITO,
2009).

Diante dessas evidéncias, o Biosili¢atorna-se uma alternativa promissora
para acelerar o processo de consolidacdo de fsab@rm como para ser um substituto

para o tecido 0sseo.

1.3.2 Interacéo laser e material bioativo

Diante do exposto, os materiais bioativos e a Lapfesentam efeitos benéficos
no tratamento de reparo de fraturas, apresentandgaiencial osteogénico. Ha na
literatura diversos trabalhos que investigam azatjfio da LLLT e do uso de implantes
e/ou enxertos no tratamento em tecido 6sseo. Nmtentha um déficit em relacédo a
trabalhos que investigam a interacdo de matenagipos com a LLLT.

Guzzardella et al. (2003) avaliaram os efeitos dstimulacdo laser na
osteointegracdo de biomateriais. O laser utiliZailéds-Ga-Al 780nm, 300 J/c1W,
300 Hz, emissdo pulsada por 10 minutos. Foramzesils defeitos 6sseos em 12
coelhos em ambos os fémures e colocados implargekidioxiapatita. O fémur
esquerdo foi irradiado por cinco dias consecuti@sfémures direitos foram utilizados
como controle. Analises histomorfométricas realimad3 e 6 semanas apoés a
implantacéo revelaram que o laser facilitou o énesnto 0sseo nesses implantes e que
o laser pode promover a osteointegracao de im@aet@micos.

Pinheiro et al. (2003) avaliaram histologicamengeefeitos da LLLT (830nm,
40mW, 16J/crf) no reparo de defeitos 6sseos de ratos, os crais foreenchidos com

0ss0 bovino inorganico Gen-8xOs ratos foram distribuidos em 3 grupos, sendpayr
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controle, grupo Gen-8x e grupo Gen-dk associado com LLLT. Os ratos foram

irradiados imediatamente apos a cirurgia e a c8daodas durante 15 dias. A analise
histolégica revelou um reparo mais avancado noagimadiado comparado ao néo

irradiado. No grupo irradiado, houve um aumentdodanacédo 0ssea e um aumento na
quantidade de fibras de colageno ao redor do irtglapds 15 dias. Os autores

concluiram que a LLLT pode ter um efeito positivm processo de reparo 0sseo em
defeitos com implante de osso bovino inorganico.

No estudo de Khadra et al. (2004), foram inveskig os efeitos da LLLT As-
Ga-Al (830 nm, 150mW) na consolidacao e fixacadnggantes de titanio no osso. Os
implantes de titanio foram implantados na tibial@ecoelhos. A irradiacao laser foi
aplicada imediatamente apés a cirurgia e por 1€ abasecutivos. Apés 8 semanas de
tratamento, a analise histomorfométrica revelou qugrupo irradiado tinha mais
fixacdo osso-implante comparado ao controle. O plescalcio e fosforo foi maior no
grupo irradiado sugerindo que a maturacdo O0ssedencmais rapidamente no grupo
irradiado. Os autores sugerem que a LLLT podenaute efeito favoravel sobre a
consolidacéo e fixacado de implantes de titanio.

Weber et al. (2006) avaliaram os efeitos da LLlarconsolidacdo de defeitos
0sseos associados com enxerto de osso autologn.oPestudo, foram utilizados 60
ratos distribuidos nos seguintes grupos: G1 (cE)iré&s2 (LLLT), G3 (LLLT no
enxerto) e G4 (LLLT no enxerto). Nos grupos G3 4 G LLLT foi aplicado na
superficie do enxerto antes de reposiciona-lo sobiefeito. O laser foi aplicado
diariamente por 15 dias. Os animais foram sacdbeal5, 21 e 30 dias ap0s a cirurgia.
Os resultados mostraram que 0s grupos nos quarseo floi aplicado na superficie do
enxerto (G2 e G4), o remodelamento 0sseo foi @iaiit e quantitativamente mais

evidentes comparado aos grupos G1 e G3. Isso sager® LLLT resulta em um
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positivo efeito biomodulatério na consolidacdo defedos Osseos associado com

enxerto de 0sso autélogo.

Ainda, AboElsaad et al. (2009) avaliaram clinicateee radiologicamente a
influéncia do laser terapéutico em defeitos ésgmeenchidos com vidro bioativo
durante 3 e 6 meses. Foi utilizado o laser As-G838 nm, continuo, 40 mW, fluéncia
de 4J/cmh, com energia total de 16J/€nem defeitos 6sseos tratados com vidros
bioativos. Foram realizados defeitos 6sseos eme vpdcientes com periodontite
cronica, e tratados com vidro bioativo e laser. &el foi aplicado durante o
procedimento cirdrgico e nos dias 3, 5 e 7 apdsuag@a. No lado contralateral foram
realizados 20 defeitos 6sseos e tratados somemtanaierial bioativo. Apds 3 meses,
houve diferenca estatisticamente significante roxsi$ de aplicacdo do laser. No
entanto, com 6 meses nao houve diferenca sigmfécantre os grupos. Os resultados
mostram efeitos positivos do laser em acelerapogsso de reparo do tecido.

Baseados nos estudos prévios de Moura et al. \20@ranito et al. (2009),
onde resultados promissores do Biosiliatoram encontrados, nosso grupo de
pesquisa levantou a hipétese de que os efeitosgéstieos do Biosilicafd poderiam
ser potencializados pela acdo da irradiacdo laB&nte disso, Fangel (2009)
desenvolveu um estudo com o objetivo de analisaefesos da terapia laser e do
Biosilicatd® em defeitos 6sseos de tibias de ratas osteopéiica&iosilicatd foi
utilizado na forma particulada, com a granulomedeal80 — 212m, devido ao melhor
resultado encontrado no trabalho de Granito et(2009). Para o estudo, foram
utilizadas 70 ratas osteopénicas onde estas foiatribdidas em 7 grupos sendo:
controle padrdo, controle fratura, laser 603{crtaser 120J/cf Biosilicatd”,
Biosilicatd® + laser 60J/cfe Biosilicat§® + laser 120J/cfa Com excecéo do grupo

controle padrdo, todos os animais foram submetadaiefeitos dsseos circulares na
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tibia. O comprimento de onda do laser utilizaddBf20 nm e o tratamento realizado por
7 dias. Apo6s 14 dias, o teste biomecanico de i¢géntaevelou que o laser nao
apresentou resultado significativo em relacdo agparcontrole. A melhor resposta
biomecanica foi encontrada no grupo Biosili€até laser 120. Apesar dos resultados
positivos, este € um estudo prévio, pois ainda s&isabe quais sdo as alteracdes
biomecanicas e até mesmo morfolégicas da associdgstas duas modalidades de

tratamento em tecido 6sseo sadio.

De acordo com o exposto, existe uma grande lacatiteratura em estudos que
avaliem a eficicia da associacdo do laser terapéetde materiais bioativos no tecido
0sseo. Também, existem controvérsias a respeitquek € o melhor parametro da
terapia laser a ser utilizada na obtencdo de uuditaes eficaz no tecido alvo, ja que a
janela terapéutica é muito ampla e cada tecidoupssis especificidade (COOMBE et
al., 2001). Dessa forma, este estudo foi realizadtentativa de analisar os efeitos do
laser sobre o tecido 6sseo, bem como entendeer@gdb deste recurso com materiais

bioativos, para assim, propor tratamentos maisvefee confiaveis.
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2. OBJETIVO

Este estudo teve como objetivo verificar os etedo laser de baixa poténcia (
= 830nm), com fluéncias de 60J/cm? e 120J/cm? ebidmaterial BiosilicatS,
utilizados independentemente ou associados, naolodemsio 6ssea de defeitos

induzidos em tibias de ratos saudaveis.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Animais de Experimentacao

Para a realizacdo deste estudo foram utilizadosa®® machos, da linhagem

Wistar, com trés meses de idade e massa corpoda e 280 a 320 gramas.

Os animais foram procedentes do Biotério CentaaUdiversidade Federal de
Séo Carlos (UFSCar), e mantidos no Biotério do Bepwento de Fisioterapia da
UFSCar. Durante todo o procedimento experimentalamimais permaneceram em
gaiolas apropriadas de polietileno padréo, em @dredi ambientais controladas (ciclo
claro/escuro de 12/12 horas, ambiente higieniz&aoperatura de 24 2°C e ventilagdo
adequadas), onde receberam racdo comum e aguatade/or©s procedimentos
experimentais foram realizados no Laboratorio detr&lermofototerapia da UFSCar.
Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica empeBmentacdo Animal da

Universidade Federal de Sao Carlos (Parecer 028)200
3.2 Delineamento Experimental

Foram utilizados 60 ratos, que foram pesadosteldiflos, aleatoriamente, nos

seguintes grupos (com 10 animais cada):

Grupo controle com fratura (GCF): os ratos deste grupo foram submetidos a fratura e

a nenhum tratamento.

Grupo com laser 60J/cm (GL60): os ratos deste grupo foram submetidos & fratura e
foram tratados com lasek & 830nm), com fluéncia de 60 J/cmz2, por 17 segsindo

fornecendo 1,7J de energia.
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Grupo com laser 120J/crfi (GL120): os ratos deste grupo foram submetidos & fratura
e foram tratadas com lasér £ 830nm), com fluéncia de 120 J/cm?, por 34 segsind

fornecendo 3,4J de energia.

Grupo com Biosilicatd® (GB): os ratos deste grupo foram submetidos a fratura e

defeito 6sseo foi preenchido com Biosilicato

Grupo com laser 60J/cmA e Biosilicatd® (GB60): os ratos deste grupo foram
submetidos & fratura e o defeito 6sseo foi preeiochom Biosilicat8. Além disso,
esses animais foram tratados com laser 830nm), com fluéncia de 60 J/cmz2, por 17

segundos, fornecendo 1,7J de energia.

Grupo com laser 120J/crh e Biosilicatd® (GB120): os ratos deste grupo foram
submetidos & fratura e o defeito 6sseo foi preelochom Biosilicat8. Além disso,
esses animais foram tratados com laser 830nm), com fluéncia de 120 J/cm?2, por 34

segundos, fornecendo 3,4J de energia.
3.3 Técnica Operatéria
3.3.1 Defeito Osseo

Para a realizacdo destas lesdes foi utilizadammafuradeira com rotacédo de
18.000rpm e com fresa de 2 mm de diametro, irrigamha soro fisiolégico para evitar
queimadura do tecido 0sseo. Os animais foram aedts de acordo com a massa
corporal, com uma mistura de Ketamina e Xilasin?/18 mg/Kg). Apds anestesia,
tricotomia e assepsia da area a ser operada, falirados defeitos 6sseos 10 mm
abaixo da articulacdo do joelho, em ambas as tip@smeio de uma incisao tibial, no
terco proximal (figura 2). O local do defeito falepiamente medido com a utilizacéo de

um paquimetro. A lesédo foi realizada com a brocatma na posicdo horizontal e
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perpendicular em relacdo ao eixo longitudinal dsopsle modo a penetrar a cortical
medial e danificar o canal medular abaixo desteémaem atingir a face contralateral.
Finalizando, a pele foi suturada com fio de naioonofilamentar 4.0 e distancia de 1

cm entre os pontos e foi feita a limpeza local.a@snais foram mantidos em caixas

individuais com livre acesso a agua e comida aé@mento do sacrificio.

FIGURA 2 — Fotos da cirurgia. A: tricotomia e assepsia dade@ ser operada. B: exposi¢ao

do terco médio da tibia, apds a incisdo feita asade um bisturi. C: defeito ésseo sendo
realizado com broca de 2mm de didmetro. D: defesteo. E: preenchimento do defeito 6sseo
pelo Biosilicat§, somente nos grupos GB, GB60 e GB120. F: suturaitszulo e pele.
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3.4 Tratamento
3.4.1 Biomaterial

O material bioativo utilizado foi o Biosilicdto O Biosilicat§ é uma
vitroceramica altamente bioativa, apresentando Enentos quimicos silicio,
oxigénio, sodio, calcio e fésforo (Si, O, Na, C®) sendo liberados em solugédo na
forma de Si (OH) Na', C&£" e PQ?. O Biosilicatd foi empregado neste estudo
através de graos de aproximadamente 18@sR1@igura 3).Este foi introduzido no
defeito logo apds a realizagcdo do mesmo, atravesimde espatula apropriada até o
preenchimento completo da fratura circular. Os ldeta da composicdo e do

tratamento térmico estdo descritas na patente V03/Q04199.

FIGURA 3 - Biosilicatd” . Granulometria entre 180-21r&
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3.4.2 Laser

O aparelho utilizado foi um modelo portatil de €aDMC, THERALASE
Versédo 24, classe 3B, As-Ga-Al diodo, com compritmete onda de 830nm, emissao
continua, poténcia de saida de 100mW, densidag®téacia de 3,57W/chmarea do
feixe de 0,028 cm?, divergéncia de 1.5° (figuraApaplicacao foi realizada em apenas
um ponto, sendo na fluéncia de 60 J/cmz, por lurekss, fornecendo 1,7J de energia e

também na fluéncia de 120 J/cm?, por 34 segundosdendo 3,4J de energia.

Inicialmente o equipamento foi calibrado e apgsracedimento experimental
foi novamente aferido no Laboratério de BiofotdnicaGrupo de Optica do Instituto de
Fisica de Sao Carlos, Universidade de Sdo Paul®)UsSfim de se obter uma alta

confiabilidade na intensidade efetiva da emisséerla

O laser foi aplicado imediatamente apds o procedimoperatorio e no segundo,
quarto, sexto, oitavo, décimo e décimo segundo dkapds-operatoério, totalizando sete
aplicacdes em quatorze dias. Foi utilizado somentdinico ponto de aplicacdo sobre a
fratura. Nas aplicacdes, foi utilizada a técnicatpal em contato, sendo a caneta do
equipamento posicionada perpendicularmente aodecak irradiacdes realizadas sempre
no mesmo horario. Este aparelho foi fornecido jedoratorio de Eletrotermofototerapia,
do Departamento de Fisioterapia, da UniversidadeFdderal de Sao Carlos, sob

responsabilidade do Prof. Dr. Nivaldo A. Parizotto.
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FIGURA 4 - Aparelho portétil de laser DMC,
THERALASE Versao 24, classe 3B, As-Ga-Al diodo

3.5 Eutanasia dos Animais

No décimo quarto dia apdés o procedimento expefi@hels animais foram

submetidos a uma dose letal de anestésico, injp@daa intra peritonial.

3.6 Coleta da Amostra

Apdés a eutanasia, as tibias tanto direita quastpierda de cada animal foram
retiradas, para posteriormente serem analisada#i# direita foi designada para a
analise biomecanica enquanto que a esquerda panadlige histolégica. As analises

foram realizadas contendo 10 amostras de cada.grupo

3.7 Analises
3.7.1 Andlise histologica
Para uma avaliagdo qualitativa e quantitativa dacentracdo, estado de

agregacdo e orientacdo das fibras de colageno,ibéss tforam submetidas a
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descalcificacio em solucéo descalcificadora de MDStrato de Sédio a 20% e Acido
Formico a 50% em partes iguais) durante aproximadéenl5 dias, posteriormente
reduzido, para entdo ser processado em parafinaetjizgéncia, os blocos de parafina
foram cortados longitudinalmente por meio de umrétamo rotativo numérico (Ancap,
modelo 297) do Laboratorio de EletrotermofototeaaglUFSCar) com espessura
padronizada de 5ubn. Os cortes foram entdo montados em laminas bggtals e
corados com Hematoxilina e Eosina (H.E.) e Tricdimde Masson (TM). Cada animal
foi representado por duas laminas histolégicasa cexa com uma série de no minimo 3

cortes consecutivos.
3.7.1.1 Avaliacdo Morfologica

A andlise qualitativa da regido do defeito 0sseaodalizada através das laminas
coradas com Hematoxilina e Eosina. Por meio de ucnostopio de luz (Olympus,
Optical Co. Ltd, Tokyo, Japan), foram observadaseggiintes mudancas no local da
lesdo: presenca de tecido de granulacdo, quantidadeecido 6sseo neoformado,

organizacao tecidual e area de necrose.
3.7.1.2 Avaliacdo Morfomeétrica

A morfometria da area de osso neoformado, nageatpadefeito de cada animal,
foi mensurada utilizando um sistema de analisentigém Motican 5.0. As laminas
coradas com Tricrémico de Masson foram observadadigas areas da regido cortical
do defeito. As duas areas foram selecionadas eadaseC1 e C2 correspondendo a érea
cortical superior e inferior do defeito (figura %). tecido 6sseo neoformado presente
nessas regiées foram mensurados e a area regisiaadbjetiva de 10X. Depois de
registradas, as areas foram somadas, resultantdahda area de tecido neoformado do

defeito.
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FIGURA 5- Desenho ilustrativo da padronizacao
campos selecionados na analise morfométrica

3.8 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Para o preparo das amostras foi utilizado a mesetadologia para o preparo de
laminas histologicas. Apos a realizacdo dos c@aes a histologia de luz comum, foram
realizados dois cortes seriados deub® de espessura para analise por MEV. Apés a
realizacdo dos cortes, estes foram desparafiniazshrsdo banhos de xilol, alcool-xilol,
alcool absoluto, alcool 90%, alcool 70% e finaldarem agua destilada. Estas etapas
sdo importantes para retirar elementos ndo pengEe0s 0SSOS € assim permitir
analisad-los sem quaisquer interferéncias exter@ascortes foram secos em estufas a
58°C e colocados sobre fitas de carbono dupla faciporte utilizado para a realizacdo
da andlise.

As fotomicrografias de MEV foram obtidas em um ipgmento LEO (modelo
440) com detector OXFORD, operando com feixe d&aglé de 10kV. As amostras
foram recobertas com 10nm de ouro em um metaliz&d@ating System BAL-TEC
MED 020 e mantidas em dessecador até o momentandlesea Andlise de Energia
Dispersiva (EDS) foi realizada em um equipamentcXHINK ANALYTICAL, (Isis

System Series 200), com detetor de SiLi Pentadatla ultrafina ATW Il (Atmosphere
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Thin Window), de resolucdo de 133eV a 5,9KeV, amodpl a um Microscopio
Eletronico. Utilizou-se padréo deobalto para calibracéo, feixe de elétrons de 10 KV
distancia focal de 25mndead timede 30%, corrente de 2,82A e | probe de 2000nA . A
analise foi realizada no Departamento de Quimicddrdeersidade de Sao Paulo (EESC-

USP).

3.9 Analise biomecénica

A analise biomecanica foi realizada atravées dtetde flexdo de trés pontos na
tibia direita dos animais de todos os grupos. @ t&s realizado no Laboratério de
Neuroendocrinologia do Departamento de Ciénciaslbgicas da Universidade Federal
de Sé&o Carlos (UFSCar) através da maquina deceusaiersal Instron, modelo 4444
em temperatura ambiente. Para a realizacdo do ftestgilizada uma célula de carga
com capacidade maxima de 1 KN e pré-carga de Nutizado um suporte de metal
de 3,8cm de comprimento, expondo somente 1,8cnogm e prova. As tibias foram
posicionadas com a regido do defeito voltadas parg, de modo a submeter esta
regido a uma tracdo (Figura 6). A partir desteetémtam obtidas as seguintes variaveis:

Carga Maxima (KN), Resiliéncia (J) e Tenacidade (J)
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FIGURA 6- A: Maquina de ensaio universal Instron, modelo 48t4Posicionamento da tibia
durante o teste de flexdo. Note que a regido darfrdica voltada para baixo, na linha de acao da
carga a ser aplicada.

3.10 Analise estatistica dos dados

Os dados foram analisados estatisticamente atdevé&cnicas descritivas, tais
como tabelas e graficos, na forma de médias e aepadrdo. O teste de normalidade
Shapiro—-Wilk's W test foi utilizado para todas awiaveis. Nos casos em que houve
distribuicdo normal da amostra, as comparagbesmfofaitas usando one-way
(ANOVA) com post-hoc Tukey. Nos casos onde houvstribuicdo anormal da
amostra, o teste Kruskal Wallis foi utilizado. Asalises foram realizadas no software

STATISTICA version 7.0 . O nivel de significanca tle p< 0,05.



53

4. RESULTADOS
4.1 Anélise histologica
4.1.1 Avaliacao morfologica qualitativa

Na figura 7 estdo representados os achados mgidok obtidos a partir da
analise qualitativa descritiva.

A figura 7A mostra a regido do defeito 6sseo dgpgrcontrole, onde pode ser
observado presenca moderada de tecido 6sseo nadfmrporém pouco celularizado
em relacdo aos demais grupos experimentais.

Através da figura 7B e 7C, observamos que os grupadiados, tanto na dose
de 60 J/crh quanto na dose de 120 Jfcnapresentaram um padrdo histoldgico
compativel com um estagio mais avancado de repsondp comparados com 0 grupo
controle. Foi possivel observar que, estes aniag@iesentaram grande quantidade de
tecido 6sseo neoformado, um maior recrutamentdaceds uma melhor organizacéo
tecidual. No entanto, ndo foram observadas dife®mgorfolégicas entre os grupos

irradiados.

Nos animais tratados com BiosilicAtopodemos observar a presenca de
particulas do biomaterial, circundadas por tecidse6 neoformado (Figura 7D). E
interessante notar que o crescimento 6sseo nesi@ssgocorreu entre as particulas do
biomaterial, formando trabéculas em toda a reg@deafeito. O grupo tratado somente
com Biosilicat® apresentou uma quantidade de tecido 6sseo neaforsemelhante ao
grupo controle, porém um maior recrutamento celdtsr observado no grupo
Biosilicatd®. Nos grupos onde houve a associacdo do laser biaioaterial, foi
encontrado menor quantidade de tecido ésseo entdcelaos demais grupos
experimentais e intensa presenca de tecido de lggd@ou Atraves da figura 7E e 7F

podemos visualizar esses achados.
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FIGURA 7 - Fotomicrografia dos achados morfolégicos dos difiere grupos experimentais.
Pode ser observado na regido do defeito, tecidgrateulacdo (setas), tecido neoformado (*) e
nos respectivos grupos a presenca do biomaterjalA(Rontrole fratura; B: laser 60J/énC:
laser 120J/chy D: Biosilicatd®; E: Biosilicatd® + laser 60J/chy F: Biosilicatd® + laser
120J/cm. Coloracéo: H.E.
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4.1.2 Avaliagdo morfométrica
A tabela 1 e a figura 8 mostram os resultados rédise morfométrica das

[aminas coradas com tricromico de Masson.

Tabela 1- Médias e Desvios Padrao do total da arele osso neoformado das tibias, dos
grupos experimentais

Grupo Osso neoformado jgm?)
GCF 174.446+ 47.696°¢"
GL60 268.664+ 63.699

GL120 252.365+ 70.334

GB 166.223+ 69.468bc*

GB60 47.964+ 20.916°

GB120 64.647+ 24.066°

a x0,05 versus GL60; b®,05 versus GL120; c30,05 versus GB60; 0,05 versus GB120.;
GCF: controle fratura; GL60: laser 60JfcrGL120: laser 120J/cmGB: Biosilicatd; GB60:
Biosilicatd® + laser 60J/cfy GB120: Biosilicat8 + laser 120J/cm

De acordo com a tabela 1 e a figura 8, observaduse 03 grupos tratados
somente com laser, nas duas fluéncias utilizadat restudo, apresentaram meédias
estatisticamente maiores quando comparadas com éaasndos demais grupos
experimentais. No entanto, quando os resultadosgdgsos GL60 E GL120 foram
comparados, ndo foram encontradas diferencasstistaientre eles.

Pode-se observar ainda que, o grupo tratado senuamh Biosilicat8 nao
apresentou diferencas estatisticamente signifastiem relagdo ao grupo controle,
porém apresentou melhores resultados quando codwpa@s grupos onde houve a

associacdo do Biosilicatae laser. Esses grupos apresentaram valores séssatiente
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menores quando comparados com 0s outros grup@sldeae com o grupo controle

fratura. A figura 9 ilustra as fotomicrografias al@lise morfomeétrica.

Area de Osso Neoformado (pm?2)
350000,00 4
300000,00 4 |
250000,00 4
200000,00 4
150000,00
100000,00
5000000 ﬁ i
0,00
GLED GL120 GBGO GB120

FIGURA 8- Média e desvio padrdo da area de osso neoformadodifierentes grupos
experimentais. a{®,05 versus GL60; b<®,05 versus GL120; c0,05 versus GB60; *0,05
versus GB120. GCF: controle fratura; GL60: lased/@@f; GL120: laser 120J/cin GB:
Biosilicatd®; GB60: Biosilicat§ + laser 60J/cfy GB120: Biosilicat8 + laser 120J/cfn
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FIGURA 9 - Fotomicrografia dos achados morfométricos dos elifiss grupos experimentais.
Pode ser observado na regido do defeito tecidm dessformado (*) e nos respectivos grupos a
presenca do biomaterial (B). A: controle fratura; |&er 60J/cfy C: laser 120J/cfn D:
Biosilicatd®; E: Biosilicatd® + laser 60J/cfn F: Biosilicatd + laser 120J/cfn Colorac&do: TM.
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4.2 Analise por microscopia eletrénica de varredura

Através da microscopia eletrbnica de varredura paissivel comparar
qualitativamente as diferencas estruturais daastibntre 0os grupos experimentais. Na
figura 10A pode-se notar a presenca de tecido dsseformado no grupo controle.
Nas figuras 10B e 10C é possivel observar que @tdaisseo no grupo laser (GL60 e
GL120) apresentou-se preenchido por tecido 6sseformado, enquanto que o grupo
controle (figura 10A) também apresentava preenahiongor tecido 6sseo neoformado,
porém em menor quantidade. E evidente nos gruposiliBatd® a presenca de
particulas do biomaterial, mostrando que o0 mesmiaase encontrava presente em toda

a regido do defeito (Figuras 10D, 10E e 10F).
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FIGURA 10 — Microscopia eletrbnica de varredura dos diferegieipos experimentais. Pode
ser observado presenca de 0sso intacto, sem §sd®rfa regido do defeito 6sseo (DO) tecido
0sseo neoformado e nos respectivos grupos a geederbiomaterial (B). A: controle fratura;
B: laser 60J/cfy C: laser 120J/cfn D: Biosilicatd®; E: Biosilicat§ + laser 60J/ch F:
Biosilicatd® + laser 120J/cfn
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4.3 Analise biomecanica

Por meio dos dados obtidos no teste de flexdo rém gontos, foi possivel
comparar os valores das propriedades biomecanitasas grupos. As figuras 11, 12 e
13 mostram os valores médios das diferentes vasi@leeensaio biomecéanico. Pode ser
observado que ndo houve diferenca estatisticamggtaficante das propriedades

biomecanicas entre 0s grupos experimentais.

> -

Carga Maxima (KN)
0,090
0,080 |
0,070 | i j
0,060 - Z
0,050 +
0,040 -
0,030 +
0,020 4
0,010

GCF GLE0 GEL120 GB GBEO GB120

FIGURA 11- Média da carga maxima nos diferentes grupos expetais (GCF: controle
fratura; GL60; laser 60J/énGL120: laser 120J/cGB: Biosilicatd®; GB60: Biosilicat§ +
laser 60J/cf)) G120: Biosilicat6 + laser 120J/cfn
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Tenacidade (J)
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FIGURA 12- Média da tenacidade nos diferentes grupos expetais (GCF: controle fratura,;
GL60; laser 60J/cfn GL120: laser 120J/cim GB: Biosilicatd®; GB60: Biosilicat§ + laser
60J/cni; G120: Biosilicat8 + laser 120J/cf

Resiliéncia (J)
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0,040 -+
0,030 -
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0,000
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FIGURA 13- Média da resiliéncia nos diferentes grupos erpentais (GCF: controle fratura;
GL60; laser 60J/cf GL120: laser 120J/cm GB: Biosilicatd’; GB60: Biosilicaté + laser
60J/cn; G120: Biosilicat8 + laser 120J/cf.
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5. DISCUSSAO

Muitos autores vém utilizando o modelo de defettiosulares no tecido 0sseo
para investigar agentes terapéuticos na osteogémesdre eles a LLLT e os
biomateriais (PINHEIRO et al., 2003; LIRANI et aRp06; FREITAS et al., 2000;

GRANITO et al., 2009).

O laser terapéutico de baixa poténcia constituyalmente, uma das
modalidades fotobioestimulantes mais utilizadas reabilitacdo. Varios estudos
demonstraram os efeitos positivos da terapia kdge o metabolismo do tecido 6sseo,
como proliferacdo de osteoblastos (STEIN, 2005mégdo de nddulo 6sseo (OZAWA,
1998) e aumento da atividade fosfatase alcalind{iRE et al., 2007). O laser AS-GA-
AL com comprimento de onda de 830 nm é atualmentaser mais indicado na
estimulacao do tecido 0sseo, pois este tem moseacklentes resultados no processo

de reparo 6sseo (PINHEIRO et al., 2001; LIU, 2007).

No presente estudo, foi observado através dasenaftiorfométrica, que a
quantidade de tecido 0sseo neoformado apresenéols grupos irradiados foi maior
que a quantidade apresentada pelos demais grumosenbhnto, quando as duas
fluéncias foram comparadas, ndo foram encontraifla®cas estatisticas entre elas, o
que sugere que a LLLT foi eficiente para estimalaieparo 6sseo tanto na dose de

60J/cnf quanto na dose de 120Jfcm

Esses resultados concordam com os de Silva Jemnadr (2002) que utilizaram
laser AS-GA-AL (830 nm, 40mW) em defeitos 6sseas.altores encontraram através
da analise morfométrica um aumento da formacgdoadsses grupos irradiados
comparado com o controle. Barushka et al. (1998)iaaam os efeitos do laser HeNe

no reparo 6sseo de tibias de ratos e a analisemétrfica revelou um rapido acumulo
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de tecido 6sseo no local da lesdo de ratos irragi@dm laser. Merli et al. (2005)
também demonstraram resultados positivos aposagplicde laser (AS-GA-AL 670nm,
15mW) em defeitos 0sseos. ApoOs 14 dias, 0s ausmesntraram um aumento da area
de tecido neoformado no grupo tratado com lasempeaoado ao grupo controle. Pretel
et al. (2007) em analise histologica, observarametaito bioestimulatorio do laser no
remodelamento 6sseo. Apos 15 dias de LLLT (780rmm\V¥) os grupos irradiados
apresentaram mais rapida formacao da matriz 6ssepatado com 0 grupo controle.
Pinheiro et al. (2001) e Liu et al. (2007) aposastrtem laser 830nm verificaram que a

LLLT pode acelerar o processo de reparo 0sseo.

A andlise biomecéanica do presente estudo foizaddi através do teste de flexao
de trés pontos. Este teste € amplamente utilizada pvaliar diferentes tipos de
tratamentos sobre o tecido 6sseo, especialmente soprocesso de reparo de fratura
(LUGER et al., 1998; LIRANI et al., 2006). Os dadde tal teste ndo apresentaram
diferenca estatisticamente significativa entre egg@s, 0 que sugere que a LLLT nao
foi capaz de aumentar a for¢ca dssea dos ratos Iap@sas de P.O. Marino (2003)
utilizando um modelo experimental parecido, ndcewbtaumento das propriedades
mecanicas apos uso do laser AS-GA-AL 830nm. Davidl.e(2001) utilizaram laser
HeNe 632nm, 10mW sobre o processo de reparo 6s€mpautores nao obtiveram
resultados positivos no teste biomecéanico apdsoodasta terapia. Da mesma forma,
Otremski et al. (2004) ndo encontraram evidéncesauimento da forca 6éssea apos

irradiacdo com laser HeNe 632nm.

Contrariamente, outros autores vém demonstrarsiitaelos positivos da LLLT
sobre a forga 6ssea. Luger et al. (1998) observgrao laser HeNe (632.8nm 35mW)

elevou a carga maxima e a rigidez das tibias mdedi apos 14 dias, sugerindo que a
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LLLT pode intensificar o processo de reparo 0ssSembém, Lirani et al. (2006)
verificaram que a LLLT promoveu uma aceleracédo magsso de formacao 0ssea e um
aumento da resisténcia do osso apoés irradiacaolasen AS-GA-AL 780nm, 30mW.
Porém, é dificil a comparacéo entre os estudos, ggomodelos de fratura supracitados

sao diferentes do modelo empregado no presentdoestu

Outro recurso que vem sendo amplamente utilizadorocesso de reparo 6sseo
sdo os biomateriais, onde sua utilizacdo tem aescbnsideravelmente nos ultimos
anos (RATNER, 2004). O presente estudo utilizoungterial vitroceramico altamente
bioativo chamado Biosilicafo E relatado na literatura que quando um mateidgtivo
entra em contato com fluidos corpéreos, ocorre gérae de reacdes quimicas, onde
uma camada de hidroxicarbonatoapatita é formadsuparficie, promovendo assim a
osteogénese (HENCH, 1991). A escolha da granuleandt Biosilicat§ utilizado
neste estudo baseou-se em estudo anterior realpad&ranito et al. (2009), onde
foram comparadas duas faixas granulométricas deilBatd® sendo 180-212im e
300-355um. A granulometria de 180 a 2uth exibiu melhor reabsor¢éo, o que sugere
que quanto menor o tamanho das particulas, maislardgerd a reabsorcdo do

biomaterial.

Os resultados deste estudo demonstram que, naean@rfométrica, o grupo
Biosilicatd® apresentou area de osso neoformado semelhanteupo gpntrole. No
entanto, a analise qualitativa mostrou um maiorrutamento celular no grupo

Biosilicatd® quando este foi comparado ao grupo controle.

Estudos prévios, também demonstram um alto patermsteogénico do
Biosilicatd®. No estudo de Moura et al. (2007) foi observiadditro, que o Biosilicat8

pode induzir a formacdo de tecido 6sseo em umnsistde cultura de células
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osteoblasticas. Baseados nestes resultados proesisém realizado um estudo vivo
em defeitos 0sseos por Granito et al. (2009). @bsese uma maior formagcdo 0ssea
em defeitos preenchidos com Biosilicatquando este foi comparado ao biovidro

45S5°, considerado atualmente o padrdo ouro em mat®itasvos.

Com relacdo a andlise biomecanica, o grupo Biasdfi ndo apresentou
diferenca estatisticamente significativa quando gam®@dos com o0s demais grupos
experimentais 14 dias apds a cirurgia. No entartoestudo realizado por Granito et
al. (2009), os defeitos 6sseos que foram preenshidm Biosilicat§ exibiram maior
area de tecido 6sseo neoformado e também melhanesquades biomecanicas 20 dias
apos a cirurgia, onde estes suportaram maior carggresentaram maior rigidez
comparados ao grupo controle. Sendo assim, é gbsgie 0 periodo experimental de
14 dias utilizado neste estudo ndo seja suficigraa induzir modificagbes que

poderiam levar a um aumento na for¢a 0ssea.

A partir dos resultados promissores do Biosiliato processo de reparo 6sseo,
foi suposto que o efeito deste material poderiansedulado com a irradiacao laser.
Porém, os resultados do presente estudo mostranogueimais que tiveram 0s
defeitos 6sseos preenchidos com Biosilitaaexpostos ao laser, apresentaram médias
estatisticamente menores de tecido 6sseo neoforc@uparado aos demais grupos

experimentais.

Além disso, a andlise biomecanica dos grupos Ria&® ndo revelou

diferencas estatisticamente significativas entrdezsais grupos experimentais.

De fato, as situagdes de tratamento utilizadagenestudo s&o bastante
diferentes, pois nos grupos tratados somente ceer, lado houve preenchimento do

defeito O6sseo por biomaterial, onde nas primeirasash apés a fratura, este
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provavelmente foi preenchido somente por fluidogp@reos e células vivas. Isso
possivelmente permitiu com que a luz laser fosserattla pelas células, promovendo
aceleracdo do reparo 0sseo, como foi observadonabse morfométrica. JA nos
defeitos 6sseos onde houve tratamento com Biosificaesses defeitos estavam
totalmente preenchidos pelas particulas do biomat&rovavelmente, a aplicacdo da
luz laser ndo promoveu uma absorcdo adequada i rég defeito, devido a menor
quantidade de tecido vivo no local, resultando ena @stimulacdo ndo adequada do

tecido 6sseo.

Os dados deste estudo sugerem que o Biosificamssui um potencial
osteogénico. No entanto, quando esse biomateriab$mciado com a terapia laser, uma
inibicdo foi observada na formacéo d6ssea. Nao ® @damecanismo pela qual isso
ocorre. Uma hip6tese que poderia explicar esseffades seria que a associacao destas
duas modalidades de tratamento poderia ter proeasadexcesso de estimulo no local
da lesdo. Além disso, parametros como poténciapdoranto de onda e fluéncia
podem ter influenciado nesse processo e podemmitedo a migracdo e crescimento

celular na superficie da vitroceramica.

Resultados similares foram encontrados por Renmab €2009), que avaliaram
in vitro, os efeitos da terapia laser 830 nm, 103/cma proliferacdo de células
osteoblasticas emscaffolds de Biosilicat§. Foi demonstrado que as células
osteoblasticas (MC3T3) cresceram com sucesso seaffolds compostos por
Biosilicatd®, com células apresentando morfologia normal eirdere proliferaram
facilmente através da superficie dos discos. Pop dado, a irradiacdo laser produziu
uma diminuicdo em 13% na proliferacdo de osteaidagMC3T3) nos discos de

Biosilicatc”.
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Entretanto, ainda é dificil comparar os estudosg¢ho da LLLT e do uso de
biomateriais implantados porque os parametros digons, os modelos experimentais
e a duracdo de tratamento sao muito diferentedeNesitexto, aplicacdes clinicas da
LLLT em osteointegracao de biomateriais ndo podeateaser aplicadas eficientemente

porque 0s mecanismos de acdo néo estao totalnsataeceidos.
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6. CONCLUSOES

O laser de baixa poténcie=830nm) foi eficaz no processo de reparo 6sseo em

defeitos circulares de tibias de ratos, nas duésdias analisadas.

O biomaterial Biosilicat® utilizado independentemente foi mais eficaz no
processo de reparo 6sseo quando comparado corociegés das duas modalidades de

tratamento.

Com isso, tanto o laser quanto o Biosili€aapresentaram potencial osteogénico
apos 14 dias de lesdo, no entanto, quando estesn fassociados, ndo foram

encontrados resultados positivos.
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Low level laser therapy does not modulate the outcomes
of a highly bioactive glass—ceramic (Biosilicate®)

on bone consolidation in rats
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Abstract The main purpose of the present work was to
evaluate if low level laser therapy (LLLT) can improve the
effects of novel fully-crystallized glass—ceramic (Biosili-
cate™) on hone consolidation in tibial defects of rats. Forty
mile Wistar rats with tibial bone defects were used. Animals
were divided into four groups: group bone defect control
(CG); group bone defect filled with Biosilicate™ (BG);
group bone defect filled with Biosilicate™, iradiated with
LLLT, at 60 J em™ (BG 60) and group bone defect filled
with Biosilicate™, irmdiated with LLLT. a1 120 J cm ™" (BG
1200, A low-energy GaAlAs 830 nm, CW, (L6 mm beam
diameter, 100 W em ™7, 60and 120 J em™” was used in this
study. Laser imadiation was initiated immediately after the
surgery procedure and it was performed every 48 h for
14 days. Fourteen days post-surgery, the three-point bend-
ing test revealed that the structural stiffness of the groups
CG and BG was higher than the values of the groups BGH0
and BG 120, Morphometric analysis revealed no differences
between the control group and the Biosileate™ group.
Interestingly. the groups treated with Biosilicate™ and laser
(BG 60 and BG120) showed statistically significant lower
values of newly formed bone in the area of the defect when
compared to negative control (CG) and bone defect group
filled with Biosilicate (CB). Our findings suggest that
although Biosilicate™ exerts some osteogenic activity
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during bone repair, laser thempy is not able to modulate this
Process.

1 Introduction

Fracture healing 1% a complex physiologic process in which
bone heals for the purpose of transfernng mechanical loads
[1]. In fracture consolidation, the original tissue & regen-
erated and the properties of the preexisting tissue, in gen-
eral, are restored. However, clinical situations involving
great bone loss or the presence of wide vanety of disecases
o tumor resection can result in delayed fracture healing or
even nonunion [2].

In this context, there 1%a cnitical need to know more about
the biology of fracture healing to develop stmtegies for
ensuring normal repair of the skeleton [3]. One promising
reatment is the use of bioactive glasses as bone graft sub-
stitutes due to their ability to bond and integrate with living
bone by forming a biologically active bonelike apatite layer
on their surfaces [4. 5]. Moreover, surface reactions release
crtical concentrations of soluble silicon, calcinm, phos-
phorus and sodium 1ons that stimulate the attachment. pro-
fiferation and differentiation of osteoblasts (bone-forming
cells) [5]. Our research group has developed nucleation and
growth thermal treatments 1o obtain a novel fully-crystal-
hzed bioacove glass—ceramic of the quaternary PoQOs—
Na,O0-Cal-510, system {Biosilicate™, patent apphicaton
WO 2004/074199) [6]. In vitro expenments demonsirated
that Biosilicate™ promotes enhanced bone-hike mamx for-
mation In companson to its parent glass and to Binglass‘w
4555 in an osteogenmc cell culture system [7]. Recently.,
Granito et al. [8] found that the Biosilicate was capable of
mereasing the biomechamcal properties of the bone callus of
tibial defects in rats compared to the 4555 (gold standard).
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