UNIVERSIDADE NOVE DE JULHO
Programa de Pds-Graduacado em Biofotdnica Aplicada as
Ciéncias da Saude

Alexandre Botelho de Abreu Sampaio

EFEITO DO LASER DE BAIXA POTENCIA ASSOCIADO
AO USO DE CARVAO ATIVADO NO PROCESSO DE
REPARO OSSEO EM TiBIA DE RATOS.

Sao Paulo, SP
2014



ALEXANDRE BOTELHO DE ABREU SAMPAIO

EFEITO DO LASER DE BAIXA POTENCIA ASSOCIADO
AO USO DE CARVAO ATIVADO NO PROCESSO DE
REPARO OSSEO EM TiBIA DE RATOS.

Dissertacao apresentada ao
Programa de Pdés-Graduacdo em
Biofotdnica Aplicada as Ciéncias
da Saude da Universidade Nove
de Julho, para obtencé&o do Titulo
de Mestre.

Area de Concentracdo: Saude

Orientador: Prof. Dr. Rodrigo Labat Marcos

Sao Paulo, SP.

2014



Sampaio, Alexandre Botelho de Abreu.

Efeito do laser de baixa poténcia associado ao uso de carvao ativado no processo
de reparo 6sseo em tibia de ratos. / Alexandre Botelho de Abreu Sampaio. 2014.

71f.

Dissertacdo (mestrado) — Universidade Nove de Julho - UNINOVE, S&o Paulo,
2014.

Orientador (a): Prof. Dr. Rodrigo Labat Marcos.

1. Reparo 0sseo. 2. Laser de baixa poténcia. 3. Carvao ativado. 4. Propriedades

mecanicas.
I. Marcos, Rodrigo Labat. Il. Tiitulo

CDU 615.8




S0 Paulo, 17 de dezembro de 2014,

TERMO DE APROVAGCAO

Aluno(a): ALEXANDRE BOTELHO DE ABREU SAMPAIO

Titulo da Dissertagdo: “Efeito do laser de baixa poténcia associado ao uso de carvao ativado no processo
de reparo dsseo em tibia de ratos”

Presidente: PROF. DR. RODRIGO LABAT MARCOS /:7"/' 4:

Membro: PROFA. DRA. RAQUEL APARECIDA CASAROTTO

Membro: PROF. DR. MARCELO TAVARES DE OLIVEIRA E%MMK




A mente que se abre a uma nova idéia jamais voltara ao seu
tamanho original.
Albert Einstein



http://pensador.uol.com.br/autor/albert_einstein/

Dedicatoéria:

A Roberta, pessoa com quem amo partilhar a vida. Aos meus pais, Affonso e
Neusa, origem da inspiracdo para enfrentar mais este desafio. A minha Avo
paterna (in memorian) pelo exemplo, que ndo ha limite de idade para a
absorcao de novos conhecimentos.

Agradecimentos:

Agradeco a Deus pela oportunidade de estar realizando este trabalho.

A minha familia, pelo incentivo e colaboracéo, principalmente nos momentos de
dificuldade.

Ao meu Orientador, Prof. Dr. Rodrigo Labat Marcos, pela paciéncia, dedicacéo,
incentivo e sabedoria que muito me auxiliou para conclusao desta dissertacao.

Agradeco aos meus colegas pelas palavras amigas nas horas dificeis, pelo
auxilio nos trabalhos e dificuldades e principalmente por estarem comigo nesta
caminhada tornando-a mais facil e agradavel.

A esta universidade, seu corpo docente, direcdo e administracdo. A todos que
direto ou indiretamente fizeram parte da minha formacdo, o meu muito
obrigado.

“‘Algumas pessoas marcam a nossa vida para sempre, umas porque nos vao
ajudando na construgcdo, outras porque nos apresentam projetos de sonho e
outras ainda porque nos desafiam a construi-los”.



Lista de Abreviaturas

CTL - Controle

NT - Les&o ndo tratado

CA - Leséo tratado com carvéo ativado

CA+L - Lesao tratado com associacdo do carvao ativo e laser 6J.
HA — Leséo tratado com Hidroxiapatita

TGF- B — Fator de transformacao 3

PDGF - Fator de crescimento de derivagdo plaquetéaria
FGF-2 - Fator de crescimento de fibroblasto 2

VEGF - Fator de crescimento vascular endotelial
M-CSF - Fator estimulador de colénia de macrofagos
IL-1 — Interleucina 1

IL-6 — Interleucina 6

BMP-2 - Proteina 6ssea morfogenética 2

TNF- a - Fator de necrose tumoral a

M-CSF - Macrophage colony-stimulating fator

RANKL - Receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand
BMP-3 - Proteinas morfogenética 3

BMP-4 - Proteinas morfogenéticas 4

BMP-7 - Proteinas morfogenéticas 7

BMP-8 - Proteinas morfogenéticas 8

°C — graus célsius

LASER - Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation
S — Segundos

W — Watts

LBP — Laser de Baixa Poténcia

g — Grama

Kg — Kilograma

Mm — Milimetros

nm-— Nandmetro

mwW — MiliWatt

cmz - Centimetro quadrado

J —Joule

J/cm?2 - Joules por centimetro quadrado

mL — Mililitro

N — Newton

RPM — Rotac6es Por Minuto

ELISA - Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay

uL - 1078 Litros

Fmax - Forga de ruptura maxima

K, - Rigidez secante

Dmax - Descolamento no momento da ruptura maxima
AsGaAl - Arseneto de Galio e Aluminio

ANOVA - andlise de variancia

® - Marca Registrada

% - Porcento

H E — Hematoxilina eosina

A - Comprimento de onda

pm - Micrometros



Lista de Figuras

Figura 1:
Figura 2:
Figura 3:
Figura 4:
Figura 5:
Figura 6:
Figura 7:
Figura 8:
Figura 9:
Figura 10
Figura 11
Figura 12
Figura 13
Figura 14

Figura 15

Esquema dos grupos eXperimentaliS.......cooueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeieeeeniieennnnns 22
Defeito induzido pela broca cirlrgica............c.cevvviiiiieeeeeeeeeeeeeeeeiiinns 23
Tabela com os parametros de irradiacao laser.............cccceevvvvvevennnns 23
Dispositivo para ensaio de flexdo em 3 pontos ..........ccccceeeviiiiinnee 24
Gréfico do ensaio de fleX80............coooeeciiiiiiiiiiii e 25
Posicionamento do 0sso tibial para ensaio mecanico...................... 26
Corte histologico transversal da tibia direita do grupo CTL............. 28
Corte histologico transversal da tibia direita do grupo NT................ 29
Corte histologico transversal da tibia direita do grupo CA................ 30
: Corte histologico transversal da tibia direita do grupo CA+L.......... 31
: Corte histoldgico transversal da tibia direita do grupo HA.............. 32
: Niveis de fosfatase alcalina............ccccccvveeeeeiiiiiiiiiiiieee 33
: Gréfico da forca maxima de flexdo no momento da ruptura 6ssea.34
: Gréfico do deslocamento maximo no momento da ruptura 6ssea..35
: Grafico da relacado entre a forca maxima de flexdo 6ssea com o

deslocamento maximo no momento da ruptura 6SSea.............ccceevvveveeeeerrnnnnnnns 36



RESUMO

Sampaio, ABA. Efeito do laser de baixa poténcia associado ao uso de carvao
ativado no processo de reparo 0sseo em tibia de ratos /Alexandre Botelho de
Abreu Sampaio, 2014.

Os defeitos 0sseos sédo causados por diversos fatores e o processo de reparo
pode ser lento, onde as fases inflamatoria, proliferativa e de remodelacéo deste
tecido sdo extremamente importantes para a qualidade do reparo. Existem
diversas terapias onde a principal é a cirirgica e neste caso, 0 uso de
substitutos 6sseos pode ser indicado. No entanto o processo de reparo pode
necessitar de auxilio. Assim, a utilizacdo do carvao ativado como substituto
0sseo quando a aplicacdo do laser de baixa poténcia para auxilio do reparo
0sseo pode ser uma alternativa para estes problemas. O objetivo deste
trabalho foi verificar a utilizagcdo do carvao ativado como substituto 0sseo e a
interacdo deste com a laserterapia, no processo de reparo 6sseo em tibias de
ratos, avaliando altera¢cdes histologicas, bioquimicas e biomecéanicas. Material
e Métodos: Foram utilizados 35 ratos wistar, entre 150g a 200g, com 3 meses
de idade. Os animais foram anestesiados com associacdo de cloridrato de
guetamina e (90mg/Kg e 10mg/Kg, IP). Depois de anestesiados, 0os animais
foram colocados em mesa cirdrgica, a pele foi dissecada e foram
confeccionados defeitos 6sseos monocorticais na regido central da tibia direita
dos ratos. Imediatamente apds a cirurgia os ratos foram randomizados e
divididos nos seguintes grupos: Controle (CTL), Les&do nao tratado (NT), Lesao
tratado com carvdo ativado (CA), Lesdo tratado com associacdo do carvao
ativo e laser 830nm, 6J — 100mW (CA+L) e leséo tratado com Hidroxiapatita
(HA). Apo6s 28 dias os animais foram eutanasiados com hiperdosagem do
mesmo anestésico, o sangue foi coletado e a tibia foi retirada para analises
histoldgicas, bioquimicas e biomecanicas. Resultados: O grupo NT apresentou
reducdo nas forcas de flexdo e alteracdes histoldégicas relacionadas a
desorganizacado do tecido. Os grupos HA e CA+L ndo apresentaram melhora
das propriedades mecéanicas, porém, o grupo CA+L apresentou melhora dos
aspectos histologicos. Somente o grupo CA apresentou melhora das forcas de
flexdo, relacionado com melhora dos aspectos histologicos e reducdo dos
niveis de fosfatase alcalina. Os grupos NT, CA+L e HA apresentaram niveis de
fosfatase alcalina elevados. Concluséo: A utilizacdo de carvao ativado parece
melhorar o reparo 0sseo induzido neste estudo. A associagéo do laser com o
carvao ativado ndo apresentou melhora das propriedades biomecéanicas apesar
dos resultados histolégicos apresentarem um aspecto melhor.

Palavras-chave: Reparo 0sseo, Laser de baixa poténcia, Carvdo ativado,
Propriedades Mecéanicas.



ABSTRACT

The bone defects are caused by several factors and the repair process can be
slow, where inflammatory and proliferative phases of remodeling of this tissue
are extremely important for the quality of the repair. There are several therapies
where the main is the surgery and in this case, the use of bone substitutes can
be indicated. However the repair process may require assistance. Thus, the use
of activated charcoal as bone substitute when the implementation of low-power
laser to aid bone repair can be an alternative to these problems. The aim of this
study was to verify the use of activated carbon as bone substitute and the
interaction with the laser in the process of bone repair in rat tibias, assessing
biochemical, histological and biomechanical changes. Material and methods:
male wistar rats, 35 were used between 150 g to 200 g, with 3 months of age.
The animals were anesthetized with ketamine hydrochloride and Association
(90mg/Kg and 10mg/Kg, IP). Once anesthetized, the animals were put on
surgical table, the skin was dissected and were made monocortical bone
defects in the central region of the right tibia of mice. Immediately after surgery
the rats were randomized and divided into the following groups: control (CTL),
untreated Injury (NT), Lesion treated with activated carbon (CA), Lesion treated
with association of activated carbon and laser 830nm, 6J-100mW (CA+L) and
injury treated with Hydroxyapatite (HA). After 28 days the animals were
euthanized with overdose of the same anesthetic, blood was collected and the
tibia was taken for biochemical, histological and biomechanical analysis.
Results: the NT group reduction in bending forces and histological changes
related to disorganization of the tissue. The groups showed no CA+L and HA
improves mechanical properties, however, the CA+L group presented
histological aspects of improvement. Only the CA group presented better flexion
forces, related with improvement of histological aspects and reduced levels of
alkaline phosphatase. The NT groups, CA+L and HA presented high alkaline
phosphatase levels. Conclusion: the use of activated carbon seems to improve
the bone repair induced in this study. The laser association with activated
carbon showed no improvement of biomechanical properties in spite of the
histological results have a better aspect.

Keywords: bone repair, low-level laser, activated carbon, mechanical properties.
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1. INTRODUCAO

1.1 Epidemiologia das Fraturas e/ou Defeitos 6sseos

Mais de 6,2 milhdes de fraturas 6sseas ocorrem nos Estados Unidos a
cada ano, sendo que aproximadamente 10% evoluem para complicagdes na
sua reparacédo 0ssea, por diversos motivos. Mesmo com a maioria das fraturas
evoluindo para um reparo adequado, mais de 30 milhdes de dias de trabalho
sdo perdidos ao ano devido a incapacidade do paciente em realizar suas
atividades diarias, levando a uma enorme perda de produtividade e renda
(FAVARO-PIPI et al, 2010).

A intervencdo por agentes externos para acelerar o reparo 6sseo torna-
se interessante pela possibilidade de reabilitacdo e retorno destes pacientes as
suas atividades normais. Atingir este objetivo € a meta, no entanto é essencial
expandir nossa compreensao sobre as etapas interdependentes do reparo das
fraturas e de como elas contribuem para a funcionalidade biomecanica do o0sso
(HADJIARGYROU M et al, 2002).

1.2 Formacéao Ossea

O reparo 0sse0 € um processo que recaptula aspectos do
desenvolvimento e crescimento do esqueleto, envolvendo diversos
componentes extracelulares, celulares e fatores de crescimento. Este reparo é
dividido histologicamente em quatro fases, caracterizadas por eventos
celulares e moleculares especificos baseados em décadas de observacao com
modelos experimentais em animais e humanos. Entretanto, tais delimitacfes
tornam-se mais dificeis na pratica (FAVARO-PIPI et al, 2010).

Os eventos celulares envolvidos no reparo ésseo podem ser observados
através da determinacdo dos niveis de determinados fatores inflamatorios,
vasculares, precursores osteocondrais e osteoclastos e moleculares através da
presenca de determinadas citocinas pro-inflamatorias, fatores de crescimento
pré-osteogénicos e fatores angiogénicos; responsaveis pelo recrutamento
celular e por estimular a diferenciacdo e crescimento (FAVARO-PIPI, 2010;
HADJIARGYROU, 2002)

1.3 Reparo 6sseo em 04 estagios
1° Estagio: INFLAMACAO

A fratura o6ssea promove comprometimento da integridade tecidual,
provocando a interrupcdo da funcdo vascular normal e distorcéo da arquitetura
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0ssea, e conseqguentemente, uma reacdo inflamatoria inespecifica. O
extravasamento vascular dentro do leito acometido é composto de plaguetas
degranuladas, macrofagos e outras células inflamatérias (granuldécitos,
linfécitos e mondcitos) e cada componente sdo responsaveis por funcdes
como: combate de infecgles, secre¢cédo de citocinas e fatores de crescimento.
Outra caracteristica histologica € a presenca de trombo fibrocartilaginoso
(FAVARO-PIPI, 2010; HADJIARGYROU, 2002).

A resposta celular coordena e envolve a secrecédo de diversas citocinas
e fatores de crescimento, incluindo fator de transformacgao B (TGF- ), fator de
crescimento de derivacdo plaquetaria (PDGF), fator de crescimento de
fibroblasto 2 (FGF-2), fator de crescimento vascular endotelial (VEGF), fator
estimulador de col6nia de macrofagos (M-CSF), interleucinas 1 e 6 (IL-1 e IL-
6), proteina 6ssea morfogenética 2 (BMP-2) e fator de necrose tumoral a (TNF-
a). Estes marcadores celulares sao responsaveis pelo inicio da cascata do
reparo 0sseo (IL-1, IL-6 e TNF-a) e inicio da formacgao do calo 6sseo (TGF-,
PDGF, BMP-2) (FAVARO-PIPI, 2010; HADJIARGYROU, 2002).

2° Estagio: FORMACAO DO CALO FIBROCARTILAGINOSO

Devido o reparo 6sseo possuir algum nivel de instabilidade mecanica,
esta reparacao € feita através da ossificacdo endocondral, ou seja, formacao
6ssea precedida de matriz cartilaginosa (FAVARO-PIPI, 2010;
HADJIARGYROU, 2002).

As células dominantes da matriz sdo os condrdcitos e fibroblastos,
responsaveis pelo suporte mecanico do reparo 0sseo e a producdo de calo
0sseo semirrigido, a principio avascular que sera substituido gradativamente
por osso medular vascularizado. Os condrécitos provenientes de células
progenitoras mesenquimais se proliferam e sintetizam tecido fibrocartilaginoso /
granulomatoso, que depois é substituido por cartilagem. Esta cartilagem cresce
e envolve um centro fibrocartilaginoso unindo-se ao centro dos fragmentos
fraturados e este estagio é caracterizado morfologicamente pela presenca de
condrdcitos hipertrofiados que mineralizam a matriz cartilaginosa antes da
apoptose (FAVARO-PIPI, 2010; HADJIARGYROU, 2002).

Os principais sinalizadores celulares da condrogénese e do inicio da
ossificacdo endocondral sdo o TGF-f2 e 3. Quanto a proliferacdo celular
durante a ossificacdo intramembranosa, seja na proliferacéo de fibroblastos ou
na proliferacéo e diferenciacdo celular, os responsaveis sdo BMP-5 e 6. Em
relacdo ao crescimento vascular, as angiopoietinas | e Il sdo responsaveis
pelos vasos maiores e irrigacdo acessOria dos vasos ja existentes e o
sinalizador € o fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) (FAVARO-PIPI,
2010; HADJIARGYROU, 2002).
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3° Estagio: FORMACAO DO CALO OSSEO PRIMARIO

Estagio com maior atividade osteogénica, ou seja, maior nivel de
atividade de osteoblasto e formacdo de matriz O6ssea mineralizada,
caracterizando assim a formacdo O6ssea priméria ou calo 6ésseo primario, este
com formato irregular. A formacdo deste calo 0sseo primario independe em
alguns casos do suporte cartilaginoso, acontecendo simplesmente o fendmeno
de aposicdo e reabsorcdo 6ssea (FAVARO-PIPI, 2010; HADJIARGYROU,
2002).

O inicio de formacéo da matriz celular 6ssea depende da combinacdo
dos proteindceos e matriz extracelular mineralizada, medida pela presenca de
M-CSF e RANKL (ligante do receptor ativador de ligante NF-kB), sintetizada
por osteoblastos maduros, diferenciados a partir de osteoprogenitores na
presenca de fatores osteogénicos membros do grupo de proteinas
morfogenéticas - BMP-3,BMP-4,BMP-7 e BMP-8 (FAVARO-PIPI, 2010;
HADJIARGYROU, 2002).

Esta fase é caracterizada por ampla rede de vasos sanguineos formados
por diversos fatores de crescimento como VEGF e BMP-5 e 6. Tais estruturas
sdo fundamentais na formacdo 6ssea, sendo responsaveis pelo aumento do
aporte sanguineo do local afetado e neoformacéo 6ssea pela diferenciacdo de
osteoblasto (FAVARO-PIPI, 2010; HADJIARGYROU, 2002).

4° Estagio: REMODELAMENTO OSSEO

O estégio final do reparo 6sseo é caracterizado por um remodelamento
visando seu retorno ao formato 6sseo original, atuando diretamente no calo
0sseo secundario.

Inicialmente ha conversdo da matriz 6éssea irregular em 0Sso, processo
regulado pela reabsorcéo seguida de formacédo 6ssea; as células ostedides tém
papel fundamental na protedlise de elementos ostedides antes deste evento
(FAVARO-PIPI, 2010; HADJIARGYROU, 2002).

A célula principal envolvida no fenémeno de reabsor¢cdo da
mineralizacdo 6ssea € o osteoclasto que origina da diferenciacdo e fusdo de
células hematopoiéticas. Estes aderem na superficie mineralizada formando
um espago preenchido por &cido e proteinases, provocando sua
desmineralizagdo. Os produtos da degradacdo sédo removidos principalmente
por macréfagos. Apos a reabsor¢cdo da matriz, os osteoclastos tornam-se
inativos e sofrem apoptose, estimulando a ativacdo de osteoblastos na
superficie erosiva (FAVARO-PIPI, 2010; HADJIARGYROU, 2002).
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1.4 Defeitos e Fraturas 6sseas

Segundo estimativas do centro de controle e prevencédo de doengas do
governo dos EUA, em 2004 houve mais de 320.000 internacdes hospitalares
por fratura de quadril, a maioria em idosos, um aumento de 3% se comparado
ao periodo de 1996 a 2004. Em relacédo aos defeitos 6sseos, estes geralmente
estdo associados a deformidades congénitas e neste caso 0s numeros seréao
de 120.000 nascimentos com deformidades congénitas ésseas em 2002
(SCHINDELER; AI-AGL 2008).

As fraturas 0sseas ocorrem por razdes como: traumas diretos por arma
de fogo, acidentes, tor¢des ou quedas. Essas fraturas causam diversos danos
teciduais ao seu redor como: irritacdo nas terminacdes nervosas (dor),
sangramentos, espasmos musculares e deformidades em alguns casos
(SHINDELER; NIKOLIDAKIS, 2008).

Existem diversas formas de descricdo de fraturas ésseas, destacamos:

- Exposta ou ndo: quando existe o rompimento da integridade do 0sso,
podendo haver comunicagdo do meio interno com o meio externo.

- Traco de fratura: se a fratura rompe por total a regido cortical 6ssea ela €
considerada completa, porém, se houver apenas o rompimento parcial, ela
recebe o nome de galho verde. Quando existe uma fratura com presenca de
diversos pedacos, recebe o nome de cominuta e quando ha mais de um local
fraturado recebe o nome de fratura composta (HADJIARGYROU, 2002;
SCHINDELER; AI-AGL; NIKOLIDAKIS, 2008).

1.5 Tratamentos para as lesfes 6sseas

Os defeitos 6sseos provenientes de malformacdes congénitas, traumas
nao corrigidos, lesdes extensas ou de sequelas cirdrgicas, como na remocao
de tumores, séo corrigidos através de enxertia 6ssea e colocacdo de proteses
biocompativeis e utilizacdo de substancias indutoras de formacdo Ossea
(BMPs) descrita recentemente (REFERENCIA).

O tratamento das doencas Osseas € bem amplo e depende do
diagnostico e da extenséao da lesdo. Em casos de fraturas as terapias podem
variar, desde tratamentos mais conservadores, como a completa imobilizacao
do osso afetado ou por intervencbes cirdrgicas para acesso a fratura e

colocacao de biomateriais para sua corregao.

1.5.1 Carvao ativado

O carvdo ativado € um solido carbonoso poroso contendo sitios
acessiveis para a ocorréncia do fendbmeno de adsorcdo ou ainda reacdes
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quimicas. O termo ativado se refere a materiais de carbono produzidos por
pirélise em temperaturas inferiores a 1000°C, seguido por ativacao para criar a
estrutura porosa final desejavel (MARSH H, 1997).

Basicamente, qualquer material de baixo custo contendo um elevado
teor de carbono e ao mesmo tempo uma quantidade moderada de substancias
inorganicas pode ser usado como matéria-prima para a producdo de carvao
ativado. Em geral, os processos comerciais utilizam precursores como 0s
derivados da biomassa degradada ou fossil (turfa, lignito, antracito e hulha), da
biomassa fresca (aparas de madeira, cascas de coco, cascas de todos os tipos
de nozes, casca e palha de arroz, etc) ou ainda de residuos da biomassa apos
0 seu processamento (lignina, bagaco de cana, etc). Estas matérias-primas
possuem um baixo valor de aquisicao ou um elevado teor de carbono, ou ainda
combinam essas duas propriedades (MARSH H, 1997) .

As caracteristicas do material final sédo fortemente afetadas em funcéo
da natureza da matéria-prima utilizada, do agente de ativacao e das condi¢cdes
do processo de ativacdo. Cada variavel produz um carvdo ativado com
caracteristicas especificas tais como a area de superficie, volume total de
poros e distribuicdo de tamanho dos poros. De acordo com essas diferentes
caracteristicas, o carvao poder ser destinado para utilizacdo como adsorvente
na fase liquida ou na fase gasosa (MARSH, 1997).

Uma pequena porcentagem do carvdo ativado, em torno de 20%, €
destinada a aplicacbes em fase gasosa. Neste sistema, geralmente, 0 processo
envolvido € apenas fisico, por meio do fenébmeno de adsorcdo, como por
exemplo, na estocagem de hidrogénio (W. ZHAO, 2011) e na purificacdo de
gases (RUSSAMEE; SITTHIKHANKAEW 2011).

Por outro lado, a maior parte do carvao ativado produzido mundialmente
é utilizada em aplicacbes em fase liquida. Neste processo podem ocorrer tanto
o fenbmeno da adsorcao fisica quanto reacdes quimicas. Por isso, inUmeras
aplicacbes do carvao em fase liquida podem ser citadas, por exemplo, no
tratamento de agua (SHAO S, 2014) na industria de descoloracdo de acglcar
(B. PENDYAL; M AHMEDNA, 1999), na recuperacao do ouro (MANSOOREH,
N. GONEN, 2007), no refino de combustiveis liquidos na adsorcdo de
compostos que provocam cancer como o0 arsénico (MOHAMMAD
ASADULLAH, 2007), entre outras.

Carvdes ativados sdo excelentes e versateis adsorventes, devido a sua
porosidade altamente desenvolvida além de uma elevada area de superficie
interna fazendo com que o material seja eficiente em diferentes campos de
aplicacdo (MARSH H, 1997).

Estas caracteristicas especificas do carvao ativado associado ao fato de
ser considerado um material de baixo custo seria um fator importante para a
utilizacdo na area meédica, por exemplo, como substituto 6sseo utilizados em
lesGes neste tecido.
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1.5.2 Laser de baixa poténcia

A palavra Laser origina-se do acronimo (palavra formada pelas iniciais
de outras palavras) de Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation,
ou Amplificagéo da luz por emissao estimulada de radiagéo (LEE SJ, 2000).

O decaimento espontaneo de um dos atomos para o estado fundamental
comeca a provocar a emissao estimulada dos demais atomos e consequente
producédo de luz. Somente a luz que se propaga ao longo do eixo principal do
laser € submetida as varias reflexdes no interior da cavidade ressonante,
fazendo com que haja um feixe de luz. As principais caracteristicas desse feixe
emergente s&o as seguintes:

» Monocromaticidade - a energia carregada pelo foton estimulante e pelo
foton emitido sdo as mesmas. Portanto, a luz laser € composta de apenas um
comprimento de onda, enquanto uma fonte de luz incandescente é formada por
varios comprimentos de onda.

* Intensidade - pode ser extremamente grande, ao contrario das fontes
de luz convencionais. Sua poténcia pode atingir ordens de tera watt (1012 W).
Essas grandes intensidades ocorrem em lasers pulsados, onde a energia
acumulada em longo tempo é emitida toda em um intervalo de tempo muito
pequeno, da ordem de 102 s.

» Direcao - o feixe resultante € constituido de ondas que se deslocam na
mesma direcao, ou seja, ha um minimo de disperséo.

» Coeréncia - a radiacdo é espacialmente coerente se as ondas sucessivas da
radiacdo estdo em fase e tempo coerentes, e se 0s trens de onda estédo todos
na mesma direcdo e com o mesmo comprimento de onda (LEE, 2000;
BERTOLOTTI, 1983; DE CASTRO ET AL, 2001)

1.6 O Laser como terapia anti-inflamatdria

Embora o uso de laser nas mais diversas areas da medicina,
odontologia, fisioterapia venha crescendo vertiginosamente nas duas Ultimas
décadas, o conhecimento basico de seu funcionamento ainda € muito
deficiente pelos profissionais, principalmente aqueles que nao seréao
especificamente treinados.

No Brasil, a introdugédo da tecnologia do laser serd bastante tardia em
comparacao com outros paises, principalmente Europa e Estados Unidos. Os
trabalhos pioneiros nesta area remontam a segunda metade da década de 80.
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O efeito de estimulacdo com Laser de Baixa Poténcia (LBP) depende do
comprimento de onda, da dose e da intensidade da luz utilizada na irradiagéo
(DE CASTRO ET AL, 2001).

A coeréncia € uma das propriedades da luz laser, como citada acima,
mas ao penetrar no tecido, esta propriedade se perde nos primeiros extratos do
0ss0. Isto ocorre devido a grande variedade de estruturas celulares que
compde o0 osso (KARU, 1986). Segundo esses autores, apesar da perda da
coeréncia da radiacdo do LBP no interior dos tecidos, esta é absorvida pelas
células gerando alteracdes no seu metabolismo tanto em tecidos superficiais
como profundos (SCHAFFER M, 2000; KIYOIZUMI T, 1988)

Acredita-se que a acdo do laser de baixa poténcia sobre o tecido esta
relacionada a possibilidade de inibir o aparecimento de fatores quimiotaxicos
nos estagios iniciais da inflamacao; interferindo nos efeitos dos mediadores
quimicos induzidos pela inflamacédo (HAZEKI O, 1989) inibindo a sintese das
prostaglandinas (SVAASAND, 1990) e inibindo o esfincter pré-capilar atraves
de mediadores quimicos. Estudos adicionais sobre o efeito anti-inflamatorio do
laser de baixa poténcia ainda se fazem bastante necessérios.

O uso de laser na pratica clinica para o efeito anti-inflamatério em
diferentes patologias baseia-se em um numero ja razoavel de publicacdes de
carater cientifico. Nos ultimos anos, inidmeros estudos clinicos aleatorizados,
placebo-controle serdo realizados, fazendo com que a Terapia Laser ja seja
considerada como alternativa terapéutica para varias doencas (BASFORD,
2000; BJORDAL, 2008)

E importante ressaltar que muito pouco se conhece a respeito do
mecanismo de acao dos laseres infravermelhos. Neste sentido, 0os estudos
experimentais com estes comprimentos de onda assumem grande relevancia
para o esclarecimento do mecanismo de a¢éo da terapia.

Tendo em vista os dados apresentados anteriormente, a importancia da
utilizacdo de terapias ndo medicamentosas representa um fator altamente
relevante para o Sistema de Saude. No entanto, o estabelecimento de
parametros de irradiagcdo para sua utilizacdo se faz ainda necessario
(CORREA, 2007; BJORDAL; LEAL, 2008)

1.7 Acéo dairradiacdo da Luz Laser sobre tecido 6sseo

Os efeitos da luz laser sobre os tecidos comecaram a ser descritas por
Mester e cols em 1972, observando a acelerada reparacdo da ferida no 0sso.
Posteriormente, serdo realizados estudos sobre diversos modelos
experimentais envolvendo outros tecidos, onde sera ratificado tal fato (LOPES,
2006; PINHEIRO, 2004; MATSUMOTO, 2009).
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Ha diversos casos de traumas 6sseos, estes causados por acidentes de
origens diversas ou atos cirurgicos e patologias 0sseas, dentre eles os tumores
e cistos 6sseos. O efeito causado pela fototerapia de aceleracdo do reparo
0sseo pode representar um beneficio em potencial, pois: melhora o pés-
operatério do paciente, diminui o tempo de recuperacdo com sessfes de
reabilitacdo dos movimentos articulares; gera menores perdas financeiras a
economia, onde o individuo retorna ao trabalho e as atividades diarias em
menor tempo (LOPES, 2006; TORRES, 2008; STEIN, 2008; PINHEIRO, 2008;
KAZEM, 2009; RIBEIRO; BLAYA, 2008). Devido a propriedade de reparacao
tecidual acelerada, foram realizados estudos em diferentes modelos
experimentais de laboratério e estudos clinicos, na tentativa de desvendar o
mecanismo de acao e as alteracdes de sinalizagdo celular nas areas irradiadas
pela luz laser (KHADRA, 2004; NISSAN, 2006).

Indmeros trabalhos comprovam a reparagdo 0ssea acelerada com a
quantificacdo por cortes histolégicos e observacdes clinicas, porém o
mecanismo de acdo da fototerapia sobre a superficie 6ssea ndo sera bem
esclarecido, mas estudos indicam que a fototerapia ndo age diretamente na
osteossintese, mas sim cria uma série de condi¢cdes ambientais melhorando o
reparo 0sseo, acelerando a proliferacdo e diferenciacdo celular (TORRES;
STEIN; PINHEIRO, 2008).

E importante ressaltar que, para a ocorréncia da aceleracdo da
proliferacdo e diferenciagdo celular é necessario o aumento de diversas
substancias bioativas, dentre elas os fatores de crescimento e citocinas citados
anteriormente (RIBEIRO; BLAYA, 2008)

Segundo estudos, a laserterapia agiria modulando diversos processos
metabdlicos aumentando assim o potencial regenerativo dos tecidos. Em
trabalhos recentes, GERBI e cols, constataram histologicamente um menor
periodo de integracdo entre o tecido 6sseo e os biomateriais, BMPs e enxertos
0sseos liofilizados, em animais submetidos & irradiacédo laser diarios, por um
periodo de quinze dias (RIBEIRO, 2008; NISSAN, 2006).

Este e outros trabalhos observaram o mesmo efeito in vivo e in vitro,
porém, sugerem modulacdo de diversos fatores de crescimento, dentre os
quais citamos o IGF, PDGF e BMPs e diversas citocinas, como IL-138 e TNF-q,
no periodo mais inicial da reparacdo 6ssea. Além das alteracdes celulares
mencionadas, observou-se ainda que fatores teciduais como a deposicédo de
colageno tipo | e Il também apresentaram aumento consideravel (STEIN;
RIBEIRO; PINHEIRO; BLAYA, 2008; KAZEM, 2009; KHADRA, 2004; NISSAN,
2006).
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2. OBJETIVO:

- Avaliar alteracGes histologicas e biomecanicas no processo de reparo 0Sseo
em tibias de ratos apos inducéo de leséo.

- Analisar a acdo do carvao ativado e sua associagdo com terapia laser de
baixa poténcia no reparo 6sseo em tibias de ratos.

- Comparar a utilizagéo do carvao ativado com a hidroxiapatita.



22

3. MATERIAL E METODOS
3.1 Animais

Foram utilizados 35 ratos Wistar machos pesando entre 150 e 200g (+/-
60 dias de vida), com livre acesso a agua e racao, provenientes do Biotério da
Universidade Nove de Julho. Os animais foram mantidos em ambiente com
temperatura controlada e ciclo claro/escuro de 12 horas.

3.2 Grupos experimentais

Os animais foram divididos em 5 grupos de 07 animais cada e
submetidos aos tratamentos, conforme especificado abaixo:

Nao{tr:l'#ddo Tratado

| |
L] L

Carvdo ativo +

Hidroxiapatita
laser (CA+L) (HA)

Carvdo ativo
(CA)

Figura 1. Esquema dos grupos experimentais

CTL - integro: sem procedimento cirGrgico.

Nos demais grupos os animais foram submetidos ao defeito ésseo e tratados
conforme descrito abaixo:

NT — Grupo com a loja 6ssea e sem tratamento.

CA — Grupo com loja 6ssea e utilizacdo de carvao ativoCA+L — Grupo com loja
0ssea e utilizacdo de carvao ativo associado ao Laser (830nm, 6J, 100mW, 60
segundos)

HA — Grupo com loja 0ssea e utilizacdo de hidroxiapatita
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3.3 Defeito 6sseo

Os animais foram anestesiados com quetamina (90mg/Kg) e Xilazina
(10mg/Kg) e fixados em mesa de cortica. Em seguida foi realizada uma inciséo
sobre 0 0sso na parte postero-lateral da tibia a direita com a divulsdo dos
planos subcutaneos e musculares, acesso ao peridésteo do 0sso tibial na regiao
proximal e a confeccdo de furo 04 mm abaixo da articulacdo do joelho com
auxilio de broca com 05 mm de comprimento e 1.3 mm de espessura (figura 2).
Apos confeccéo do furo os animais do grupo CA receberam o carvao ativo na
regido do furo, o grupo CA+L recebeu carvao ativo no local do furo e foram
irradiados imediatamente com laser de baixa poténcia e o grupo HA recebeu
hidroxiapatita no local do furo. Apds este processo, os animais foram suturados
e retornados as caixas.

Tanto o carvao ativado quanto a hidroxiapatita foram diluidas em
solucdo salina estéril 0,9% até a formacdo de uma massa consistente e
aplicado da regido da loja 6ssea até a cobertura total do defeito induzido pela
broca cirurgica.

Figura 2: Defeito 6sseo in
3.4 Protocolo de tratame

Foi utilizado o La ade, com 0s seguintes

parametros descritos abaixo:

Grupo Comprimento Tipo de Poténcia Diametro Densidade Energia Densidade Tempo
de onda (nm) Diodo (mWw) do feixe de ) de Energia por
(cm?) poténcia (Jlecm?) ponto(s)
(W/cm?)
CA+L 830 AsGaAl 100 0.028 3.5 6 204,28 60

Figura 3: Tabela com os parametros de irradiacdo laser.
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O tratamento Laser foi realizado sobre o osso, durante sete (7) dias
intercalados apds a cirurgia.

ApGs todo protocolo experimental, os animais foram anestesiados com
hiperdose de cloridrato de Xilazina (30mg/ml) e Cloridrato de quetamina
(270mg/ml) e apos a eutanasia, o 0sso tibial foi removido e conservado para
analises morfologicas e biomecéanicas e o sangue coletado para andlise da
fosfatase alcalina.

3.5 Andlise das propriedades mecanicas 6ssea

ApGs a inducgéo da leséo, os animais foram sacrificados apds 28 dias e a
osso foi removido para posteriores analises. Parte deste material foi utilizada
imediatamente apds a retirada, nos ensaios de flexdo para a avaliacdo de suas
propriedades mecanicas. A atividade normal do osso € formada por um
conjunto de tensfes aplicadas no tecido, divididas em forcas de carregamento
e descarregamento. Desta forma, foi aplicada uma sequéncia de forcas de
carregamento e descarregamento a fim de simular as condi¢bes de tensdes
reais do 0SsoO.

Primeiramente foram realizadas as medidas de comprimento, largura e
altura da tibia. Estes valores serdo utilizados para detalhar as dimensdes do
material e padronizacdo dos resultados. As tibias foram colocadas
horizontalmente no aparelho de teste mecanico (EMIC200) para ensaio de
flexdo em 3 pontos (figuras 4 e 6).

Figura 4: Dispositivo para ensaio de flexdo em 3 pontos

Durante a padronizagéo do ensaio de flex&o, foi utilizada uma velocidade
de carregamento e descarregamento de 6 mm/min e acrescentado 0,3mm



durante cada carregamento. O ensaio de flexdo foi
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interrompido

automaticamente, apdés a ruptura O6ssea e foram analisados 0s seguintes

parametros:

- Forca de ruptura méaxima (Fmax)

- Descolamento no momento da ruptura maxima (Dmax)

- Rigidez (a)

Forga maxima de ruptura

Comportamento Linear

>
Forga (N)

Deslocamento (mm)

Curva padrio durante ensaio de tragio mecinico

]

Fmax ruptura

1]

8

@A

Desloc max.

Forga (N)

»
o

\

° 0s 1 15 2 25 3
Deslocamento (mm)

Figura 5: Gréfico do ensaio de flexdo. A) Curva tipica de registro durante a

aplicacdo das forcas de carregamento e descarregamento.

B) Curva

simplificada indicando a Forgca maxima e deslocamento no momento da

ruptura.
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Figura 6: Posicionamento do osso tibial para ensaio mecéanico.

3.6 Quantificacao de Fosfatase Alcalina no soro sanguineo circulante pelo
meétodo de ELISA.

Antes da eutanasia dos animais, foi coletado sangue sem o uso de
anticoagulante através da puncao cardiaca nos ratos. Apos 10 minutos da
coleta, o tubo contendo a amostra de sangue foi entdo centrifugado a 5.000rpm
por 03 minutos para a separacao do soro e parte vermelha do sangue; o soro
foi colocado em novo tubo, e armazenando a temperatura de —80°C até sua
utilizacao.

A reacdo para deteccdo dos niveis de fosfatase alcalina segue as
seguintes etapas:

Primeiramente, a solu¢do tampao (DEA) é preparada e incubada por
alguns minutos. Enquanto ocorre a incubacdo, em placa de ELISA, coloca-se
2ul da amostra em cada poco da placa e a este é adicionado 200ul do
reagente Unico, previamente incubado.

A absorbancia é feita no comprimento de onda 405nm a 37°C, no
periodo de 03 minutos e 20 segundos, iniciando a leitura 20 segundos apés
comeco da reacdo, havendo outras leituras em 1, 2 e 3 minutos apos a primeira
leitura, o célculo é feito pela absorbancia de Fosfatase alcalina (U/l) a 405 nm =
AA/min x 5.460. Os valores séo determinados a partir da diferenca da média de
Absorbéancia/min (AA/min), subtraindo cada leitura da anterior e fazendo a
média dos valores.

3.7 Andlise Histolbgica — Microscopia de luz (6ptica)

As amostras do tecido foram fixadas em formol a 10% por um periodo de
72 horas. Posteriormente as amostras foram desidratadas e submetidas a uma
série gradativa de banhos de alcool, comegando com 50% e progredindo até o
alcool absoluto 100% (SYNTH). Em seguida o tecido foi diafanizado com Xilol
por 4 horas (SYNTH) para impregnacao (embebicao) e inclusdo em Paraplast
® das amostras. Em seguida, foram colocadas em recipientes de aluminio
adequados, com Paraplast ® fundido por 4 horas. Apdés a impregnacdo, as
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amostras foram colocadas em um pequeno recipiente coberto com parafina e
deixadas para solidificar, formando um bloco contendo o tecido. Para a
microtomia foram realizados cortes com 5 pum de espessura em micrétomo
LEICA RM 2125 RT. Uma vez precedido o preparo das amostras os cortes
foram colocados em laminas para serem corados, com Hematoxilina-Eosina
(H.E.). ApOs a coloracdo os cortes foram montados em laminas permanentes
para posteriores analises em microscopio 6ptico e fotografados através de
sistema de microfotografia (Olympus System Microscope Model CX 41 -
Olympus PM10SP Automatic Photomicrographic System).

3.8 Analise Estatistica

Os dados foram descritos em valores médios com 0s respectivos
desvios padrao. Foram analisados tanto em seus valores absolutos como a sua
variacdo em percentual, a partir dos valores obtidos nas analises biomecanicas
e bioquimicas. Para os dados paramétricos, foi utilizado o teste de ANOVA com
post-hoc Tukey-Kramer. O nivel de significancia estatistico foi para p<0,05.
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4- RESULTADOS

Apbs a inducao das lojas 6sseas e aos diversos tratamentos, 0S 0SS0s e
0 sangue foram utilizados para andlises bioquimicas, histologicas e de ensaios
de flexao.

A partir das laminas histoldgicas, foram obtidas as imagens a seguir.

Na figura 7 podemos observar um corte transversal da tibia indicando a
regido (1), a regido medular (2) e a presenca tanto de osteocitos (seta preta)
guanto de endosteo (seta vermelha).

Figura 7: Corte histoldgico transversal da tibia direita do grupo CTL. (400X).
Regido cortical (1) e medular (2). Presenca de osteocito (seta preta) e endosteo
(seta vermelha).

Na figura 8, podemos observar um corte histolégico do grupo onde a
lesdo foi induzida e n&o foi realizado nenhum tratamento. Nesta imagem
podemos observar a presenca ainda de calo 6sseo (seta vermelha), mais ao
lado outra regido ainda com desorganizacdo 6ssea (seta preta) e a presenca
de cartilagem 6ssea que serda substituida pelo tecido maduro.
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Figura 8: Corte histoldgico transversal da tibia direita do grupo NT. (200X). Calo
0sseo (seta vermelha), tecido 6sseo de transicdo (seta preta), cartilagem 6ssea
(seta azul) e osteocito (circulo).



30

Na figura 9 observamos um tecido ésseo mais organizado com a
presenca de canais de Havers (seta preta), osteocitos (circulo) e alguns
fragmentos do carvao utilizado no tratamento (seta vermelha).

Figura 9: Corte histologico transversal da tibia direita do grupo CA. (200X).
Canal de Havers (seta preta), fragmentos de carvao ativado (seta vermelha) e
osteocitos (circulo).
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Na figura 10 é possivel observar um tecido também organizado, com a
presenca de varios canais de Havers (seta preta) e formacgéo de tecido ésseo
maduro (seta vermelha). Podemos observar também a presenca de osteocitos
(circulo) distribuidos de forma mais homogénea, como apresentado também na
figura 9.

Figura 10: Corte histoldgico transversal da tibia direita do grupo CA+L. (200X).
Canal de Havers (seta preta), formacdo de tecido maduro (seta vermelha) e
osteocito (circulo).
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Na figura 11 podemos observar a presenca de osteocitos (circulo) e
canais de Havers (seta preta). Podemos observar ainda a substituicdo da
cartilagem 6ssea pelo tecido maduro (seta vermelha) e a substituicdo do calo
primério para o calo secundario (seta azul).

Figura 11: Corte histoldgico transversal da tibia direita do grupo HA. (200X).
Canal de Havers (seta preta), cartilagem Ossea (seta vermelha), calo ésseo
(seta azul) e osteocito (circulo).
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Na figura 12, é apresentado o grafico dos niveis de fosfatase alcalina no
sangue dos animais, durante o processo de reparo 0sseo. Todos 0S grupos
apresentaram aumento da fosfatase alcalina quando comparados ao grupo
controle. O grupo lesionado e tratado com carvao ativado apresentou uma

reducao significativa quando comparado ao grupo nao tratado.
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Figura 12: Niveis de fosfatase alcalina. Grupos Controle (CTL), ndo tratado
(NT), grupo tratado com carvao ativado (CA), com hidroxiapatita (HA) ou com
associacao entre carvao ativado e laserterapia (CA+L). *** p<0,001 vs CTL, #

p<0,05 vs NT.
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Na figura 13 observamos o grafico da forma maxima de flexdo no
momento da ruptura 0ssea. Podemos observar neste grafico que todos os
grupos apresentaram reducdo da forca maxima de flexdo em comparagdo ao
grupo controle. O grupo tratado com carvao ativo apresentou aumento desta
forca quando comparado ao grupo ndo tratado. Ao contrario, o grupo tratado
com hidroxiapatita apresentou reducdo desta forgca, mesmo quando comparado
ao grupo néo tratado.
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Figura 13: Grafico da forca maxima de flexdo no momento da ruptura Gssea.
Grupos Controle (CTL), néo tratado (NT), grupo tratado com carvao ativado
(CA), com hidroxiapatita (HA) ou com associacdo entre carvdo ativado e
laserterapia (CA+L). *** p<0,001 vs CTL, ## p<0,01 e ### p<0,001 vs NT.
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Na figura 14 observamos o deslocamento maximo atingido no momento
da ruptura. Nenhum dos grupos onde a loja 6ssea foi induzida ndo apresentou
alteracao deste deslocamento.
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Figura 14: Grafico do deslocamento maximo no momento da ruptura 6ssea.
Grupos Controle (CTL), ndo tratado (NT), grupo tratado com carvao ativado
(CA), com hidroxiapatita (HA) ou com associacdo entre carvdo ativado e
laserterapia (CA+L).
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Na figura 15 observamos a relacdo entre os graficos apresentados na
figura 13 e 14. Neste grafico podemos observar que o grupo ndo tratado
apresentou um deslocamento para a esquerda, indicando uma menor forga de
flexdo. O grupo tratado com carvao ativado apresentou uma posicdo mais
proxima do tecido saudavel (CTL). O grupo HA apresentou um deslocamento
para a direita, porem, com reducédo da forca de flexao.
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Figura 15: Grafico da relacdo entre a forca maxima de flexdo 6ssea com o
deslocamento maximo no momento da ruptura 6ssea.. Grupos Controle (CTL),
nao tratado (NT), grupo tratado com carvao ativado (CA), com hidroxiapatita
(HA) ou com associacéo entre carvao ativado e laserterapia (CA+L).
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5- DISCUSSAO

Alteracdes Osseas como fraturas e/ou reabsor¢cdes O0sseas geralmente
levam a um processo de recuperacdo longo e doloroso. Existe um grande
interesse em buscar tratamentos que auxiliem a reparagdo 6ssea e promovam
uma recuperacao mais rapida do paciente as suas atividades diarias normais.

Na fratura e durante a reconstrucdo 0ssea 0s pacientes geralmente
sado internados afim de reestabelecer a correta funcdo do osso lesionado e
independentemente da parte do corpo afetada, este processo de reconstrucao
O0ssea pode durar véarios dias de internagcdo chegando a meses ou anos de
recuperacdo da funcdo éssea normal e em alguns casos sdo necessarios mais
de um procedimento para o correto reestabelecimento da integridade 6ssea
(RENNO, 2007; CROSS; ZAPATA; WOLFORD; RUSTEMEYER, 2011)

Neste trabalho foi escolhido um modelo de leséo 0ssea confeccionada a
partir de uma broca cirdrgica e neste local de lesdo, chamado loja 6ssea, foi
utilizado o carvéo ativado como biomaterial para analise de sua capacidade de
reparo 6sseo. Foi utilizado também o laser de baixa poténcia como terapia
auxiliar na fase inflamatéria em associa¢cao com a utilizacéo do carvao ativado.

Como comentado anteriormente, o carvdo ativado apresenta algumas
propriedades interessantes para sua utilizacdo na area médica. Primeiramente,
ele é formado por uma grande quantidade de poros de diferentes didametros e e
uma superficie otimizada fazendo com que este produto apresente interacao
com compostos externos, por exemplo, na adsorcdo de poluentes, farmacos, e
neste caso, estimulando o reparo 0sseo, provavelmente servindo como um
catalizador fisico para a proliferacdo celular. Ja a hidroxiapatita foi utilizada
como biomaterial por ser uma substancia conhecida pelos profissionais da area
de salde para a promocao de enxertos 0sseos, auxiliando no reparo 6sseo.

O reparo 6sseo foi analisado 28 dias ap6s a lesdo é6ssea e foram
mensurados 0s niveis de fosfatase alcalina, padrbes histolégicos e
propriedades mecéanicas como a forca de flexdo maxima no momento da
ruptura e a capacidade de deformacédo descrita pelos valores do deslocamento
do tecido na maquina de ensaios mecanicos.

Em relacdo a escolha de nossos métodos, sdo poucos os trabalhos
que relacionam alteracBes histoldgicas e bioquimicas com as alteracfes das
propriedades mecanicas 6sseas durante o reparo (NASCIMENTO; KAZEM,
2010)

A partir destes indicadores, apresentamos alguns resultados
relacionando aspectos histolégicos e biomecanicos.

A partir destes resultados foi possivel observar uma melhora no reparo
0sseo quando utilizamos o carvdo ativado. Ao contrario, na associacdo do
carvao ativado com laserterapia ou na utilizagdo da hidroxiapatita, o tecido
0sseo apresentou menor resisténcia as forcas de flexdo durante o ensaio
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biomecanico, apesar de mostrarem tendéncia na reducao de fosfatase alcalina
e aspectos histologicos que indicaram reparo 6sseo em diferentes niveis.

E conhecido que a laserterapia pode auxiliar o reparo 6sseo em
animais de pequeno porte (NASCIMENTO, 2010)
e esta melhora estaria relacionada, por exemplo, ao aumento dos niveis de
calcitonina (KAZEM, 2010)

Porém, quando pensamos em aplicacdo clinicas da laserterapia
deparamos com diferentes parametros de irradiacdo que dificulta sua
padronizacdo e indicacdo clinica. Assim, a preocupacdo com a dosimetria €
fundamental para se definir parametros de irradiacdo seguros e eficazes na
utilizagdo do laser de baixa intensidade (MESTER, 2013; TUBY et al, 2013;
ALVES et al, 2013).

Neste trabalho escolhemos utilizar o laser de baixa poténcia 830nm com
energia de 6 Joules, poténcia de 100mW e tempo de irradiacdo de 60
segundos. Estes parametros ja foram utilizados em trabalhos anteriores em
que a partir do 28° dia apés a inducéo da lesao foi observado um processo de
reparo adiantado, com a presenca de calo 6sseo maduro e formacédo completa
do osso antes lesionado, restando apenas a retomada da arquitetura inicial.
(PALLOTTA, 2014)

Outro fator importante do reparo 6sseo estd na relacdo dos niveis de

fosfatase alcalina com a deposicdo de hidroxiapatita no osso. A deposicao
gradual de hidroxiapatita na matriz extracelular € uma etapa normal que
interfere na atividade dos osteocitos além de alterar a deposi¢ao e reabsorcao
Ossea. Neste sentido, a fosfatase alcalina tem um papel fundamental, pois
hidroliza o pirofosfato e fornece fosfato inorganico (ORIMO, 2010).
Apds o processo lesivo, os niveis de fosfatase alcalina aumentam
gradativamente até atingir seu pico no final da 2% semana. A partir dai, a
formacdo Ossea € reduzida sendo substituida em parte pela remodelacao
O0ssea e o0s niveis de fosfatase alcalina retornam aos niveis fisiolégicos,
necessarios apenas para a manutencao 6ssea.

Assim, a terapia com laser de baixa poténcia pode estimular a producéo

de fosfatase alcalina pelos osteoblastos nas fases iniciais do processo lesivo,
alterando o tempo de reparo 6sseo (DA SILVA, 2011; SARACINO, 2009).
No ambito celular, a laserterapia pode atuar no reparo 6sseo inibindo o
recrutamento de células osteoprogenitoras e aumentando a ativacdo de
osteoclastos, diminuindo a deposicdo de matriz extracelular e estimulando o
remodelamento 0sseo.

Os resultados histologicos nos forneceram informacdes importantes da
progressao do reparo 0sseo nos diferentes tratamentos. No grupo CTL, como
esperado, 0s osteocitos estdo distribuidos de maneira homogénea em todo o
tecido 6sseo maduro e existe uma divisdo adequada entre a camada cortical e
medular, com a presenca de endosteo nesta delimitacdo. No grupo NT foi
observado ainda areas com reabsorcéo ossea, bem como regides de transicao
de osso primario para secundario. Este resultado em conjunto com 0s niveis
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aumentados de fostatase alcalina mostra que a regido da leséo esta ainda em
fase de formacgdo d6ssea. A reducdo da forca de flexdo no grupo NT apenas
confirma a presenca de um tecido ainda fragil que caminha de forma mais lenta
para o reparo 0sseo.

Os resultados histolégicos do grupo CA mostra um processo adiantado
do reparo. E possivel observar a presenca de canais de Havers e osteocitos
distribuidos sobre um tecido 6sseo organizado e homogéneo. A reducédo dos
niveis de fosfatase alcalina sugere que existe uma menor deposi¢cdo de 0sso
local, e dependendo da fase que o reparo esta, sua reducdo pode modular a
fase de remodelacdo 6ssea seja por retardar ou acelerar o reparo ésseo (DA
SILVA, 2011; SARACINO, 2009). Neste caso, A reducdo dos niveis de
fosfatase alcalina no grupo CA sugere uma melhora no processo de reparo, 0
que afirmado pela melhora na forca maxima de flexdo. Todo este cenério
sugere que o carvao ativado apresenta caracteristicas que favorecem sua
utilizacdo como substituto 6sseo.

Estes aspectos histologicos favoraveis para o reparo 0sseo também séo
encontrados no grupo CA+L onde € possivel observar a disposicdo homogénea
tanto de osteocitos quanto de canais de Havers. Porém, os niveis de fosfatase
alcalina n&o foram reduziddos signifativamente em comparagédo ao grupo NT,
estando longe dos niveis normais encontrados no grupo CTL. A forga de flex&o
também mostrou alterada, com valores proximos ao grupo NT, porém com uma
capacidade de deformac&o maior, observada pelo aumento do deslocamento
em relacdo ao grupo NT.

A laserterapia € conhecida pela sua acdo moduladora, alterando a
resposta celular e reduzindo o processo inflamatério. O laser pode ainda
aumentar a reabsorcdo 0ssea, retardando o processo de reparo tecidual, fator
que pode promover a readequacdo da formagcdo Ossea do original
(SIMUNOVIFA, 2010; PALLOTTA, 2011).

O tratamento com Hidroxiapatita (HA) também apresentou uma
velocidade de reparo mais lenta, com a presenca de regides ainda de transicao
entre cartilagem é6ssea e do tecido 6sseo maduro e a reducgéo da forca maxima
de flexdo para valores ainda menores que o grupo NT. Na fase inicial da lesdo
(fase inflamatéria) é observado intenso infiltrado inflamatério com respectiva
necrose celular. Este cenario é revertido 2 semanas ap0s um processo lesivo,
guando ocorre intensa formacgéo e deposicao de hidroxiapatita. Os resultados
encontrados no grupo HA sugerem que talvez a presenca de quantidades
maiores de hidroxiapatita reduza a atividade da fosfatase alcalina em algum
momento, prejudicando a processo de reparo 6sseo adequado no tempo
estudado.

Nossos resultados demonstraram que os tratamentos utilizados dos
diferentes grupos (CA, CA+L e HA) alteram o curso morfofuncional do reparo
0sseo, acelerando o processo de reparo no grupo CA ou reduzindo este
processo no grupo HA. No entanto, seria importante avaliar o comportamento
histologico, bioquimico e biomecéanico do laser isoladamente.
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Além disso, mesmo sabendo que o carvao ativado ja é utilizado como
estratégia terapéutica na desintoxicacdo por hiperdosagem de varios farmacos
controlados, a utilizagdo do carvao ativado como biomaterial merece estudos
mais aprofundados que verifiguem a interacdo deste produto com o organismo.

Outra limitagdo deste trabalho seria a necessidade de incluir um grupo
de tratamento exclusivo com laser de baixa poténcia, a fim de avaliar sua
interferéncia isolada frente ao reparo 6sseo.
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6- CONCLUSAO

A partir dos resultados e dos embasamentos tedricos aqui apresentados,
podemos concluir que o modelo de lesdo 0ssea utilizado neste trabalho reduziu
algumas propriedades mecéanicas pela reducdo da forca de flexdo, pelo
aumento dos niveis de fosfatase alcalina e pelo cenario apresentado nas
analise histolégicas com presenca de um tecido 6sseo desorganizado e com
atraso no reparo 0sseo.

O tratamento com carvao ativado mostrou uma melhora no processo de
reparo 0Sseo.

O grupo onde houve a associacao entre a utilizagéo de carvao ativado e
irradiacdo laser, apresentou melhoras histolégicas, porém com reducdo da
forca de flexdo. O tratamento com hidroxiapatita apresentou uma qualidade do
reparo menor que 0s outros tratamentos.
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The bone defects are caused bf several factors and the repair process can be zlow,
where infammatorf and profiferative phazes of remodeling of thiz tizzue are extremelf
important for the qualitf of the repair. There are zaveral therapies where the main is
the surgerf and in thiz case, the use of bone zubstitutes can b indicated. However the
repair process maf reguire assictance. Thus, the uze of actvated charcoal az bone
subsztitute when the implementstion cf low-power lazer to aid bone repair can be an
akemative 1o these problems. The aim of this studf was to vendf the us= of activated
carbon 25 bone substitute and the interaction with the lazer in the process of bone
repair in rat tbias, aszezzing biochemical, hiztological and biomechanical changes.
Material and methods: male wistar rats, 35 were uzed between 180 g to 200 g, with 3
months of age. The animalz wers anazthetized with k=tamine hf drochionde and
Aszocation (90mgKg and 10mgKg, IP). Once anesthetized, the animals were put on
zurgical table, the shin was dizsected and were made monocorscal bone defacts in the
central region of the right tibia of mice. Immediatelf after surgerf the rats were
randomized and divided into the following groups: contro! {CTL), untrested Injurf (NT),
Lesion treated with activated carbon (CA), Lesion treated with association of activated
carbon and laser B30nm, 6J-100mW (CA+L) and injurf treated with Hfdroxfapatie
{HA). After 28 daf= the animals ware suthanzed with cverdaze of the same anasthetic,
blood was collected and the thia was taken for biochemical, hi pcal and
biomechanical analfsiz. Committee of athics: ANOO462014-UNINOVE. Rezults: the NT
group reduction in bending forces and hiztclogical changes related to dizorganzation
of e tzzue. The groups showed no CA+L and HA impraves mechanical properties,
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however, the CA#L group presenied histological aspects of improvement. Onlf the CA
group pres=rbed better flexion forces, related with improvement of histological azpects
and reduced levels of alkaline phosphatase. The NT groups, CA+L and HA pres=med
high alaline phasphatse levels. Conclusion: the us= of actrabed carbon seems to
improve the bone repair induced in dis-s'h.ldf.The laser azsociation with actvaied
carbon showed no improvement of biomechanical properties in spit= of the histological
results have a better aspact.
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The bone defects are caused by several factors and the repair process can be show,
where inflammatory and prolferatve phases of remodeling of this tissue are
extremely important for the quality of the repair. There are several therapies where
the main s the surgery and in this case, the use of bone substitutes can be ndicated.
Howewer the repair process may require assistance. Thus, the use of actvated
charcoal as bone substitute when the implementation of low-power laser to aid bone
repair can be an altemative to these problems. The am of this study was to verfty the
use of activated carbon as bone substitute and the interasction with the laser in the
process of bone repair i rat tibias, assessing biochemical, histological and
biomechanical changes. Matenial and methods: male wistar rats, 35 wers used
between 150 g to 200 g, with 3 months of age. The animalks were anesthetzed with
kztamine hydrochloride and Association [B0mg¥g and 10mg@Hg, IP). Once
anesthefized, the animals were put on surgical table, the skin was dissected and
were made monocortical bone defects in the central region of the Aght tibia of mice.
Immediately after sungery the rats were randomized and divided into the following
groups: control {CTL), unmeated Injury (NT). Lesion freated with actvated carbon
{CA), Lesion treated with association of actvated carbon and laser E30nm, 8J-
100mW ([CA+L) and injury freated with Hydroxyapatte (HA)L After 2B days the
animals were euthanized with overdose of the same anesthetic, blood was collected
and the thia was taken for biochemical, histological and biomechanical anakysis.
Committes of ethics: ANDIMG2014-UNINOVE. Results: the NT group reduction in
bending forces and histolegical changes related to disorganization of the tissue. The
groups showed no CA+L and HA improves mechanical properties, howewer, the
iCA+L group presented histological aspects of improwement Only the CA group
presented better flexion forces, related with improvement of histological aspects and
reduced lewels of alkaline phosphatase. The NT groups, CA+L and HA presented
high alkaline phosphatase lewels. Conclusion: the use of actvated carbon seems o
mprove the bone repair mduced n this sbudy. The laser association with actvated
carpon showed no improvement of bicmechanical properties in spite of the
histological resulis have a better aspect.

Heywords: bone repair, bow bevel laser, actvated carbon, mechanical properies.

1- Introduction

Bone repar is a process that remember aspects of the development and growth
of the skeleton, mwolving several exfracellular, cellular components and growth
factors. The cellular events involved in bone repair can be observed throwgh the
determination of the levels of certam mflammatory factors, vascular, osteochondral
precarsors and ostecclasts and molecular throwgh the presence of cerain Pro-
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Inflammatory Cytokines, growth factors pro-osteogénicos and angiogenic factors;
responsible for recrutment and to stmulate cellular differentiaton and growth
(FAVARO-PIPI, 2010; HADJIARGYROQOU, 2002)

The bone fractures can cause varous tissue damage around as: smtation n the
nerve endings (pain), bleeding, muscde spasms and deformibes n some cases
{SHINDELER: NIKOLIDAKIS, 2008).

The treatment is very broad and depends on the diagnosis and the extent of the
damage, but in cases of bone loss. bioreplacements are used. However, it is
mportant to control the inflammatory process to direct for a better repair.

Activated carbon is 3 solid porous containing coal mining sites accessible for the
occurrence of the phenomenon of adsorption or chemica reactions (MARSH H,
1087).

Actvated carbon are excellent and versatile adsorbents, due to its porosity highly
developed beyond a high intemal surface area causing the matenal to be effectve in
different appiication fields (MARSH H, 1897).

These specific characteristics of activated carbon associated with the fact that itis
considered 3 low-cost maternial would be an important factor for use in the medical
field, for example, 35 bone substitute used in lesions in this tissue.

The use of laser n cinical practice for the anti-inflammatory effect in different
pathologies is based on a reasonable number of publications of scientfic character,
causing the Laser Therapy is considersed as an altemative therapy for various
diseases {BASFORD, 2000: BJORDAL, 2008).

The effect caused by phototherapy in the acceleration of bone healing can represent
a3 potental benefit, because: the patent's postopesrative mprovement decreases
recovery time with rehabilitaton sessions of joint movements; generates smaller
financial losses to the economy, where the indivicual retums to work and daily
activities in less tme (LEE, 2008; TORRES, 2008; STEIN. 2008; PATEL, 2008;
KAZEM. 2008; RIBEIRO; BLAYA, 2008).

2- Objective

The aim of this study was to evaluate the histological and biochemical, biomechanical
changes in the process of bone repair in rat thia after mduction of injury and the
action of activated carbon usage associated with laser therapy on bone repair in rat
tibia.

3-MATERIAL AND METHODS
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We used 35 male Wistar rats weighing between 150 and 200 g from University Move
de Julho. Comité de ética ANDI4E2014.

The animals were divided into 5 growps of animals each O7: (CTL) without surgical
procedure, (MT) Group with the bone store and without treatment. (CA) Group with
bone store and use of active carbon. (CA+L) Group with bone store and use active
carbon associated to 8230nm Laser, 6J, 100mW (Figure 1) (HA) Group with bone
store and use of hydrograpatite.

o FIGLURA 10

The animals were anesthetized with Ketamine (80mgiKg) and Xylazine (10mgKg)
and then an incision was performed on the bone at the post-tibial side to the right
with divulsion of subcutanecus and muscle plans, acocess to the penosteumn of the
tibial bone i proximal region and making hole 04 mm below the knee ot with the
aid of drll with 05 mm in length and 1.3 mm thick. After making the hole Group [CA)
receved the actwe coal in the hole, the Group (CA:L) received in-place achve
carbon and hole were imadiated immediately with bow-power laser and the Group
received hydrosyapatite (HA) at the location of the hole. After this process, the
animals were sutwred and retumed the boxes. All the animals were euthanized afier
2B days. The blood and the bone were collected for analysis.

Both the activated carbon as hydroxyapatite were diluted in sterile saline sclution 0.8
untd the formation of a grease and applied in the region of bone store wndl full
coverage of defect induced by swngical drill. LLLT was held after the bone injury and
mamntained for 7 days with occasional mmadiaton, at the site of injury.
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Analysis of bone mechanical properties

After the inducton of the lesion. the animals were sacrificed after 28 days and the
bone was removed for further analysis. Part of this matenal was used immediately
after the withdrawal, bending tests for the evaluation of ther mechanical properties.
The nomal actvity of the bone consists of 3 set of applied voltages n the tissue,
divided into forces of loading and unloading. In this way, it was applied 3 sequence of
loading and unloading forces in order to simulate real tension conditons of the bone.

First were the measures of length, width and height of the tibia. These values wil be
used to detal the material dmensions and standardization of results. The tibias were
placed horizontally on the appliance of mechanical testing (EMIC200} for bending
test on 3 points. Was used a speed of loading and unloading of min binding sze 6
and added 0, 3 mm for esch shipment The bending test was interrupted
automatically after bone breakage and the followng parameters were analyzed:
maximum breaking force (Fmax), offset in the tme of maxmum break (Dmax).
stiffness (a).

Quantification of alkaline phosphatase in blood serum stock by ELISA
method.

Before the euthanasia of anmals, blood was collected without the use of blood
thinners through cardiac puncture in mice. After 10 minutes of collecting, the tube
containing the blood sampie was then centrifuged at 5,000 rpm for 03 minutes for
serum separation and red part of the blood; the serum was placed in 3 new ube, and
storing at a temperature of-80° C untd their use.

The reaction for detection of alkalne phosphatase levels follows the following
steps: the buffer (DEA) is prepared and incubated for a few minutes. Whis incubation
occurs in ELISA plate, put 2 ul of the sample in each well of the plate and to ths is
added 200 p | of reagent only previously incubated.

The absorbance is done at a wavelength 405nm to 37° C, in the period from
03 minutes and 20 seconds, starting reading 20 seconds after beginning of the
reaction, with other readings in 1, 2 and 3 minutes after the first reading. the
calculation is made by absorbance of alkaline phosphatase (Ul) to 405 nm A Amin x
5,460. The values are determined from the difference of the average Absorbanciamin

(A Amin), subtracting each previous reading and the values averaged.

Histological Analysis
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Were performed standard procedures and preparation of the matenal, including the
decalcification of bone to allow the histological cut. After all the preparation. cuts
were made with 5 um of thickness in LEICA microtome RM 2125 RT. The samples in
the shdes were staned with hematoxylin-Eosin (H E) for analysis of cellular
structures.

Statistical Analysis

The data were described in mean values with the respective standard deviations.
Were analyzed n both their absolute valuss as their varnation in percentage, from the
values obtained in the biomechanical and biochemical analyses. For the parametric
data, ANOVA test was used with (post-hoc Tukey-Kramer) The statistical
signficance level p<0.05.

4-RESULTs

As commented previously, after the induction of bone stores and the varous
treatments, the bones and the blood were used for biochemical analyses, and
histological tests of flexion. From the histological shides were obtained the following

mages.

FIGURE 2

In Figure 2ZA we can observe a cross-section of tibia indicating the region (1),
the Medullary region (2} and the presence of osteocytes (black armow) and endosteal
{red ammow).

In Figure 2B, we can observe a histological cut of the group where the injury
was induced and no treatment was not performed. In this image we can still observe
the presence of callus {red arrow), next another region with bone disorganization
{black arrow) and the presence of bone cartilage will be replaced by mature tissus.

In Figure 2 we see 3 more organzed bone tissue with the presence of canals
of Havers (black arrow), osteocytess {circie) and a few fragments of actvated carbon
usad in treatment (red arow).
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In Figure 20 is possible to obsene the tissus also organized, with the
presence of several canals of Havers (black amow) and mature bone tissue formation
{red amow ). We can also observe the presence of osteocytes (crcle ) disimbuted more
homogeneously, as shown in Figure 8.

In Figure 2E shows the presence of osteocytes (circke) and Hawvers canals
(black amow). We can still obseree the replacement of carflage by bone tissue ripe
{red arrow) and the replacement of the calluses primary o secondary callus (blue
arTo ).

In Figure 2F, is presented the graph levels of alkaline phosphatase n the
blood of animals, during the process of bone repair. AN groups showed increased
alkaline phosphatase when compared to the control group. The Growp njured and
treated with activated carbon presented a significant reduction when compared to the
untreated group.

In Figure 3A observe the mazmum bending shape chart at the time of bone
rupture. We can see in this graph that all groups showed a reduction of the masimum
bending strength comparsd to the control group. The group treated with active
carton increased this srength when compared to the unireated group. On the
confrary, the group treated with hydroxyapatite reduction of this power, even when
compared to te unireated group.

In Figure 3B obserss the maximum displacement reached at the tme of
rupture. Mone of the groups where the bone store was nduced showed no change of
this offset.

In Figure 2 we noted the relationship between the graphics presented in
Figure 13 and 14. In this graph we can s=e that the untreated group showed a shift to
the beft, indicating a lower bending force. The group reated with activated carbon
presented a position closer to the healthy tissue (CTL). The HA has an offset o the
right, however, with reduction of bending force.

3-DISCUSSION

Bone alierations as eou bone resomplion fractures ofien lead to a long and
painful recovery process. There is a great interest in getting treatments that help the
one repar and promote a faster recowery for the patient to ther normal daily
activities.

On fracture and during the bone reconstruction patients are wsually
hospitalized in order to re-establish the correct function of the injured bone and
regardless of the affected body part, this process of bone reconstruction may last for
several days of hospitalization to months or years of recovery of nommal bone
function and in some cases more than one procedure are necessary for the comect
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establishment of bone ntegnty (MAGAPPAN, 2007; CROSS; ZAPATA; WOLFORD:
RUSTEMEYER. 2011).

In this work, we picked a bone lesion model made from a swegical drill and in
this place of injury, called bone store, actvated carbon was used as biomatenal for
bone repair capacity. it was also used as a low level laser therapy help in the
mflammatory phase in association with the use of activated carbon.

As commented previously, the activated carbon presents some intersesting
properties for its use in the medical field. First, it is formed by a large number of pores
of different diameters and and an optmized surface causing this product present
mteraction with external compownds, for example. on pollutant adsomption,
pharmaceuticals, and in this case, stimulating bone repair, probably serving as a
catalyst for physical cellular proliferation. Alkeady the hydroxyapatite was used as
biomaterial for being a substance known by health professionals for the promotion of
bone grafts, aiding in bone repair.

Bone healing was analyzed 2B days after injury were measured and bone
alkaline phosphatase lewels, histodogic pattem and mechanical properties as the
maximuwm flexion force at the time of rupture and the deformation capacity described
by tisswe displacement values in mechanical testing machine.

Regarding the choice of ow methods, there are few jobs that relate
biochemical and histological changes with changes of mechanical properties during
bone repair (birth; KAZEM, 2010).

From these results it was possible to observe an improvement in bone repair
when using activated carbon. On the contrary, in the Association of activated carbon
with laser therapy or the use of hydrooyapatite, the bone tissue showsd lowsr
resistance o bending forces duning biomechanical test, despite showing trend n
reduction of alkaline phosphatase and histodogical aspecis that indicate bone repair
at different levels.

It is known that llt can aid bone repair in small animals (BIRTH, 2010) and this
mprovemnent would be related, for example, to noeased levels of calcitonin
(KAZEM, 2010).

Howewer, when we think about clinical application of Bt are faced with different
rradiation parameters that hinders their standardization and dinical ndication. Thus,
the concem with the dosimetry is fundamental to define parameters of irradiation safe
and effective in the use of low-mtensity laser (MESTER, 2013; TUBY =t al, 2013;
ALVES etal, 2013

In this work we use the low-power laser B30nm with & Energy Joules, power of
100mW and iradiation tme of 80 seconds. These parameters have already been
used in previcus works in that from the 28th day after the induction of njury was
observed a repair process in adwance, with the presence of callus mature and
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complete formation of the bone before njured, leaving only the resumption of the
mitial archibecture. (FALLOTTA, 2014).

Another important factor of bone repar s m the relationship between alkaline
phosphatase levels with the deposition of hydroxyapatite in the bone. The gradual
deposition of hydroayapatite on exiracellular mairix is a normal step that interderes
with the activity of osteocitos and change the depasition and bone resorption. In this
sense, the alkaline phosphatase has a fundamental role, because hydrolyses the

pyrophosphate and provides inorganic phosphate (QRIMO, 2010},

After the harmful process, alkaline phosphatase levels increase gradually untl
it reaches its peak at the end of the 2nd week. From there, bone formation is reduced
being replaced in part by bone remodeling and alkaline phosphatase levels retum to
physiolegical kevels, required only for bone mantenance.

Thus, the low-power laser therapy can stimulate the production of alkaline
phosphatase by ostecblasts in the early stages of hanmful process, changing the time
of bone repair (DA SILVA, 2011; SARACING, 2000).

Under phone, It can act on bone repawr by inhibiting recruitment of
osteoprogenior cells and increasing the activation of osteoclasts, decreasing the
depositien of extracellular matrix and stimulating the bone remodeling.

The histological resuls prowided us with important information on the
progressicn of bone repair in different treatments. In CTL group. as expected, the
osteocytes are distributed in homogeneous way throughout the mature bone tissue
and there is a division betwesn the cortical and Medullary layer, with the presence of
endosteas in this demarcation. In the NT group was observed even with osseous
resorption areas, as well as transition regions of primary to secondary bone. This
result. in conjunchtion with the increased levels of alkaline fostatase shows that the
mjury is still in the process of bone formation. The reduction in the strength of
bending in the MT group only confirms the presence of a still fragile fabric that walks
more skowly for bone repair.

The histological findings of the CA group shows an early repair process. It is
possible o ocbseree the presence of Havers canals and osteocytess distributed owver
a bone tissue organized and homogeneous. To reduce the bevels of alkaline
phosphatase suggesis that there is a smaller local bone deposition, and depending
on the stage that the repair is. its reduction can modulate the phase of bone
remaodeling is by slow or accelerate the bone repair (DA SILVA, 2011; SARACING,
20080 In this case, the reduction of the levels of alkaline phosphatase in the CA
Group swggests an improvement in the repair process, which affimed by
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mprovement in flexural maximem strength. This whole scenaro suggests that the
activated carbon presents characteristics that Savor their use as bone substitute.

These histological aspects favorable for bone repar are also found in the
Ca+l group where you can se= the layout of both osteocytes and homogensous
Hawers canals. Howswer, the alkaline phosphatase lewels were not reduziddos
signifativamente compared to NT group. being away from the nomal levels fownd in
the CTL. Bending strength also showed altered, with values near the NT group, but
with a langer deformation capacity. observed by increasing the offset in relation to the
NT group.

LLLT s known for its modulating action, changing the cellular response and
reducang the inflammatory process. The laser can still increase bone resorption,
slowing the process of tissws repair, who factor can promote the readjustment of the
orginal bone formaton (SIMUNCVIFA, 2010; PALLOTTA, 2011

Treatment with Hydroxyapatite (HA) also presented a speed skower repair,
with the presence of fransition still regions between bone and cardilage of the mature
bone tissue and reducing the maxzimwm strength for flegon values stll smaller than
the MT group. in the mitial phase of the lesion (inflammatory phase) is obsenved
mitense inflammatory infiltrate with its cellular necrosis. This scenario is reversed 2
weeks after a hamful process, when intense formation and depositon of
hydroxyapatite. The results found in the HA suggests that perhaps the presence of
Larger amounts of hydroxyapatite reduce alkaline phosphatase activity at some point,
damagng the appropriate bone in repar process time studied.

Cwr results showed that the treatments used for different groups (CA. CA+L
and HA) alter the morpho-functional bone repar cowrse, accslerating the repair
process in the CA group or reducing this process in HA. Howewver, it would be
mportant to evaluate the histological, bicchemical and biomechanical behavior of
Lzzar alons.

Another limitation of this work would be the need to include a group of exclusive
treatment with low bevel laser, in onder to assess its interference outside the isolated
bone repair.

B-COMCLUSION

From the results and the theoretical ramming presented here, we can conclude that
the bone lesion model used in this paper has reduced some mechanical properties
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by bending force reduction, by increasing levels of alkaline phosphatase and the
scenano presented in the histological analysis with presence of a disorganized bone
fissue and bone repair delay.

Treatment with activated carbon showed an mprovement in bone repair process.

The group where there was an association between the use of activated carbon and
laser wradiation, rebounded, howsver with histological reduction in bending strength.
Treatment with hydroxyapatte presented a repair quality less than the other
treatments.
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