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RESUMO

Virios recursos t€m sido estudados com o intuito de acelerar o processo de reparacao
Ossea. Dentre esses recursos, 0os materiais bioativos e a Terapia Laser de Baixa
Intensidade (LLLT) vém se destacando, vérios estudos sugerem que ambos 0s recursos
sdo capazes de estimular a proliferacdo de osteoblastos e a osteogénese no local da
fratura, promovendo maior deposi¢cdo de massa 6ssea, fundamental para o processo de
consolidagdo. Dentro deste contexto, esse projeto teve como objetivo verificar os efeitos
da LLLT (A = 830nm), com fluéncia de 120J/cm? e do scaffold de Biosilicat0®,
utilizados independentemente ou associados na consolidagdo de defeitos Osseos
induzidos em tibias de ratos. Foram utilizados 40 ratos machos da linhagem Wistar (3
meses de idade + 250 gramas) distribuidos em 4 grupos experimentais com 10 animais
cada: grupo controle com defeito 6sseo e sem tratamento (GC); grupo defeito 6sseo
tratado com Laser 830nm (GL); grupo defeito 6sseo tratado com implante de scaffolds
de Biosilicato® (GB); grupo defeito 6sseo tratado com implante de scaffolds de
Biosilicato® e Laser 830nm (GBL). Os animais foram submetidos a irradiacao Laser
(Ga-As-Al, 830nm, 100mW) em um tnico ponto sobre o defeito dsseo por oito sessodes
de tratamento, em dias alternados. A eutandsia dos animais aconteceu no 15° dia apds a
cirurgia, 24 horas apds a ultima sessdo de tratamento Laser. A andlise morfoldgica
revelou que o grupo Laser, apresentou melhor organizacdo tecidual em relacdo os
demais grupos experimentais. Além disso, a andlise morfométrica evidenciou uma
maior quantidade de osso neoformado no grupo tratado com Laser comparado aos
animais dos demais grupos. A expressao a COX-2 e a RUNX-2/CBFA-1 mostrou-se
mais intensa nos grupos GB e GBL e na andlise biomecanica ndo houve diferenca
estatistica entre os grupos experimentais. A partir dos resultados obtidos neste estudo,
pode-se sugerir que ambos os tratamentos apresentaram potencial osteogénico 15 dias
apos a cirurgia, porém a Terapia Laser de Baixa Intensidade foi mais eficaz no processo
de reparo 6sseo, quando comparado ao biomaterial, ou mesmo quando as duas
modalidades de tratamento foram associadas.

Palavras-Chave: tecido dsseo, defeito 6sseo, biomateriais, Terapia Laser de Baixa
Intensidade.



ABSTRACT: EFFECTS OF LOW LEVEL LASER THERAPY AND

SCAFFOLD OF BIOSILICATE® IN THE PROCESS OF BONE REPAIR.

Several resources have been studied in order to accelerate the process of bone repair.
Among these resources, bioactive materials and low level laser therapy (LLLT) have
gained prominence. Several studies suggest that both resources are able of stimulating
osteoblast proliferation and osteogenesis at the fracture site, promoting a greater
deposition of bone mass, which is fundamental for the consolidation process. Within
this context, this project aimed to assess the effects of LLLT (A = 830nm), with the
fluencies of 120J/cm 2 and scaffold Biosilicate®, used associated or not, on
consolidation of induced tibial bone defects in the rats. In this study it was used 40 male
Wistar rats (3 months + 250g) divided into four groups (with 10 animals each): group
control bone defect without any treatment (GC), group bone defect irradiated with
LLLT 830nm (GL); group bone defect treated with implantation of scaffolds Biosilicate
® (GB); group bone defect treated with implantation of scaffolds Biosilicate ® and
LLLT 830nm (GBL). The animals were submitted to laser irradiation (Ga-As-Al,
830nm, 100mW) at a single point on the bone defect for eight sessions, on alternate
days. The euthanasia of animals occurred at day 15 after surgery, 24 hours after the last
laser treatment session. Morphological analysis revealed that the laser group, showed
better tissue organization in relation to other groups. Furthermore, morphometric
analysis revealed that the irradiated animals showed a higher amount of newly formed
bone compared to the other groups. The expression of COX-2 and RUNX-2/CBFA-1
were higher in GB and GBL groups. Also, biomechanical analysis revealed no
statistical differences among experimental groups. From the results obtained in this
study, it is possible to suggest that both treatments had osteogenic potential 15 days
after surgery, but the LLLT was more effective in bone repair when compared to the
biomaterials, or even when the two treatment modalities were associated.

Key words: bone repair, bone defect, low level laser therapy, bioactive material.
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1. INTRODUCAO

O reparo 6sseo € um processo regenerativo complexo, que inclui a interagdo de
uma série de eventos bioldgicos, como a sintese ativa de genes e a acdo de um grande
nimero de células e proteinas, que determinardo a restauracio da integridade do tecido
(CLAES e WILLIE, 2007). No entanto, no decorrer desse processo, podem acontecer
alteracdes que culminario na deficiéncia da regeneragdo e, conseqiientemente, no atraso
da consolida¢do e mesmo, na ndo unido 6ssea. Estima-se que, ocorrem anualmente nos
Estados Unidos, 7.9 milhdes de fraturas, sendo que aproximadamente 5-10%
desenvolvem problemas no processo de reparacdo, como as pseudoartroses € ndo
consolidagdo dssea, requerendo muitas vezes a utilizacdo de implantes 6sseos (CLAES

e WILLIE, 2007; VICTORIA et al., 2009).

Diante disso, diversas técnicas terapéuticas vém sendo empregadas na tentativa
de promover a acelerac@o e/ou intensificagdo da reparacdo dssea. Alguns exemplos sdo
aplicacdes exdgenas de fatores de crescimento (YAOITA et al., 2000), uso do ultrassom
(RUTTEN et al., 2007), de campos eletromagnéticos (PICKERING e SCAMMELL,
2002) e enxertos Osseos alogenos e autogenos (CARSON e BOSTROM, 2007).
Atualmente, vem se destacando as propriedades osteogénicas da Terapia Laser de Baixa
Intensidade (RENNO et al., 2007) e dos materiais bioativos ( HENCH e POLAK, 2002;

GRANITO et al., 2009b).

O biomaterial é definido como qualquer substancia que pode ser utilizada como
tratamento para substituicao total ou parcial de qualquer tecido. Os materiais bioativos
apresentam uma resposta bioldgica especifica produzindo uma interface entre o material
e o tecido, formando uma ligacdo entre eles, sem ser téxico ou promover respostas
imunolégicas (HENCH e POLAK, 2002; SHI, 2004; MOURA et al.,, 2007).

Recentemente, os biomateriais na forma de scaffolds, sdao utilizados em estratégias
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regenerativas 0sseas, pois estes servem como um guia para o crescimento do tecido
0sseo e permitem o suprimento sanguineo e de nutrientes para as células que estdao
dentro dos scaffolds (DAVIES et al., 2008).

Outro recurso que vem sendo estudado nos tultimos anos no tratamento de
fraturas Osseas é a Terapia Laser de Baixa Intensidade (LLLT), por meio de suas
propriedades fotoquimicas e fotobioldgicas t€ém demonstrado efeitos positivos na
proliferacdao de células 6sseas e no processo de consolidacdo de fraturas em animais

(RENNO et al., 2007; MATSUMOTO et 1., 2009).

Diante do exposto, nota-se que tanto os biomateriais como a LLLT vém
surgindo como alternativas promissoras no processo de reparo Osseo, devido a
capacidade desses recursos em estimular a osteogénese. Contudo, existe uma grande
lacuna na literatura de estudos que avaliem a eficdcia da associagdo da LLLT e de

materiais bioativos no tecido 6sseo.

1.1 Reparo 6sseo

O reparo 6sseo constitui uma integracdo de processos interativos dinamicos,
envolvendo mediadores quimicos, elementos figurativos do sangue, fatores de
crescimento e de transcricdo que atuam estimulando a migragdo, proliferacio e
diferenciacdo celular JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2008).

A fratura causa dano, destrui¢cdo de matriz dssea, morte celular, rompimento do
peridsteo e do enddsteo e um possivel deslocamento das extremidades fraturadas. Vasos
sanguineos do tecido dsseo e dos tecidos moles adjacentes sdo rompidos e ocasionam
extensa hemorragia, resultando na formacdo de um codgulo no local da lesao

(GUARTNER e HIATT, 2003).
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A ruptura dos vasos causa a interrup¢ao do fluxo sanguineo, que induz a falta de
oxigénio para a célula, gerando um aumento na concentragao intracelular da forma ativa
do gene de uma proteina reguladora chamada fator I induzido por hipéxia (HIF). Este
estimula a transcri¢do do gene fator de crescimento vascular endotelial (VEGF), que
atua na formacdo de novos vasos sanguineos (ALBERTS et al., 2004). O VEGF ¢
produzido por células endoteliais, macréfagos, fibroblastos, osteoblastos, condrécitos e

células musculares lisas (BEAMER et al., 2009).

Ao mesmo tempo, neutréfilos e macréfagos removem o codgulo e o tecido
necrético, enquanto plaquetas e células inflamatérias migratérias liberam fatores de
crescimento, os quais ativam as células osteoprogenitoras no peridsteo, cavidade
medular, tecidos moles circundantes e estimulam a atividade osteoblastica (COTRAN et

al., 2000).

A diferenciacdo dos osteoblastos é controlada por fatores de crescimento e de
transcricao. Varios membros da familia de proteinas morfogenéticas 6sseas (BMPs) e o
fator de crescimento transformacao B (TGF-B) regulam o desenvolvimento embrionario
e a diferenciacdo dos osteoblastos (KIERSZENBAUM, 2008). O fator de crescimento
derivado de plaquetas (PDGF) € liberado pelas plaquetas e estimula a diferenciacdo de
osteoblastos e quimiotaxia dos macréfagos (PHLILLIPS, 2005). Ja a proliferacdo e
diferenciagdo de fibroblastos e condrdcitos sdo estimulados pelos fatores de crescimento
fibroblastico 1 (FGF-1), fator de crescimento insulinico (IGF), pelo TGF-f e PDGF

(SCHINDELER et al., 2008).

Os genes Cbfal codifica um fator de transcri¢do que induz a diferencia¢do dos
osteoblastos e controla a expressdo de osteocalcina. O Cbfal é o mais precoce e
especifico indicador de osteogénese e sua expressao € induzida pela BMP, seguida da

expressao de osteocalcina e de osteopontina (KIERSZENBAUM, 2008).
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Assim, apds a fratura, as células osteoprogenitoras se diferenciam em
fibroblastos, condroblastos e osteoblastos. Estas células sdao responsaveis pela formagao
do calo 6sseo nao mineralizado e, posteriormente, pela formagao do tecido 6sseo

(HADIARGYROU et al., 1998).

A medida que o calo nao mineralizado, recém-formado, vai sendo removido
ocorre a revascularizagdo e a formacao de um novo tecido conhecido como calo duro ou
mineralizado (SCHINDELER et al., 2008). A fase final de reparo da fratura ¢é
caracterizada pela reabsorcao do calo excessivo que se desenvolve no espaco medular e
circunda a face externa do local fraturado (HADJIAGYROU et al., 1998).

Esse intricado processo de reparo pode ser frequentemente prejudicado ou, até
mesmo bloqueado, resultando em déficit na regeneracdo Ossea e consequentemente, no
atraso da consolidacdo e até mesmo, na ndo unido dssea (SENA et al., 2005). Diversos
fatores podem influenciar o atraso da consolidacao como interposi¢ao de tecido mole no
local fraturado, suprimento sanguineo insuficiente, presenca de tumor 6sseo, fratura
cominutiva, entre outros fatores que culminardo na niao unido 6ssea (BRASILEIRO
FILHO, 2006). Além disso, a imobiliza¢do insuficiente permite movimento constante
no local da fratura nao consolidada e pode ocasionar uma pseudoartrose, onde se forma
um tecido semelhante ao articular no local da fratura. Nesses casos, a fratura nunca
consolida e este tecido formado, precisa ser removido cirurgicamente para que ocorra o

reparo (RUBIN et al., 2006).

Dentro deste contexto, hd necessidade de desenvolvimento de novos tratamentos
capazes de acelerar o processo de reparo 6sseo. Atualmente, vem se destacando a
utilizacdo dos materiais bioativos e dos Lasers de Baixa Intensidade no tratamento de
fraturas com deficiéncia na consolidagdo 6ssea (MOURA et al., 2007; OLIVEIRA et al.,

2009) .
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1.2 Terapia Laser de Baixa Intensidade (LLLT)

A palavra LASER é um acronimo para “Light Amplification by the Stimulated
Emission of Radiotion”, que significa Amplificagdo da Luz por Emissdo Estimulada de
Radiag¢ao, sendo esse o principio em que foi baseada sua criacio (BAXTER et al., 1997;
LOW e REED, 2001). Desde sua concepg¢do, os Lasers encontraram uma aplicacdo
imediata na medicina, em particular na cirurgia oftilmica que foi a primeira
especialidade a usar o Laser com €xito no tratamento do deslocamento da retina em

seres humanos (KARU, 2000).

Atualmente, a Terapia Laser vem sendo utilizada como forma de tratamento em
diversas condi¢des patoldgicas, com relatos de multiplos efeitos clinicos, incluindo a
cicatrizagdo de tecido mole e osso. No entanto, estes ainda ndo foram completamente
elucidados e ha controvérsias em relacio aos mecanismos de acdo e aos melhores

parametros a serem utilizados em diferentes tipos celulares (COOMBE, 2001).

1.2.1 Principios Gerais do Laser

A producdo da radiacdo Laser resulta de um elétron ou de uma molécula, que
sofre um salto quantico quando previamente estimulado, passando de um baixo a um
alto estado de energia, emitindo ondas na mesma frequéncia, comprimento de onda e
direcdo, originando o feixe Laser que possui mais poténcia que outras radiacdes Opticas

nao modificadas (LOW e REED, 20001).

O intervalo do espectro eletromagnético utilizado com mais frequéncia na
pratica da LLLT varia entre o visivel e o infravermelho préximo. Estes abrangem os
comprimentos de onda entre 630 a 980nm, sendo este intervalo chamado de “janela

terapéutica” para tecidos biologicos (KITCHEN e BAZIN, 2003). O Laser visivel emite
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ondas de luz geralmente em torno de 630nm e apresenta profundidade de penetragcao
nos tecidos de 6 a 10mm, dependendo de sua poténcia. Os Lasers Arseneto de Galio
(AsGa) e Arseneto de Gélio Aluminio (AsGaAl) operam dentro do espectro
infravermelho, com comprimentos de onda entre 780nm a 904nm, apresentam poder de
penetracdo entre 30 a 50mm variando de acordo com as propriedades do tecido
(BAXTER, 1997; KITCHEN e BAZIN, 2003). Em geral, os Lasers infravermelhos t€ém
depdsito energético pouco absorvivel pelo componente aquoso e hemoglobina, por isso,
uma vantagem da aplicacdo da radiacdo infravermelha préxima € sua maior penetracao
nos tecidos comparada com a radia¢do Laser vermelha e sua alta confiabilidade (KARU

et al., 1990).

1.2.2 Interacao Laser Tecido

Quando a radiacdo Laser interage com os tecidos ocorrem os seguintes eventos:

reflexdo, refragado, dispersao e absor¢ao (LAAKSO et al., 1993; LOW e REED, 2001).

A primeira interacdo da luz Laser ocorre na pele, onde cerca de 5% a 7% da
radiacdo incidente é refletida. Cerca de 93% a 97% da radiacdo que penetra nos
substratos subsequentes passa a ser dispersada por reflexdo interna, refragdo,

divergéncia e ainda atenuada por absor¢ao (KITCHEN e BAZIN, 2003).

A reflexdo interna pode acontecer como resultado da ndo homogeneidade da
pele e dos tecidos profundos. A grande variabilidade nos indices refrativos dos
componentes do tecido leva a mudanca na direcdo de propagacdo do feixe. Ja a
absor¢do da radiagdo ocorre quando um féton de luz interage com um 4atomo ou

moléculas (LAAKSO et al., 1993; KITCHEN e BAZIN, 2003).
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Segundo BAXTER (1997) e KARU (1998), a absor¢do da luz ocorre
predominantemente no nivel de interacdo molecular. A energia Laser ao ser absorvida

pelas biomoléculas fotorreceptoras pode desencadear trés possiveis respostas:

v' Excitagdo das cadeias de elétrons nas mitocOndrias, gerada pelo espectro
visivel e infravermelho proximo, visto que tais moléculas excitadas
apresentam um maior potencial para gerar reagdes quimicas;

v' Vibra¢des moleculares, que consistem na ocorréncia de estiramento e
batimento das ligagcdes, causando um deslocamento dos nicleos atdmicos,
porém sem afetar suas posicdes de equilibrio. Essas vibracdes sdo geradas
pela absor¢ao da irradiacdo infravermelha;

v Rotacdo total da biomolécula, ou parte dela ao redor de um eixo gerado pelo
campo eletromagnético da luz incidente. Isso poderia levar a um aumento

discreto da temperatura.

Alguns autores afirmam que os efeitos da LLLT sdo baseados em mecanismos
nio termais, pois a elevacdo da temperatura da regidao irradiada € inferior a 1°C,
sugerindo portanto que as respostas observadas estejam mais relacionadas ao efeito
fotoquimico da irradiacdo do que ao aquecimento (BAXTER, 1997; KITCHEN e

BAZIN, 2003).

Virias teorias que sugerem embasamento cientifico explicativo sobre o efeito
biomodulatério da radiacdo Laser sdo citadas por Sandoval Ortiz (2001). A teoria
fotoquimica € a mais estudada e oferece uma explicagc@o para a sensibilidade das células
a luz Laser. Esta teoria diz que, a energia eletromagnética estimula fotoreceptores ou
cromoforos, os quais respondem a uma faixa de luz especifica, realizando assim, a
conversdo de energia eletromagnética em energia fotoquimica. Estes cromé6foros sdo um

grupo de moléculas inter-relacionadas que podem ser ezimas, membranas celulares ou
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qualquer outra substancia extra-celular, que estdo capacitados para absorver a luz e
apresentam algumas etapas comuns na realizacdo de efeitos causados pelas diferentes

faixas de luz (KARU, 1998).

Os croméforos também tem sido definidos como componentes dos pigmentos da
cadeia respiratéria, de diferentes tamanhos e formas, os quais vao atuar com uma
estimulagcdo especifica ou energia de radiacdo. Eles podem transferir a estimulagcdo
funcionalmente para os diferentes processos e componentes da célula envolvida na

cadeia respiratéria mitocondrial (BAXTER, 1997).

E proposto como mecanismo primdrio de agio, a ocorréncia de quatro respostas
a partir da incidéncia da radiacdo Laser sob as moléculas fotorreceptoras, havendo a
possibilidade de que a energia dos fétons produza: mudanga no estado redox e
aceleracdo na transferéncia de elétrons; alteracdes na atividade bioquimica e estrutural
pelo aquecimento transitério dos croméforos; aumento na produgdo de superdxido e,
finalmente, a geracdo de oxigénio molecular ou singleto. Na sequéncia, os mecanismos
secunddrios de acdo consequente as reagdes bioquimicas e/ou biofisicas iniciadas
correspodem a transducdo do fotosinal e amplificacio ao nicleo por uma cascata de
reacoes ocorridas no citoplasma e na membrana celular, essas reacdes s@o conectadas a
alteracoes dos pardmetros de homeostase celular (pH, concentracio de Ca*’, AMP
ciclico, ATP e outros), as quais acontecem minutos ou horas apds a irradiacdo. Isto leva
a ocorréncia de possiveis mudangas na taxa de sintese de DNA e RNA, alteragdes na
taxa do consumo de O,, alteracdo do potencial de membrana, entre outras. Estas
respostas sdo convencionalmente divididas em efeitos, a curto prazo ou direto e efeitos a

longo prazo ou indiretos (SANDOVAL-ORTIZ, 2001; KARU, 1998, 2000).
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As respostas a curto prazo sdo aquelas, onde o efeito da radia¢do Laser pode ser
observado poucos segundos ou minutos apds a radiacdo. Entre as respostas a curto

prazo estd a fotoestimulacdo da taxa respiratdria e a sintese de ATP (KARU, 1998).

Visto que, os efeitos biomodulatérios promovidos pela radiacdo Laser
acontecem em um amplo intervalo espectral, considera-se portanto que existam
diferentes cromdéforos com alvos fotoreceptores. Além disso, é proposto que a
intensidade dos efeitos seja determinada pelo estado fisiologico prévio da célula a
irradiacdo. Tal situacdo € condicionada pelo estado redox celular, onde a fotorresposta
serd fraca ou ausente quando o potencial redox estiver 6timo, e forte quando o mesmo
estiver alterado (estado intermedidrio) (KARU, 1998). Citagdes sobre evidéncias
experimentais comprovam que, a alteracao deste estado redox no sentido da oxidagao
estd correlacionada com o efeito estimulatério da radiagdo Laser, enquanto a alteragao
no sentido da reducdo correlaciona-se com o efeito inibitério. Isto explica, porque o

efeito bioestimulante nem sempre € obtido, havendo uma grande diversidade de

resultados reportados na literatura (KARU, 2000; ORTIZ et al., 2001).

Os efeitos a longo prazo ou respostas indiretas a irradiagdo sao observados horas
ou ainda dias ap6s o término da irradiacdo (KARU, 1998). Sendo os trés principais
efeitos fisiologicos reportados na literatura sobre a LLLT, os efeitos modulador do

processo inflamatdrio, analgésico e cicatrizante.

Em relacdo ao efeito cicatrizante, diversos trabalhos evidenciaram que a
irradiacao Laser tem um efeito significativo sobre a proliferacdo celular, justificando os
resultados positivos da sua aplicagdo nos processos de reparacdo apds uma lesdo.
Diversos resultados encontrados na literatura sugerem que o Laser promove um
aumento da sintese de coldgeno (GERBI et al., 2008), da proliferacdo e diferenciacio de

osteoblastos (RENNO et al., 2007) e fibroblastos (FREDDO et al., 2008), aumento da
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respiracdo  mitocondrial e sintese de ATP (VLADIMIROV et al., 2004) maior
recrutamento de macréfagos, aumento da angiogénese (BOSSINI et al., 2009), aumento
da atividade fagocitdria o que resultard na aceleracao do reparo de tecidos (ORTIZ et

al., 2001).

1.2.3 Terapia Laser de Baixa Intensidade no Reparo 6sseo

Os efeitos do Laser Terapéutico de Baixa Intensidade no processo de reparo
Osseo véem sendo amplamente estudados por pesquisadores em todo o mundo e seus
efeitos positivos tanto in vitro como in vivo vem sendo evidenciados (SILVA e

CAMILLI 2006; RENNO et al., 2007; BOUVET-GERBETTAZ et al. 2009)

Stein et al., (2005), em um estudo in vitro investigaram os efeitos da Terapia
Laser de Baixa Intensidade na proliferacdao e diferenciacdo de células osteoblésticas.
Estas células foram irradiadas com Laser 632nm, 10mW de poténcia e fluéncias 0.14,
0.43 e 1.43J/cm’. Apbs 24 e 48 horas foram coletadass e avaliadas a atividade da
fosfatase alcalina (ALP), osteopontina (OP), e sialoproteina 6ssea (BSP). Os autores
concluiram que houve um efeito bioestimulatério nas células osteobldsticas durante as
primeiras 48h, em que pode ser observado um aumento significativo da atividade da
fosfatase alcalina, osteopontina e sialoproteina éssea. Ainda, Stein et al., (2008)
investigando os efeitos da LLLT em culturas de células osteoblasticas, demonstraram
que este recurso terapéutico aumentou significativamente a atividade da ALP (48h e
72h) e a expressao do mRNA da osteopontina (24h) quando tratada com Laser 670nm,
400mW de poténcia e fluéncia 1J/cm?. Da mesma forma, Bouvet-Gerbettaz et al.,

(2009), investigaram a a¢do do Laser (808nm, 800mW, 4 J/cmz) em cultura de células
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osteobldsticas e demonstraram aumento da expressao dos genes RUNX-2 e BMP2 ap6s
irradiagdo.

Em estudos investigando os efeitos da LLLT no processo de consolidacdo em
modelos animais, foi demonstrado que este recurso promove uma série de modificacoes
metabdlicas e estruturais no local da fratura, como por exemplo, o desenvolvimento de
novos vasos sanguineos, a maior formacao de tecido de granulagdo, a estimulacdo de
fibroblastos, a maior deposicdo de coldgeno, o aumento na sintese de ATP e a
estimulagdo de células Osseas (GARAVELLO-FREITAS et al.,, 2003). Essas
modificagdes sdo responsaveis por um aumento da osteogénese bem como, aceleragao

no processo de reparo 6sseo (NINOMIYA et al. 2003).

Khadra et al., (2004), investigaram os efeitos do Laser 830nm (GaAlAs),
poténcia de 75mW, fluéncia 23J/cm2, em defeitos Osseos em calvaria de ratos. O
tratamento iniciou imediatamente apds a cirurgia e seguiu por 6 dias consecutivos, apds
14 e 28 dias os ratos foram sacrificados. A andlise histoquimica revelou que a
quantidade de célcio, fésforo e proteinas nos grupos irradiados foram significativamente
maiores que no grupo controle. As andlises histolégicas mostraram pronunciada
angiogénese no periodo de 14 dias, formagao de tecido conjuntivo e formagdo dssea

mais avangada nos grupos irradiados, o que nio aconteceu no grupo controle.

Resultados positivos da laserterapia também foram evidenciados por Lirani-
Galvao et al., (2006), onde os autores avaliaram e compararam os efeitos da LLLT e do
ultrassom no reparo 6sseo em tibias de ratos. Um grupo foi tratado com LLLT (Laser
GaAlAs, 780nm, 30mW, 112,5 J/em?) e outro grupo com ultrassom pulsado (1,5 MHz,
30 mW/cm?), ambos cinco vezes por semana, € um terceiro grupo controle. Apos 20
dias, os ratos foram sacrificados e tiveram suas tibias submetidas a um ensaio de flexdo

e andlise histomorfométrica. Os resultados mostraram que o ultrassom acelerou o reparo
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0sseo, em relagdo ao grupo controle, no entanto, o Laser foi capaz de acelerar ainda

mais este processo.

Blaya et al., (2008), investigaram os efeitos dos Laser 830nm (50 mW, lOJ/cmZ)
e 685nm (35mW, 10J/cm?) na reparacdo 6ssea. Foram realizadas fraturas nos fémures
dos ratos com 2mm de didmetro e as sessdes de tratamento Laser se iniciaram
imediatamente apds a cirurgia e seguiram a cada 48 horas, em um total de 8 aplicagdes.
Apés 15, 21 e 30 dias os ratos foram sacrificados. Os resultados da histologia
mostraram que ambos os Lasers utilizados foram eficientes para promover o reparo

0sseo.

Shakouri et al., (2009) através de andlise de microtomografia (CT) e andlise
biomecanica, avaliaram o efeito da Terapia Laser em osteotomia nas tibias de coelhos.
O estudo consistiu de 2 grupos: controle e irradiado com Laser (As-Ga-Al, 780nm, 4
J/cm?, 5 minutos durante 4 semanas). Os resultados sugerem que o Laser pode facilitar
o desenvolvimento do calo 6sseo em estdgios iniciais do processo de consolidagdo,

porém, com fracas propriedades biomecanicas.

Da mesma forma, Liu et al., (2007), avaliaram os efeitos da Terapia Laser em
tibias de coelhos. Os resultados sugerem que o Laser pode acelerar o processo de reparo
da fratura, causar aumento no volume do calo e densidade mineral dssea, especialmente
em estdgios iniciais de absorcdo do hematoma e remodelamento Osseo. Esses autores
trataram as fraturas com Laser 830nm, poténcia de 200mW e fluéncia de 40J/cm2,
irradiados em 4 pontos ao longo do local da fratura. O tratamento teve inicio logo apds a
cirurgia e foi tratado diariamente durante 4 semanas.

Em trabalhos realizados por nosso grupo de pesquisa, Marino (2003) avaliou os
efeitos do Laser de Baixa Intensidade, aplicado em diferentes fluéncias sobre o processo

de reparacdo 6ssea em tibias de ratos. Os animais foram divididos em: grupo 1 controle,
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grupo 2 e 3 sendo irradiados com Laser nas doses de 5J/cm? e 50J/cm?, respectivamente.
Foi utilizado o Laser 830nm, 60mW, continuo, densidade de poténcia de 20W/cm2, em
aplicacdes pontuais a cada 24 horas, com intervalo de 2 dias a cada 5 sessdes. Apos 7 e
14 dias os animais foram sacrificados. Os resultados sugerem que o Laser favoreceu o
processo de reparacdo Ossea durante os estidgios inicias. Em outro trabalho que
investigou os efeitos do Laser 830nm no tecido dsseo osteopé€nico, Rennd et al., (2006),
observaram que a LLLT foi capaz de promover um aumento da for¢a biomecanica de
fémures de ratas osteopénicas. Ainda, Renné et al., (2007), investigaram os efeitos da
Terapia Laser em culturas de osteoblastos. Este trabalho demonstrou que o Laser
830nm, 10J/cm? aumentou, significativamente, a proliferacdo dos osteoblastos e a

atividade da fosfatase alcalina destas células.

Féavaro-Pipi et al., (2010) compararam a acdo da LLLT (830nm, 30mW,
50J/cm2) e do ultrassom pulsado de baixa intensidade (1,5MHz, 3OmW/cm2) no
processo de reparo 6sseo em tibias de ratos. As andlises foram realizadas apds 7, 13 e
25 dias poés-cirurgia. Os resultados demonstraram que os animais tratados com LLLT
apresentaram maior drea de tecido neoformado nos trés periodos analisados. Houve
aumento de mRNA da BMP4 ap6s irradiagao Laser (13 dias) e aumento da ALP, BMP4
e RUNX-2 no periodo de 25 dias ap6s aplicagdo do LLLT e US, sendo que o mRNA da

ALP mostrou-se mais expresso no grupo tratado com Laser.

No entanto, as modificagdes moleculares e metabdlicas produzidas pela LLLT
que determinam a estimulacdo do metabolismo das células dsseas e aceleram o processo

de consolidacdo apds uma fratura, ainda ndo foram completamente elucidadas.
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1.3 Material Bioativo

Os biomateriais vém sendo utilizados hd décadas no reparo e reconstruciao de
partes doentes ou lesionadas do sistema musculo-esquelético e sao classificados de
acordo com o tipo de interagdo que apresentam com os tecidos vivos. Nenhum material
implantado em tecidos vivos € inerte e todos induzem a um tipo de resposta do tecido na

superficie do implante (HENCH, 1991; REYES, 2000).

Desta forma, os biomateriais sdo classificados como: biologicamente préximos a
inertes, toxicos, reabsorviveis e bioativos. Se o material € biologicamente préximo a
inerte, apresentam uma resposta interfacial minima que nao resulta na ligacdo ou na
rejeicao do tecido hospedeiro, formando uma cdpsula fibrosa de espessura varidvel ao
redor do material. No entanto, os materiais toxicos aos tecidos vivos causam a morte
dos tecidos ao redor do implante. Quando o material é reabsorvivel, sao incorporados no
tecido vizinho, ou podem até mesmo ser completamente dissolvidos quimicamente
pelos fluidos corpdreos ou facilmente digeridos pelas células do tipo macréfagos apos
certo tempo. Os produtos da degradacdo devem ser compostos quimicos nao toxicos e
facilmente extraidos para ndo danificar as células. O material bioativo é aquele que
exibe uma resposta bioldgica especifica na interface e resulta na formacdo de uma

ligacdo quimica entre os tecidos e o material (HENCH, 1991; REYES, 2000).

Ainda, os materiais bioativos podem apresentar osteoproducdo e/ou
osteocondugdo. A osteoproduc@o € o processo no qual ocorre a colonizacio de células
osteogénicas na superficie bioativa. A osteoconducdo ocorre quando o material permite
a migracdo do tecido Osseo sobre a interface do material. Os biomateriais sdo divididos
em 2 classes, A e B. Os biomateriais de classe A apresentam simultaneamente
osteocondu¢do e osteoproducdo, sendo os que apresentam maiores niveis de

bioatividade. A classe B apresenta somente osteoconducao (CAO e HENCH, 1996).
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A ligacdo quimica que ocorre entre os vidros bioativos e o osso deve-se a
reatividade quimica dos vidros em fluidos corpéreos. As reacdes de superficie quimica
resultam na formagao de uma camada de hidroxicarbonatoapatita (HCA) na qual o osso
pode se ligar. Quando um material bioativo entra em contato com fluidos corpdreos,
ocorre inicialmente a lixiviacdo dos fons Na+ e formagdo de silandis (SiOH), na qual
caracteriza o estagio I. No estdgio II ocorre aumento do pH devido ao aumento de
concentracdo de OH-, o que leva a ruptura das ligagcdes Si-O-Si e a silica é liberada na
solucdo na forma de Si(OH)4. O estdgio III ocorre a condensacdo do Si(OH)4 para
formar uma camada de silica-gel. No estdgio IV, uma fina camada de fosfato de célcio
comega a precipitar na camada de silica gel e é seguida pela cristalizagdao para formar
cristais de hidroxicarbonatoapatita (estdgio V). Estes 5 estdgios iniciais ndo dependem
de tecido vivo para ocorrer, eles ocorrem em 4agua destilada ou em solugao que simule o
fluido corporeo (sorological body fluid - SBF). No entanto, para que ocorra ligacdo com
os tecidos, uma série de eventos adicionais deve ocorrer. Estes eventos nao estdo bem
estabelecidos até o momento, porém a sequéncia de eventos biolgicos que parecem
estar envolvidas sdo: adsorcdo de moléculas bioldgicas na camada de HCA; acdo de
células macréfagas; ligacdo de células mesenquimais; diferenciagdo e proliferacdao de
osteoblastos; formag¢do da matriz; cristalizacdo da matriz e crescimento do 0sso
(HENCH, 1991).

Para que ocorra ligagdo com o tecido, € necessdrio que a camada biologicamente
ativa de HCA se desenvolva que € quimica e estruturalmente similar a fase mineral do
osso. Esta parece ser a tnica caracteristica em comum de todos os implantes bioativos
conhecidos. Para um material ser bioativo e formar uma ligacao interfacial, o tempo dos
estdgios 4 e 5 deve ser igual ao tempo de biomineralizagdo que ocorre normalmente in

vivo (HENCH, 1991).
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Os vidros bioativos apresentam elevado nivel de bioatividade, produzem uma
rapida ligacdo com os tecidos, produzem um ambiente adverso ao crescimento de
bactérias, evitando assim infec¢des e contém elementos naturalmente presentes no
organismo humano e possibilidade de rejeicdo praticamente nula. No entanto, sua
aplicacdo clinica tem sido limitada por apresentar baixas propriedades mecanicas.
Algumas cerdmicas e vitroceramicas especialmente desenvolvidas para a obtencdo de
propriedades bioativas apresentam propriedades mecanicas superiores aos dos vidros
bioativos, porém a introducdo de cristalinidade no material, necessaria para a obtengao
de ceramicas e vitroceramicas com melhores propriedades mecanicas, geralmente reduz

drasticamente o nivel de bioatividade (JAMES, 1995).

Estes motivos estimularam os pesquisadores Hench (University of Florida) e os
pesquisadores Zanotto e Peitl do Laboratério de Materiais Vitreos (LaMaV) da UFSCar,
a estudar uma vitroceramica bioativa, totalmente cristalina, pertencente ao sistema
quaternario P205-Na20-Ca0O-Si02, denominada Biosilicato® (patente 0O2004/074199;
Zanotto et al., 2004). Os processos de cristalizacdo desenvolvidos para a melhoria das
propriedades mecénicas também possibilitaram que o Biosilicato® mantivesse um nivel

de bioatividade comparavel aos dos vidros bioativos de classe A (PEITL FILHO, 1995).

Como a maioria dos vidros bioativos, o Biosilicato® possibilita a formagdo da
camada de hidroxicarbonatoapatita na superficie do biomaterial. Com isso, surgiu a
., g ® . . . . L, .
hipétese que o Biosilicato™ possui um potencial remineralizador e € capaz de estimular
a diferenciacdo e proliferacdo de osteoblastos, bem como acelerar o processo de

consolidacdo de fraturas (RAVAGNANI, 2003).

Moura et al., (2007) observaram in vitro que o Biosilicato® teve um efeito
superior ao 4585° (que atualmente € considerado o material com maior indice de

bioatividade) na proliferacio de células osteobldsticas, bem como na sintese de
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proteinas ligadas a maturacdo celular e deposicdo de matriz dssea. No entanto, seus
efeitos in vivo ainda ndo tinham sido estudados. Desta forma, em estudo pioneiro
Granito et al., (2009b), investigaram os efeitos do Biosilicato® na reparacio Gssea. Os
pesquisadores compararam este novo biomaterial com o Bioglass 45S5° e também com
defeitos 6sseos nao-preenchidos e com tibias intactas. Apds 20 dias, os animais foram
sacrificados, realizado ensaio mecanico de flexdo de trés pontos e andlise
histomorfométrica. Os resultados demonstraram que os defeitos 6sseos preenchidos
com particulas de Biosilicato® (180-210pum de diAmetro) apresentavam propriedades
mecanicas similares a de ossos ndo fraturados. Quando comparados a defeitos
preenchidos com particulas de Bioglass 45S5®, as lesdes Gsseas preenchidas com
particulas de Biosilicato® apresentaram melhor reorganizacio tecidual, com maior
volume 4sseo, ndmero de osteoblastos e de osteoclastos.

Diante desses resultados e visando o uso clinico do Biosilicato® para
favorecimento da regeneracdo Ossea, especialmente em defeitos Osseos de grande
extensdo, que sdo aqueles cujos processos de consolidacdo frequentemente estdo
prejudicados, os pesquisadores do Laboratério de Materiais Vitreos (LaMaV)
desenvolveram implantes com estruturas porosas tridimensionais, os denominados

scaffolds, fabricados a partir do Biosilicato®.

De acordo com vdrios autores, os scaffolds devem possuir propriedades
mecanicas similares as dos ossos e se degradarem em uma taxa compativel com a
velocidade de remodelamento Gsseo, para que possam servir como molde para a
interacdo celular e a formagcdo da matriz Gssea extracelular, providenciando suporte
estrutural para a formacdo tecidual. No entanto, além da qualidade do biomaterial e das
suas propriedades mecanicas, sdo pré-requisitos fundamentais para que o scaffold seja

utilizado como enxerto 6sseo que o mesmo, tenha adequada arquitetura, porosidade,
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tamanho e interconexdao dos poros, o que garantird o suporte mecadnico para a
regeneracdo 6ssea, também permitindo a passagem de células e suprimento sanguineo,
eventos essenciais para a osteogénese (KARAGEORGIOU e KAPLAN, 2005; JONES

et al., 2000).

A alta porosidade, o tamanho e interconectividade dos poros, sdo necessarios
para facilitar a infiltracdo e difusdo de células e nutrientes por todo o scaffold. O
tamanho minimo exigido dos poros para o crescimento 6sseo € angiogénese em um
scaffold é considerado 300 micrometros. O scaffold deve integrar ao osso hospedeiro
sem a formacao de tecido cicatricial, criando uma interface estavel, deve ser reabsorvido
na mesma velocidade que o osso € regenerado, de forma que, o osso acabard por

regressar ao seu estado e funcdo original (JONES et al., 2006; COSTA et al., 2007).

Mesmo quando as caracteristicas dos scaffolds sio adequadas, um problema
comum verificado em pesquisas é a rdpida formagao de tecido 6sseo nas bordas do
material e desenvolvimento de tecido necrético no centro, provavelmente devido a
limitagdes na penetracdo celular e ao inadequado suprimento sanguineo (ROSE et al.,
2004). Diante disso, um método que parece ter eficicia na solugdo deste problema é a

associac¢ao do biomaterial com a Terapia Laser de baixa intensidade.

1.3.1 Interacio Laser e material bioativo

Diversos estudos investigaram a associagdo da Terapia Laser com uso de
implantes e/ou enxerto no tratamento do tecido 6sseo. No entanto, hd um déficit em

relacdo a trabalhos que investigam a interagdo de materiais bioativos com a LLLT.

No estudo de Carvalho et al., (2006), foram investigados a influéncia do Laser

AsGaAl (650nm) sobre a acdo das BMP em defeitos dsseos produzidas em fémures de
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ratos. Os animais foram divididos aleatoriamente em 4 grupos experimentais: defeitos
preenchidos com uma pasta formada por substancia osteoindutora Gen — Tech e tratados
com Laser GaAlAs, 4J/cm2, 80 segundos; defeitos preenchidos com BMPs; tratados
com o Laser e controle. As andlises histoldgicas e morfométrica foram realizadas nos
dias 7°, 14°¢ 21° de pds-operatério. A associacdo da Terapia Laser de Baixa
Intensidade e a substancia osteoindutora Gen Tech alcangou melhores resultados do que

apenas a aplicacdo de Laser ou s6 o uso das BMPs.

Gerbi et al., (2008), avaliaram histologicamente o efeito da fotobiomodulacao
Laser na reparacdo de defeitos cirirgicos em fémures de ratos tratados ou nao tratados
com proteina morfogenética 6ssea (BMPs) e enxerto de osso bovino organico. Os
grupos foram irradiados com Laser 830nm, 40mW, 16J/cm’ imediatamente apés o
procedimento cirdrgico totalizando sete aplicacdes a cada 48 horas. Os animais foram
sacrificados apds 15, 21 e 30 dias. Os resultados histolégicos evidenciaram aumento da
deposicdo de fibras coldgenas (em 15 e 21 dias), bem como uma quantidade maior de
trabéculas 6sseas bem organizadas (30 dias) no grupo tratado com LLLT associado com

BMPs e enxerto de 0osso bovino organico.

Ainda, Freddo et al., (2008), avaliaram o uso do Laser vermelho e do
infravermelho apdés implante de placa bioabsorvivel em fémur de rato. Os animas foram
divididos aleatoriamente em trés grupos: controle, irradiado com o Laser vermelho
685nm, 35mW, 10J/cm’, Laser infravermelho 830nm, SOmW, 10J/cm®. Apés 3,7, 15 e
21 dias os ratos foram sacrificados e os resultados demonstraram que ambos os Laser
promoveram uma fotobiomodula¢do positiva sobre a inflamacdo e estimularam a

vascularizacao, proliferacdo de fibroblastos e deposicdo de colageno.

Silva e Camilli (2006), investigaram os efeitos da LLLT na consolidacdo de

defeitos dsseos associados com enxerto dsseo autdégeno. Para o estudo, foram utilizados
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60 ratos distribuidos nos seguintes grupos: G1 (controle ndo irradiado), G2 (irradiado
com 5,1 J/cmz) e G3 (irradiadas com 10,2 J/cmz). O Laser 735nm foi aplicado trés
vezes por semana durante 4 semanas. Os resultados mostraram maior neoformagao
6ssea no grupo G3, quando comparado aos outros grupos. Isso sugere que a LLLT
resulta um efeito positivo na consolidagdo de defeitos dsseos associados com enxerto

autégeno.

Da mesma forma, Torres et al.,, (2008), investigaram o efeito da
fotobiomodulagdo Laser no reparo ésseo associado com enxerto autélogo. Os animais
foram divididos aleatoriamente em 4 grupos: G1 (controle), G2 (LLLT + enxerto dsseo),
G3 (BMP + enxerto) e G4 (BMP + enxerto + LLLT). Foi utilizado o Laser 790nm,
50mW, 10J/cm?. Os animais foram sacrificados ap6s 40 dias e analisadas
histologicamente. Os resultados histoldégicos mostraram que o uso de BMP + enxerto e
LLLT evidenciou trabéculas ésseas maduras e melhor formagdo &ssea quando

comparado aos demais grupos.

Um estudo realizado por nosso grupo de pesquisa demonstrou resultados
positivos quando associaram Biosilicato® particulado e Terapia Laser no reparo de
defeitos Osseos em tibias de ratas osteopénicas. Os animais foram divididos em:
controle padrdo, controle com defeito 6sseo, defeito preenchido com Biosilicat0®,
tratado com Laser 60J/cm2, tratado com Laser 120 J/cmz, defeito preenchido com
Biosilicato® e tratado com Laser 6OJ/cm2, defeito preenchido com Biosilicato® e tratado
com Laser 120J/cm®. Os animais foram irradiados com Laser 830nm e iniciou-se
imediatamente apds a cirurgia e seguiu a cada 48 horas totalizando, 7 aplicacdes em 14
dias. Os testes de endentacdo e flexdo a trés pontos avaliaram as propriedades

. ~ . .. g ®
biomecanicas e demonstraram que a associagdo dos tratamentos Biosilicato™ e Laser
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120J/cm? promoveu um aumento das propriedades biomecénicas do calo Gsseo a valores

mais elevados do que o grupo que utilizou apenas o biomaterial (FANGEL, 2009).

Conforme exposto acima, a Terapia Laser de Baixa Intensidade e o Biosilicato®
apresenta um alto potencial osteogénico, no entanto, ainda ndo sabemos quais sao 0s
mecanismos de acdo e as interacdes bioldgicas que ocorrem durante a associagdo do
Laser e do scaffold de Biosilicato® no tecido ésseo. Sendo assim, levantamos a hipétese
de que a associacdo do Laser e do scaffold de Biosilicato® poderia ter um efeito positivo

na aceleracdo do processo de reparagao dssea.
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2. OBJETIVO

Avaliar os efeitos do Laser de Baixa Intensidade (A = 830nm), fluéncia de
120J/cm? e do scaffold de Biosilicat0®, utilizados independentes ou associados, na

consolidagdo de defeitos 6sseos induzidos em tibias de ratos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais experimentais

Foram utilizados 40 ratos machos da linhagem Wistar, com trés meses de idade
e com peso corporal médio de 250-300 gramas no inicio do experimento, provenientes
do biotério central da Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar). Os animais foram
mantidos no biotério do Departamento de Morfologia e Patologia da UFSCar, em
gaiolas de polipropileno padrio, alimentados com racdo comercial e dgua a vontade,
mantidos em ambiente controlado (ciclo claro/escuro 12/12 horas), ambiente

higienizado e temperatura controlada a 24 +2° C.

Este estudo experimental foi realizado de acordo com os principios éticos de
experimentacdo animal e foi aprovado pela Comissdo de Etica em Experimentagdo

Animal da Universidade Federal de Sao Carlos (protocolo 002/2009) (ANEXO 1).
3.2 Procedimento Cirdrgico

O modelo de defeito 6sseo utilizado neste estudo foi baseado nos trabalhos de
Barushka et al., (1995), Marino (2003), Oliveira et al., (2009) ao promoverem defeitos
Osseos circulares de dimensdes padronizadas na cortical da tibia de ratos. Para a
realizacdo do defeito 6sseo foi utilizada uma broca odontoldgica tipo trefina, da marca
WMA - Brasil, com 2cm de comprimento, 3mm de didmetro externo e acionada por um
micromotor da marca BELTEC - Brasil, com rotacdo de 13.500 rpm, irrigada

constantemente com soro fisiolégico, para evitar queimadura do tecido dsseo.

Os animais foram pesados e posteriormente anestesiados de acordo com a massa
corporal, utilizando-se uma combinacdo a base de cloridrato de Ketamina (80 mg/Kg) e
cloridrato de xilazina 2% (12 mg/kg), aplicado intraperitonialmente. Apds a anestesia,

tricotomia digital e assepsia da drea a ser operada, os defeitos dsseos foram obtidos
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através de uma incisdo no ter¢co proximal da tibia direita e esquerda. A lesdao foi
realizada 10mm abaixo da articulacdo do joelho, sendo o local do defeito previamente
medido com a utilizacdo de paquimetro digital e a lesdao foi realizada com a trefina
mantida na posicao horizontal e perpendicular em relagao ao eixo longitudinal do osso,
de modo a penetrar a cortical medial e danificar o canal medular abaixo desta, porém
sem atingir a face contralateral, promovendo um orificio com 3mm de didmetro. Nos
grupos GB e GBL foram implantados os scaffolds de Biosilicato®, finalizando,
musculos e pele foram suturadas com fio de ndilon monofilamentar 4.0 e foi feita a
limpeza local (figura 1). Os animais foram mantidos em caixas individuais com livre

acesso a dgua e comida até o momento da eutanésia.

FIGURA 1: Fotos da cirurgia. A: tricotomia e assepsia da regifo a ser operada. B: exposi¢do do
terco médio da tibia, apds a incisdo feita através de um bisturi. C: defeito 6sseo sendo realizado
com trefina de 3mm de didmetro externo. D: defeito 6sseo. E: Implante scaffold de Biosilicato®,
somente nos grupos GB e GBL. F: sutura do musculo e pele.
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3.3 Delineamento Experimental
Os animais foram distribuidos, aleatoriamente em 4 grupos com 10 animais cada:

v Grupo controle (GC): animais submetidos ao defeito Gsseo, mas ndo
receberam nenhum tipo de tratamento.

v Grupo Laser (GL): animais submetidos ao defeito Gsseo e tratados com
Laser (A = 830nm).

v Grupo scaffold de Biosilicato® (GB): animais submetidos ao defeito 6sseo e
a implantacdo do scaffold de Biosilicato®.

v Grupo scaffold de Biosilicato® e Laser (GBL): animais submetidos ao
defeito 6sseo, a implantacdo do scaffold de Biosilicato® e tratados com Laser

(A = 830nm).

3.4 Tratamento

3.4.1 Aplicacao do Laser de baixa intensidade

O aparelho utilizado foi um modelo portétil de Laser DMC, classe 3B GaAlAs
diodo, com comprimento de onda 830nm, emissdo continua, poténcia de saida de
100mW, densidade de poténcia de 3,57W/cm2, area do feixe de 0, O280m2, divergéncia
de 1.5°, na fluéncia de 120J/cm? (3,4J) com um tempo de aplicacio por ponto 34
segundo. A escolha da fluéncia utilizada neste estudo foi baseada em estudos prévios do
nosso grupo de pesquisa (RENNO et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2009; BOSSINI et al.,
2010). Este aparelho foi fornecido pelo Laboratério de Eletrotermofototerapia, do
Departamento de Fisioterapia, da UFSCar, sob responsabilidade do Prof. Dr. Nivaldo A.

Parizotto.
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Inicialmente o equipamento foi calibrado e apds o procedimento experimental
foi novamente aferido no Laboratério de Biofotonica do Grupo de Optica do Instituto de
Fisica de Sdo Carlos, Universidade de Sdo Paulo (USP), a fim de se obter uma alta

confiabilidade na intensidade efetiva da emissdo Laser.

Os protocolos de tratamento com Laser de Baixa Intensidade se iniciaram
imediatamente apds o procedimento cirdrgico e foram realizados a cada 48 horas até o
14° dia, totalizando oito sessdes de tratamento. As irradiacdes foram feitas em um ponto,
através da técnica pontual por contato, acima da regido da lesdo. Alem disso, a
irradiagdes foram realizadas sempre no mesmo hordrio. A eutandsia dos animais

aconteceu no 15° dia, 24 horas apds a ultima sessao de tratamento.

FIGURA 2: Aparelho portatil de DMC,
THERALASE Versao 24, classe 3B, AsGaAl diodo.

3.4.2 Caracterizaciao dos Scaffolds de Biosilicato®

Neste estudo, foram utilizados scaffolds tridimensionais, competentes
mecanicamente, bioativos e biodegradaveis, elaborados a partir do Biosilicato® (patente
WO 2004/074199). Este é uma vitro-cerdmica do sistema P,0s-Na,O-CaO-SiO,,
altamente bioativa e totalmente cristalina. Foram utilizados scaffolds com 3mm de

diametro, 1.5mm de espessura e poros direcionados com diametro maximo de 200um.
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Estas caracteristicas sdo adequadas para a osteogénese, uma vez que permitem a
passagem de células e suprimento sanguineo através do mesmo (KARAGEORGIOU e

KAPLAN, 2005; VITALE-BROVARONE et al., 2006).

3.4.3 Sintese dos Scaffolds de Biosilicato®

Os scaffolds foram produzidos e fornecidos pelo Laboratério de Materiais
Vitreos (LaMaV) da (UFSCar) e pela empresa Vitrovita — Instituto de Inova¢do em

Vitroceramicos Sdo Carlos, SP.

Inicialmente, o dlcool isopropilico foi aquecido a temperatura de 50°C, mantido
sob agitacdo magnética e adicionado Polvinil Butiral (PVB). Em seguida, o Biosilicato®
em po foi adicionado ao gel e essa mistura homogeneizada com um bastido de vidro,
obtendo-se uma espécie de cimento. Apds, adicionou-se fibras de polietilieno,
novamente homogeneizado e depositado em um cadinho de ZAS (zirconia-alumina-
silica) e seco a temperatura ambiente por 72 horas.

Foram obtidos blocos de aproximadamente 50 x 80 x 16mm. A queima dos
blocos foi realizada em forno elétrico, em dois estagios: o primeiro para remocao dos
aditivos de processamento e o segundo para a sinterizacdo dos scaffolds propriamente
dita. Entao os blocos porosos obtidos foram cortados em placas de 16 x 50 mm, com 1,5
mm de espessura e para o corte dos “scaffolds” foi utilizada uma broca tipo trefina,
marca WMA - Brasil, com 2 cm de comprimento, 3 mm de didmetro interno e acionada

por um micromotor da marca BELTEC.
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3.4.4 Implantacao dos scaffolds de Biosilicato®

Os scaffolds foram implantados justapostos ao defeito dsseo, imediatamente

apos a realizagdo do mesmo, preenchendo completamente o defeito 6sseo (figura 1E).

3.5 Eutanasia dos Animais

Os animais sofreram eutandsia por meio de overdose de anestésico no 15° dia

apos a cirurgia.

Dia2 Dia4 Diz 6 Dia § Dia 10 Di_all Diz 14

1

. . 2% sessdo IFsessdo 4% sessio L sessdo &% sessdo 7% sessdo 8% sessdo
Cinirgia e
micio LLLT
nos grupos
GLe GEL:

17 ses=do

Eutana=ia

FIGURA 3: Esquema demonstrativo da data de eutanésia.

3.6 Coleta e preparacao das amostras

ApOs a eutandsia, foi realizada a ressec¢do cirtrgica completa das tibias, sendo a
tibia direita designada para andlise histolégica e imunohistoquimica e a tibia esquerda
para andlise biomecanica.

As tibias direitas foram fixadas em formalina tamponada a 10% por 24 horas,
lavadas em 4gua corrente por 24 horas e submetidas a descalcificacdo em solucdo de

acido etilenodiamino tetra-cético (EDTA) por aproximadamente 40 dias.

Depois de completada a descalcificagdo, as amostras foram reduzidas para
processamento e para inclusdo em parafina. Na sequéncia, os blocos de parafina foram

cortados longitudinalmente, em relacdo ao 0sso, por meio de um micrétomo rotativo
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numérico (Ancap, modelo 297) do Laboratério de Eletrotermofototerapia (UFSCar),

obtendo-se cortes semi-seriados com espessura Spum.

3.7 ANALISES

3.7.1 Avaliacao Morfolégica Qualitativa

A andlise qualitativa da regidao do defeito dsseo foi realizada através das laminas
coradas com Hematoxilina e Eosina. Por meio de um microscépio de luz (Olympus,
Optical Co. Ltd, Tokyo, Japan), foram observadas as seguintes mudancas no local da
lesdo: presenca de tecido de granulacdo, quantidade de tecido dsseo neoformado,
quantidade de biomaterial, organizacao tecidual e area de necrose. Estes eventos foram

descritos em escore leve, moderado e intenso (ANEXO 2).

3.7.2 Avaliacao Morfométrica

A andlise morfométrica quantitativa foi realizada nas laminas coradas com
Tricrdmico de Masson (T.M.). Para a realizacdo desta andlise, foi utilizado um
microscépio Nikon E 20000 e o programa de imagem Motic Imagens Plus versao 2.0

para a obten¢do de fotomicrografias e andlise das imagens.

Foram selecionados 3 campos pré-determinados da regidao da lesdo de cada
lamina: campo 1 e 2 (préximo da margem do defeito dsseo esquerda) e campo 3

( préximo a margem do defeito dsseo direita).
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FIGURA 4: Desenho ilustrativo da padroniza¢do dos campos selecionados na andlise
morfométrica.

Cada campo foi fotografado com a objetiva de 10x, e teve toda a drea de
neoformacdo Gssea contornada, com o valor expresso em pum?®. Os valores das dreas de
osso neoformado de cada campo foram armazenados em arquivo Excel e os valores dos
trés campos de uma mesma lamina foram somados, revelando o valor total da area de
0sso neoformado para o animal analisado (MIRANDA et al., 2006; OLIVEIRA et al.,

2009; FAVARO-PIPI et al., 2010; BOSSINI et al et al., 2010).

FIGURA 5: Fotomicrografia com a demarcacgio da drea de neoformacgao
Ossea. A cor azul indica a 4rea de tecido 6sseo neoformado.

Coloracao T.M. (aumento 100x).
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3.7.3 Analise Imunohistoquimica

A avalia¢do imunohistoquimica foi realizada no Laboratério Multidisciplinar do
Departamento de Ciéncias da Saide da UNIFESP com contribui¢ao do Prof. Dr. Daniel

Araki Ribeiro.

Para a realizacdo do imunohistoquimica foram confeccionadas laminas
histolégicas com cortes seriados de Sum de espessura. A parafina foi removida com
xilol e os cortes foram reidratados em etanol e, em seguida, imersos em solugcdo de
tampao citrato a 0,01M (pH 6,0) em microondas (850W) por trés ciclos de cinco
minutos cada para recuperacao antigénica. O material foi pré-incubado com peréxido de
hidrogénio a 0,3% em solucdo de tampao fosfato (PBS) por cinco minutos para
inativacdo da peroxidase enddgena e, na sequéncia, bloqueado em soro fetal bovino a

5%, diluido em solu¢@o de PBS por dez minutos.

As amostras foram incubados com anti-COX 2 (ciclo-oxigenase-2) anticorpo
primdrio policlonal (Santa Cruz Biotechnology, USA) na concentracido de 1:200, anti-
RUNX-2/CBFA-1 (fator de transcricdo de diferenciacdo osteobldstica) anticorpo
primdrio (Santa Cruz Biotechnology, USA) na concentracdo de 1:200. A incubagdo foi
realiazada em refrigerador (a 4°C) por um periodo de 12 horas, seguida de dois banhos

em solucdo de PBS, com duracdo de cinco minutos cada.

A seguir, os cortes foram incubados com biotina conjungada ao anticorpo
secundério anti-IgG (imunoglobulina G) de coelho (Vector Laboratories, Burlingame,
CA, USA) na concentracdo de 1:200 em PBS por uma hora . Na sequéncia, os cortes
foram lavados duas vezes com PBS, seguido por aplicacdo de complexo pré-formado de
avidina-biotina-peroxidase (Vector Laboratories) por 45 minutos. Os complexos foram

visualizados por meio da aplicacdo de solu¢do de 3,3 diaminobenzidina a 0,05% e
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contra corados com Hematoxilina de Harris. Para confirmacdo dos resultados, alguns
cortes foram submetidos a0 mesmo tratamento omitindo-se somente 0s anticorpos

primarios, estes cortes serviram como controle negativo das reacoes.

3.7.4 Analise Biomecanica

A andlise biomecanica foi realizada através do teste de flexdo de trés pontos na
tibia esquerda dos animais de todos os grupos. O teste foi realizado no Laboratério de
Neuroendocrinologia do Departamento de Ciéncias Fisiologicas da Universidade
Federal de Sao Carlos (UFSCar), através da maquina de ensaio universal Instron,
modelo 4444 em temperatura ambiente. Para a realizacdo do teste foi utilizada uma
célula de carga com capacidade méaxima de 1 KN e pré-carga de 5 N. Foi utilizado um
suporte de metal de 3,8cm de comprimento, expondo somente 1,8cm do corpo de prova.
As tibias foram posicionadas com a regido do defeito voltadas para baixo e a forca foi
aplicada perpendicularmente ao eixo longitudinal do osso, na regido do defeito dsseo,
por uma haste cilindrica até o momento da fratura (Figura 5). A partir deste teste foram

obtidas as seguintes varidveis: Carga Maxima (KN), Resili€ncia (J) e Tenacidade (J).
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Figura 6: A: Maquina de ensaio universal Instron, modelo 4444. B: Posicionamento da tibia
durante o teste de flexdo. Note que a regido da fratura fica voltada para baixo, na linha de acdo
da carga a ser aplicada.

3.7.5 Analise estatistica

Os dados foram analisados estatisticamente através de técnicas descritivas, tais
como gréficos, na forma de médias e desvios padriao. O teste de normalidade Shapiro—
Wilk’s W test foi utilizado para todas as varidveis. Nos casos em que houve distribuicao
normal da amostra, as comparagdes foram feitas usando one-way (ANOVA) com post-
Duncan. Nos casos onde houve distribui¢cao anormal da amostra, o teste Kruskal Wallis
foi utilizado. As andlises foram realizadas no software STATISTICA version 7.0. O

nivel de significancia foi de p< 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Avaliacao Morfoldgica Qualitativa

A figura 7 representa os achados morfol6gicos obtidos a partir da andlise
qualitativa descritiva.

O grupo controle apresentou delimitagdo completa da margem da lesdo, leve
presenca de infiltrado inflamatério, leve quantidade de tecido de granulacio em
diferentes dreas no interior do defeito, quantidade de osso neoformado de leve a
moderado, com pouca interconectividade entre as trabéculas, correspondendo a um

estagio inicial de reparo (Figura 7A).

No grupo irradiado observamos auséncia de infiltrado inflamatério, discreta
delimitacdo da borda da lesdo, trabéculas &sseas concéntricas e interconectadas,
apresentando um padrao histolégico compativel com um estigio mais avancado de
reparo quando comparado com o grupo controle. Foi possivel observar que, este grupo
apresentou moderada quantidade de tecido 6sseo neoformado e uma melhor organizagao

tecidual (Figura 7B).

A figura 7C evidencia que os animais tratados com scaffold de Biosilicato®,
apresentaram leve infiltrado inflamatério, moderada quantidade de tecido de
granulacdo, trabéculas 6sseas em pequena quantidade prevalentes nas bordas das lesdes
com organizacdo concéntrica e moderada presenca de biomaterial. No grupo onde
houve a associacdo do Laser e do biomaterial, foi encontrado pouca quantidade de
infiltrado inflamatério e intensa presenca de tecido de granula¢do, moderada quantidade
de tecido dsseo neoformado, porém com trabéculas pouco interconectadas e moderada

quantidade de biomaterial (Figura 7D).



51

- .. g - T : H ; -'-". o Lok
FIGURA 7 - Fotomicrografia dos achados morfolégicos dos diferentes grupos experimentais.
A: controle; B: Laser; C: scaffold de Biosilicato®; D: scaffold de Biosilicato® + Laser. #: tecido

Osseo intacto; *: tecido 6sseo neoformado; setas: particulas de biomaterial (Coloracdo: H.E.,
Aumento: 100x)



4.1.1 Avaliacao Morfométrica
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A figura 8 mostra os resultados da analise morfométrica para os diferentes

grupos experimentais.

700000

600000

500000

P

d0 O0ssea

400000

300000

Neoformag

200000

100000

0

Area de Osso Neoformado (um?)

GC GL GB

Grupos

GBL

FIGURA 8: Média e desvio padrio da area de osso neoformado dos diferentes grupos
experimentais. * p<0,05 versus GL; GC: controle; GL: Laser; GB: Biosilicato®; GBL:
Biosilicato® + Laser.

De acordo com a figura 8 pode ser observado que o grupo tratado com Laser

apresentou média estatisticamente maior de tecido 6sseo neoformado em relacdo aos

demais grupos experimentais. Os grupos GB e GBL ndo apresentaram diferengas

estatisticamente significativas quando comparado ao grupo controle. A figura 9 ilustra

as fotomicrografias da andlise morfométrica.
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*: tecido O0sseo neoformado; #: tecido Osseo intacto; setas: biomaterial A: controle; B: Laser; C:
Biosilicato®; D: Biosilicato® + Laser. (Coloragao: T.M., Aumento 100x).

4.1 Analise Imunohistoquimica

A figura 10A evindencia leve imunoreatividade para a COX-2, no tecido
medular dos defeitos 6sseos do grupo controle. No grupo irradiado, observou-se maior
imunoexpressividade a este fator inflamatdrio no tecido medular, quando comparado ao
grupo controle (Figura 10B). No grupo tratado apenas com scaffold de Biosilicato®, foi
observado imunoexpressao intensa para a COX-2 no tecido medular, quando comparado
aos demais grupos experimentais (Figura 10C). No grupo onde houve a associagdo do
Laser e do biomaterial foi observado moderada imunoreatividade deste mediador

inflamatério, em relacdo aos demais grupos (Figura 10D).



FIGURA 10: Fotomicrografias representativas da imunoexpressdo de COX-2(setas),
*:Biomaterial. (A) grupo controle; (B) grupo tratado com Laser; (C) grupo tratado com

scaffold de Biosilicato®; (D) grupo tratado com scaffold de Biosilicato® + Laser.
(Colorag¢do Imunohistoquimica, Aumento 500x).

A imunohistoquimica para o RUNX-2/CBFA-1 foi detectada nas células do
tecido medular do grupo controle (Figura 11A). No grupo irradiado com Laser ocorreu
um padrdo semelhante ao do grupo controle, ou seja, células positivas ao RUNX-
2/CBFA-1 foram observadas principalmente no tecido medular (Figura 11B). O grupo
tratado apenas com scaffold de Biosilicato® apresentou moderada expressividade para
este imuno-marcador no tecido medular, quando comparado aos demais grupos
experimentais (Figura 11C). No grupo onde houve a associacdo do Laser e do
biomaterial foi observado intensa imunoreatividade ao RUNX-2/CBFA-1 no tecido

medular, em relacdo aos demais grupos (Figura 11D).



FIGURA 11: Fotomicrografias representativas da imunoexpressdao de RUNX-2/CBFA-
1 (setas): (A) grupo controle; (B) grupo tratado com Laser; (C) grupo tratado com
scaffold de Biosilicato®; (D) grupo tratado com scaffold de Biosilicato® + Laser.
(Coloragao Imunohistoquimica, Aumento 500x).

4.2 Anilise Biomecanica

As figuras 12, 13 e 14 mostram os valores médios e desvio padrio referentes as
propriedades biomecanicas das amostras pertencentes aos quatros grupos experimentais.
Pode ser observado que ndo houve diferenca estatisticamente significativa das

propriedades biomecanicas entre 0s grupos.
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FIGURA 13: Média da resiliéncia nos diferentes grupos experimentais (GC: controle;
GL: Laser; GB: scaffold de Biosilicato®; GBL: scaffold de Biosilicato® + Laser).
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FIGURA 14: Média da tenacidade nos diferentes grupos experimentais (GC:
controle; GL: Laser; GB: scaffold de Biosilicato®; GBL: scaffold de Biosilicato®
+ Laser).

5. DISCUSSAO

Durante as ultimas décadas, varios estudos t€m demonstrado os efeitos positivos
da laserterapia no processo de reparo dsseo, como proliferacdo e diferenciacdo de
osteoblastos e fibroblastos (PEREIRA et al., 2002; NINOMIYA et al., 2007), aumento
da angiogénese e atividade fagocitdria (LIRANI-GALVAO et al., 2006; BOSSINI et al.,
2009), aumento da quantidade de RNA mensageiro para a sintese de coldgeno tipo I,
favorecendo a formacdo de tecido dsseo e consequentemente a regeneracao de defeitos

0sseos (SILVA e CAMILI et al., 2006).

No presente estudo, foi observado que os animais tratados com a terapia Laser
apresentaram maior drea de tecido 6sseo neoformado e uma melhor organizagdo
tecidual na drea do defeito quando comparado com o grupo controle e com 0s grupos
tratados com biomaterial. Além disso, os resultados demonstraram que a terapia Laser

foi capaz de induzir a expressdo de COX-2 e RUNX-2/CBFA-1.
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Esses resultados corroboram com diversos trabalhos encontrados na literatura,
que também observaram o efeito positivo da LLLT na aceleracdo da consolidacdo éssea.
Pretel et al., (2007) observaram em estudo histolégico, que a LLLT (780nm, 35mW,
178J/cm?) promoveu a otimizacdo do processo de reparo Gsseo apds 15 dias de pés-
operatorio. Da mesma forma, Matsumoto et al., (2009) também evidenciaram que a
qualidade do reparo 6sseo e a quantidade de osso neoformado do grupo tratado com
Laser (735nm, 16J/cm?) foi superior ao controle. Ainda, em um estudo do nosso grupo
de pesquisa Féavaro-Pipi et al., (2010) observaram que o grupo tratado com Laser
(830nm, 30mW, 50J/cm2) demonstrou aumento do tecido Osseo neoformado, assim
como uma melhor organizagao tecidual indicando um estigio de reparo avangado. Nao
obstante, Khadra et al., (2004) observaram resultados positivos apds aplicacao do Laser
(830nm, 75mW, 23J/cm2) em fraturas 6sseas. Apds 2 semanas, 0s autores encontraram
um aumento dos vasos sanguineos e da drea de tecido 6sseo neoformado quando

comparado ao grupo controle.

Virios autores vém sugerindo hipdteses que explicam os mecanismos de acao
através dos quais o Laser atua na aceleragao do processo de reparo tecidual (FAVARO-
PIPI, et al., 2010). Os efeitos da Terapia Laser sdo baseados em mecanismos nao
térmicos da luz sobre os tecidos bioldgicos (BASFORD, 1995). Quando a luz interage
com o tecido, induz efeitos de modulacdo sobre a atividade celular, através de
mecanismos fotoquimicos, ou seja, ocorrem modificacdes nas funcdes celulares, tais
como, a estimulagdo ou a inibicdo das atividades bioquimicas, fisiologicas e
proliferativas (BASFORD et al., 1995). Desta forma, esse recurso pode acelerar a
maturacdo e diferenciacdo de osteoblastos, o que poderia determinar a deposicao

precoce de massa dssea (STEIN et al., 2008).
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Da mesma forma, tem sido demonstrado que o Laser parece ser capaz de
modular a liberacdo dos mediadores quimicos e a expressdo de enzimas envolvidas no
processo inflamatério (CARVALHO, 2006). E descrito por Sandoval-Ortiz (2001), que
o Laser exerce uma acdo modulatdria sobre o processo inflamatério, permitindo que
este se desenvolva, mas sem uma resposta exagerada, contribuindo assim para sua
resolucdo mais acelerada. Diversos estudos tém demonstrado que o Laser estimula a
proliferacao de macréfagos e aumenta a atividade quimiotdtica e fagocitica dos
leucdcitos, atuando seletivamente sobre o sistema imune, restaurando assim, a
imunocompeténcia das células lesadas (TADAKUMA, 1993; LIRANI-GALVAO et al.,

2006).

A reacdo inflamatdria é composta por uma série de fenomenos biolégicos que se
associam e se complementam, formando reagdes em cascata, envolvendo a interagao
complexa entre as células inflamatoérias, tais como: neutrdfilos, linfécitos e
mondcitos/macréfagos. Além disso, vdarias citocinas e fatores de crescimento estdo
presentes nos locais de inflamacgdo, e cada um desses, pode potencialmente influenciar
essa resposta inflamatéria (TEDGUI e MALLAT, 2001) Ainda, condi¢des inflamatorias
estimulam a produc¢do de prostaglandina, e esta apresenta efeito sobre a proliferacdo e
diferenciacdo de osteoblastos e regulam também a diferenciacdo e a funcdo dos
osteoclastos (LI et al., 2002). As prostaglandinas sdo sintetizadas por duas distintas
isoformas, cicloxigenase 1 e 2 (COX-1 e COX-2). A COX-1 € expressa em varios tipos
de células regulando as fungdes fisiologicas normais, enquanto a COX-2 pode ser
induzida na presenca de citocinas pro-inflamatorias, fatores de crescimento, e expressa
caracteristicamente por células envolvidas no processo inflamatério (VANE et al.,
1998). A COX-2 apresenta essencial importincia na maturacdo dos osteoblastos e sua

expressao estd aumentada durante as primeiras duas semanas ap0s a fratura. Além disso,
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a COX-2 ¢ requerida em ambos os processos de ossificacio (endocondral e
intramembranosa) e regula importantes fatores de transcri¢do, tais como
RUNX2/CBFA-1 e osterix, os quais exercem papel fundamental na diferenciacdo de

células mesenquimais em osteoblastos (DUCY et al., 1997; ZHANG et al., 2002).

Com relagdo ao presente estudo, quando comparamos o grupo Laser com o
controle, observamos que a Terapia Laser foi capaz de induzir de forma mais evidente a
expressao deste mediador inflamatério, o que pode ter contribuido para aceleracdo do
processo de consolidagdo dssea neste trabalho. Os resultados do presente trabalho estio
de acordo com estudos de Matsumoto et al., (2009) e Ribeiro e Matsumoto (2008) que
também observaram que a qualidade do reparo Osseo e a quantidade de o0sso

neoformado do grupo irradiado (735nm, 16J/cm?) foi superior ao controle.

Além disso, Zhang et al., (2002) afirmaram que a enzima ciclo-oxigenase-2 age
sobre a osteogénese, regulando genes de diferenciacdo osteobldstica, tais como o
RUNX-2/CBFA-1. Este ¢ um fator de transcri¢do essencial no processo de osteogénese
durante o desenvolvimento esquelético e estd associada a proliferacdo e diferenciacdo
de osteoblastos desenvolvendo, com isso, um papel fundamental na formagao dssea
(KOMORI, 2003; ZIROS et al., 2008; WOHL et al., 2009). Da mesma forma, a RUNX-
2/CBFA-1 pode ativar genes especificos para osteoblastos, bem como aumentar a
expressdo de osteocalcina, osteopontina, fosfatase alcalina e coldgeno tipo I (VAES et
al., 2006). Ainda, tem sido demonstrado que ratos geneticamente modificados, que ndo
expressam a RUNX-2/CBFA-1, ndo conseguem formar tecido dsseo e tem um bloqueio

na maturacdo osteobldstica (VAES et al., 2006).

Neste estudo, quando se investigou a expressividade da RUNX-2/CBFA-1, os
resultados demonstraram que no grupo irradiado com Laser ocorreu um padrio

semelhante ao do grupo controle, ou seja, células positivas ao RUNX-2/CBFA-1 foram



61

observadas principalmente no tecido medular. Tais dados corroboram com o estudo de
Bossini et al., (2010), que também evidenciaram que a imunoexpressao deste fator de

transcricao, ndo apresentou diferenga entre os grupos controle e irradiado.

Na andlise biomecanica os resultados do presente estudo ndao apresentaram
diferencas estatisticamente significativas entre os grupos, o que sugere que a LLLT nao
foi capaz de aumentar as propriedades biomecanicas do calo dsseo das tibias 15 dias
apods a cirurgia. Resultados semelhantes foram encontrados por Oliveira et al., (2009)
que também ndo demonstraram aumento das propriedades biomecanicas apds uso do
Laser 830nm. Ainda, em estudos do nosso grupo de pesquisa, Marino (2003) ndo
obteve aumento das propriedades biomecanicas apds tratamento Laser 830nmm em
tibias de ratos. Da mesma forma, Otremski et al., (2004) utilizaram Laser vermelho
632.8nm no reparo 6sseo e nao encontraram resultados positivos na andlise biomecanica
ap6s uso do LLLT. Contrariamente, Luger et al., (1998) observaram aumento nos
valores carga maxima e rigidez do calo 6sseo em tibias tratados com Laser (632,8nm,
35mW). Resultados positivos também foram encontrados por Lirani-Galvao et al.,
(2006) apos tratamento com Laser (780nm, 30mW, 112,5J/cm2) no processo de reparo
Osseo em ratos. Mas, vale ressaltar que estes estudos utilizaram Lasers com diferentes

dosimetrias e comprimentos de onda em relagdo aos aplicados no nosso trabalho.

O material bioativo € outro recurso osteogénico amplamente utilizado com o
intuito de acelerar o processo de consolidagdo 6ssea (RATNER, 2004; MOURA et al.,
2006). O presente estudo verificou os efeitos de um material vitroceramico altamente
bioativo denominado de Biosilicato® na forma de scaffold, ou seja, estruturas porosas
tridimensionais, no processo de consolidacdo em defeitos 6sseos em ratos. De acordo
com Moura et al., (2007) o Biosilicato® possui um potencial remineralizador e € capaz

de estimular a diferenciacdo e proliferacdo de osteoblastos, podendo acelerar o processo
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de consolidag¢do de fraturas ou servir como substituto para o tecido 6sseo, através da

formacdo da camada de hidroxicarbonatoapatita na superficie do biomaterial.

Os resultados deste estudo demonstram que, na andlise morfométrica, o grupo
scaffold de Biosilicato® apresentou drea de tecido neoformado semelhante ao grupo
controle. A andlise histoldgica qualitativa mostrou moderada quantidade de tecido de
granulacdo, trabéculas Osseas prevalentes nas bordas da lesdo com organizagcdo
concéntrica e moderada presenca de biomaterial. Ainda, foi possivel observar a
neoformagdo ¢ssea tanto nos macroporos quanto nos microporos dos scaffolds
implantandos, observamos também a presenca de células Osseas na superficie do

biomaterial o que sugere um alto potencial osteogénico do scaffold de Biosilicato®.

Em estudo semelhante Granito et al., (2009b) preencheram defeitos dsseos em
tibias de ratos com Biosilicato® particulado e biovidro 4585® e observaram apés 20
dias maior formacdo Gssea nos defeitos que foram preenchidos com Biosilicato®
particulado quando este foi comparado ao grupo controle e ao biovidro 45S5°,

considerado atualmente o padrdo ouro em materiais bioativos.

Da mesma forma, Oliveira et al., (2009) preencheram defeitos dsseos tibiais com
. 1. ® . . 2 .
Biosilicato™ particulado e observaram o crescimento Osseo entre as particulas do
biomaterial, formando trabéculas em toda a regido do defeito. Os autores evidenciaram
P e e ® .
também que o grupo tratado somente com Biosilicato™ apresentou uma quantidade de
tecido 6sseo neoformado semelhante ao grupo controle, porém um maior recrutamento

celular foi observado neste grupo.

Com relacdo aos resultados da andlise imunohistoquimica, quando comparamos
.. ® . .
o grupo scaffold de Biosilicato™ com o controle, observamos que este biomaterial

apresentou intensa imunomarcagdo para a COX-2 e moderada expressividade para a
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RUNX-2/CBFA-1. Assim como na analise histolégica, os achados da analise

imunohistoquimica destacam o potencial osteogénico deste biomaterial.

Tais dados corroboram com o estudo de Souza Nunes et al., (2009) que
observaram apdés 14 dias de pds operatério, menor formagdo dssea nos grupos
preenchidos com pf-tricalciumphosphate (B-TCP) e hidroxiapatita bovina (HA) em
defeitos 6sseos em calvarias de coelhos, quando comparados ao grupo de enxerto 9sseo
autégeno. Porém, os mesmos autores encontraram maior imunomarcacgdo para CBFA-1
no grupo preenchido HA destacando a influencia dos implantes ceramicos bioativos na

expressao deste fator.

Em relacio 2 andlise biomecinica, o grupo scaffold de Biosilicato® ndo
apresentou diferencgas estatisticamente significativas quando comparado com os demais
grupos. Esses resultados corroboram com os estudos de Granito et al., (2009a) e
Oliveira et al., (2009) que preencheram defeitos Gsseos com Biosilicato® particulado e
nao observaram aumento das propriedades biomecanicas apds 15 dias de pds operatorio.
Porém, apdés 20 dias de cirurgia, Granito et al., (2009b) observaram melhores
propriedades biomecanicas no grupo em que os defeitos dsseos foram preenchidos com
Biosilicato® particulado quando comparado ao grupo controle. Sendo assim, é possivel
sugerir que o periodo experimental de 15 dias utilizado neste estudo nao tenha sido
suficiente para induzir modificagdes que poderiam levar a um aumento nas propriedades
mecanicas 6ssea. Em geral, é possivel sugerir que o scaffold de Biosilicato permite a

diferencia¢do dos osteoblastos durante o processo de reparo 6sseo em ratos.

Diante dos resultados promissores do Biosilicato® particulado no processo de
reparo 0sseo, foi levantada a hipétese que o efeito osteogénico do Biosilicato® na forma
de scaffold, poderia ser potencializado com a aplicagdo Laser. No entanto, os resultados

deste estudo demonstraram que a associacao do scaffold de Biosilicato® e a aplicacao
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Laser, ndo apresentaram diferengas estatisticamente significativas comparado ao grupo

controle.

Esses resultados corroboram com os de Oliveira et al., (2009) onde associaram
Biosilicato® particulado com tratamento Laser (830nm, 100mW) em defeitos tibiais de
ratos e observaram uma diminui¢cdo da formagdo 6ssea. Os autores relatam que a
associacdo destas duas modalidades de tratamento poderia ter provocado um excesso de
estimulo no local da lesdo. Ainda, Rennd et al., (2010), avaliaram in vitro, os efeitos da
Terapia Laser (830nm, 30mW, lOJ/cmz), na proliferacdo de células osteobldsticas em
scaffolds de Biosilicato®. Foi demonstrado que estas células proliferaram com sucesso
nestes scaffolds. No entanto, quando o biomaterial foi irradiado com Laser houve uma

diminui¢dao em 13% na proliferacdo de osteoblastos.

Contrariamente, outros autores vém demonstrando resultados positivos da
associacdo entre biomateriais € Laser no processo de reparo 6sseo. Arruda (2008)
avaliou os efeitos do laserterapia (780nm, 30mW, 112,5J/cm2) e da vitroceramica
elaborada a partir do genérico do biovidro de composicdo: 45% SiO,, 24,5% Na,0,
24,5% Cao e 6% P,0O, em perfuracdoes Oss eas em tibias de ratos. Os resultados
histolégicos demonstraram que quando o tecido é irradiado com Laser 780nm na
presenca do biomaterial, a interagdo € otimizada melhorando a qualidade do tecido
O0sseo neoformado e sua interacio com o material. Guzzardela et al., (2003)
investigaram os efeitos da LLLT e de implantes de hidroxiapatita (HA) em fraturas de
fémures em coelhos. Na andlise histomorfométrica os animais que associaram o0s
tratamentos apresentaram melhor maturacdo 6ssea na interface com o implante de HA,

com mineralizagcdo dssea similar ao osso pré-existente apos 3 semanas de P.O.

£1: . . . T ® .
Na andlise imunohistoquimica, o grupo scaffold de Biosilicato™ associado com a

Terapia Laser apresentou moderada expressdo de COX-2 e intensa imunomarcagdo para
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a RUNX-2/CBFA-1, quando comparado ao grupo controle, o que indica novamente o
potencial para formagdo Ossea neste grupo, apesar de estar na fase inicial do
desenvolvimento do calo 6sseo, o que € confirmado pela andlise histologica.
Contrariamente, Bossini et al., (2010) associaram Laser e Biosilicato® particulado no
tratamento de defeitos 6sseos em tibias de ratas osteopénicas e observaram aumento
estatisticamente significativo da 4rea de osso neoformado e também aumento da
expressdo de COX-2 no tecido circunjacente ao biomaterial, bem como no tecido de
granulacdo. Ainda, observaram moderada expressao de CBFA-1 nos grupos expostos ao

biomaterial em associacdo ou nao com a Terapia Laser.

Os resultados da andlise biomecanica ndo apresentaram diferencas quando
comparadas com os demais grupos experimentais. Da mesma forma, Oliveira et al.,
(2009) observaram que os animais que tiveram os defeitos Osseos preenchidos com

e 1. ® . 212 . As ~
Biosilicato™ particulado e expostos ao Laser, na andlise biomecanica ndo revelaram

diferencas estatisticamente significativas em relacdo aos demais grupos.

Assim, os dados deste estudo sugerem que, apesar do grupo scaffold de
Biosilicato® ter apresentado neoformacdo 6ssea semelhante ao grupo controle, este
biomaterial apresentou também um potencial osteogénico, pois promoveu integragao do
scaffold com o tecido dsseo hospedeiro criando uma interface estdvel entre o implante e
tecido. No entanto, quando esse biomaterial foi associado com a terapia Laser, também
nao demonstrou diferenca na formacdo 6ssea comparado ao controle. As razdes para
estes resultados ndo sdo claras, porém uma hipétese que poderia explicd-los seria que,
ao ser irradiado pela aplicagdo Laser, o material vitroceramico poroso pode ter refletido,
refratado ou absorvido os foétons incidentes. Ainda € possivel que o periodo
experimental de 15 dias utilizado neste estudo ndo seja suficiente para induzir

modifica¢des que poderiam levar a um aumento da forca dssea.
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Os paramentos da laserterapia como poténcia, comprimento de onda, fluéncia e
duracdo do tratamento também podem ter influenciado o reparo 6sseo e inibido a
migracdo e crescimento celular na superficie da vitroceramica. Neste contexto,
aplicacdes clinicas da LLLT em osteointegracdo de biomateriais ndo podem ainda ser
aplicadas eficientemente porque os mecanismos de acdo ndo estdo totalmente

esclarecidos.
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6. CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos neste estudo, pode-se sugerir que ambos o0s
tratamentos apresentaram potencial osteogénico apds 15 dias de cirurgia, porém a
Terapia Laser de Baixa Intensidade foi eficaz para estimular o reparo dsseo em tibias de
ratos. No entanto, mais estudos sdo necessdarios para tentar elucidar possiveis
mecanismos de acdo e as intera¢des biolégicas que envolvem o scaffold de Biosilicato®

e a Terapia Laser sobre o processo de reparo 6sseo em ratos.

7. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Este estudo avaliou os efeitos da Terapia Laser de Baixa Intensidade e do
Biosilicato® na forma de scaffold, utilizados independentes ou associados no tratamento
de defeitos 6sseos em tibias de ratos, mas algumas questdes necessdrias a uma correta e
segura aplicacdo dos tratamentos propostos ainda precisam ser analisadas. Podem-se
enumerar eventuais limitagdes do estudo atual e sugestdes a serem pesquisadas em

trabalhos futuros:

1.  Comparagao do biomaterial utilizado com um implante bioinerte;

2. Realizacdo de defeitos 6sseos considerados de tamanho critico;

3. Realizagdo de estudos longitudinais do tratamento Laser para verificar a sua
influéncia sobre o tecido 6sseo apds o periodo de tratamento;

4.  Definicao dos mecanismos de acdo do scaffold de Biosilicato® em vivo e in
vitro com observagdes longitudinais em diversos tipos de tecido;

5. Analisar genes e proteinas envolvidas na consolidacdo Ossea para melhor
compreender o processo de reparo 6sseo fisiolégico e acdo da LLLT e do

scaffold de Biosilicato® no tecido 6sseo.
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Protocolo CEEA n® 002/2009

Aprovo ad referendum da Comissio de Etica em Experimentagio
Animal da Universidade Federal de Sio Carlos — CEEA/UFSCar, o projeto pesquisa
Consolidaciio 6ssea: efeitos do laser terapéutico de baixa poténcia e de scaffolds de
Biosilicato® em defeitos ésseos induzidos, elaborado por Karina N. Z. Pinto, Ana
Claudia M. Rennd, Carla Tim, Nivaldo Parizotto.
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9.2 ANEXO 2
FICHA ANALISE HISTOLOGICA

Presenca de infiltrado inflamatorio:

() Ausente ( )Leve | () Moderado (cerca de 50% da | ( ) Abundante
regido da lesdo)

OBS:

Presenca de tecido de granulacgio:

( )Ausente | ( )Leve () Moderado (cerca de 50% da | ( ) Abundante
regido da lesdo)

OBS:

Presenca de tecido 6sseo neoformado:

() Ausente ( )Leve | () Moderado (cerca de 50% da | ( ) Abundante
regido da lesdo)

OBS:

Organizacao tecidual:

\ () Estagio inicial \ () Estagio Intermediario | () Estagio avancado
OBS:
SE GRUPO BIOMATERIAL:

Quantidade de Biomaterial no defeito:

() Ausente ( )Leve |( ) Moderado (cerca de 50% da | ( ) Abundante
regido da lesdo)




9.3 ANEXO 3

FICHA ANALISE HIMUNOHISTOQUIMICA

Campo 1

Células osseas
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() Ausente ( ) Leve () Moderado (cerca de 50% da ) Abundante
regido da lesdo)
OBS:
Matriz extracelular
( )Ausente | ( )Leve | ( ) Moderado (cerca de 50% da ) Abundante
regido da lesdo)
OBS:
Campo 2
Células 6sseas
() Ausente ( ) Leve () Moderado (cerca de 50% da ) Abundante
regido da lesdo)
OBS:
Matriz extracelular
( )Ausente | ( )Leve () Moderado (cerca de 50% da ) Abundante
regido da lesdo)
OBS:
Campo 3
Células dosseas
() Ausente ( YLeve | () Moderado (cerca de 50% da ) Abundante
regido da lesdo)
OBS:
Matriz extracelular
( )Ausente | ( )Leve | ( ) Moderado (cerca de 50% da ) Abundante

regido da lesdo)

OBS:




