UNIVERSIDADE NOVE DE JULHO
Programa de Pos-Graduacédo em Biofotdnica Aplicada as

Ciéncias da Saude

Fernando Gredinare Foster

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

Sao Paulo, SP
2015



FERNANDO GREDINARE FOSTER

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

Dissertacéao apresentada ao
Programa de Pods-Graduagdo em
Biofotdnica Aplicada as Ciéncias da
Saude da Universidade Nove de
Julho, para obtencdo do Titulo de
Mestre.

Orientador: Rodrigo Labat Marcos

Sao Paulo, SP
2015



Foster, Fernando Gredinare.

Efeito do laser de baixa poténcia associado ao uso de feltro ativado no processo de
reparo 6sseo em tibia de ratos./ Fernando Gredinare Foster, 2015.

54 1.

Dissertacéo (mestrado) — Universidade Nove de Julho - UNINOVE, Sdo Paulo, 2015.

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

1. Reparo 06sseo. 2. Laser de baixa poténcia. 3. Feltro ativado. 4. Propriedades
mecanicas.
l. Marcos, Rodrigo Labat. Il. Titulo

CDU 615.831




DEDICATORIA

Dedico este trabalho a todas as pessoas que ajudaram de forma direta ou

indireta para sua composicao.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a minha familia, meu pai Fabio Foster in memoriam gque me ensinou
valores importantes para mina formacdo académica e social, me mostrou o
caminho instaurando a davida e me auxiliando nas solucbes de muitos
problemas, agradeco a minha mée Vera Lucia Gredinare Foster pela formacao
do carater e por toda sua paciéncia carinho e tempo dedicados nesses anos
todos, agradeco ao meus irmaos Fabio Gredinare Foster e Eduardo Gredinare
Foster pelos exemplos passados todos esses anos, onde mesmo que de forma
inconsciente me mostraram o melhor caminho a trilhar, e um agradecimento
especial a minha irmézinha Renata Gredinare Foster por anos de paciéncia
comigo, obrigado Renatinha.

Agradeco a minha esposa Marta Alexandra Andrino Roméo Foster por todo
amor, paciéncia e dedicacdo comigo nessa fase de nossas vidas, agradeco

imensamente tudo que ela fez por mim. Muito obrigado.

Agradeco ao meu orientador Rodrigo Marcos Labat por toda paciéncia e
dedicacao nesse trabalho, seus ensinamentos foram de suma importancia para

a conclusao desse trabalho, muito obrigado por toda atencéo que teve comigo.

Agradeco ao Romildo Torres pela paciéncia e ajuda, obrigado pelas horas em

gue me ajudou.



Lista de Abreviaturas

CTL - Controle

NT - Leséo néo tratado

AF - Lesao tratado com feltro ativado

AF+L - Lesao tratado com associacao do feltro ativo e laser 6J.
TGF- B — Fator de transformacao 3

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

BMP-3 - Proteinas morfogenética 3

BMP-4 - Proteinas morfogenéticas 4

BMP-7 - Proteinas morfogenéticas 7

BMP-8 - Proteinas morfogenéticas 8

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

W — Watts

LBP — Laser de Baixa Poténcia

g — Grama

Kg — Kilograma

Mm — Milimetros

nm- Nanémetro

mwW — MiliWatt

cm? - Centimetro quadrado

J —Joule

J/icmz - Joules por centimetro quadrado

N — Newton

RPM — Rotac6es Por Minuto

ELISA - Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay

uL - 1078 Litros

Fmax - Forga de ruptura maxima

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

ANOVA - analise de variancia

® - Marca Registrada

% - Porcento

H E — Hematoxilina eosina

A - Comprimento de onda

pum — Micrometros



RESUMO

Foster, FG. Efeito do laser de baixa poténcia associado ao uso de feltro
ativado no processo de reparo ésseo em tibia de ratos /Fernando gredinare
foster, 2015.

Lesdes dsseas sao dificeis de serem tratadas e dependendo do grau da leséo,
a intervencéo cirargica € um dos tratamentos utilizados. Neste caso, o uso de
substitutos 0sseos pode ser necessario. A terapia com laser de baixa poténcia
tgmbém é indicada como terapia auxiliar, pela sua importante acdo analgésica e
de reparo. Porém, pouco se sabe a respeito da interacdo entre biomateriais e
laserterapia. O objetivo deste trabalho foi verificar o uso do feltro ativado como
substituto 6sseo e a interacdo com a laserterapia de baixa poténcia no processo
de reparo 6sseo em tibias de ratos, analisando aspectos histologicos,
bioquimicos e biomecéanicos. Material e Métodos: Foram utilizados 35 ratos
wistar, entre 150g a 200g, com 3 meses de idade. Depois de anestesiados, 0s
animais foram colocados em mesa cirdrgica, a pele foi dissecada e o defeito
0sseo monocortical foi confeccionado na regido central da tibia direita dos
animais. Imediatamente apds a cirurgia 0s ratos foram randomizados e
organizados nos seguintes grupos: Controle (CTL), Les&o nao tratado (NT),
Lesdo tratado com feltro ativado (AF), Lesédo tratado com Laser (L6J) e Lesao
tratado com associacéo do feltro ativado e laser 830nm, 6J — 100mW (AF+L).
Apos 28 dias os animais foram eutanasiados, o sangue foi coletado e a tibia
removida para andlises histolégicas e biomecanicas. Resultados: O grupo NT
apresentou reducdo do reparo 0Osseo traduzido pela baixa organizacao
histol6gica e reducédo da resisténcia mecanica. O grupo AF apresentou aumento
da capacidade de deformacdo enquanto que o grupo L apresentou melhor
organizacdo histolégica. O grupo AF+L apresentou melhora na resisténcia
mecanica. Concluimos que o laser associado ao uso do feltro de carbono ativado

auxiliou o reparo 6sseo no modelo de lesdo em tibia de ratos

Palavras-chave: Reparo Osseo, Laser de Baixa Poténcia, Feltro Ativado,
Propriedades Mecéanicas.



ABSTRACT

Foster, FG. Low-power laser effect associated with the use of activated felt in the bone
repair process in rat's tibia / Fernando (gredinare foster, 2015.

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 felt 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 felt (AF), Lesion treated with
lasertherapy (L6J) and Lesion treated with association of activated carbon felt
and laser 830nm, 6J-100mW (AF+L). 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. Committee of ethics:
ANO00462014-UNINOVE. Results: the NT group reduction in bending forces and
histological changes related to disorganization of the tissue. The group showed
no L improve mechanical properties, whereas AF increase the strain in compare
to CTL. AF+L group presented better flexion forces, related with improvement of
histological aspects, however increased the alkaline phosphatase levels.
Conclusion: the use of activated carbon felt seems to improve the bone repair
induced in this study. The laser association with activated carbon felt showed
improvement of biomechanical properties and still the histological results have a
better aspect.

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

1.1 Epidemiologia das Fraturas e/ou Defeitos 6sseos

Todos os anos cerca de 6,2 milhdes de fraturas ésseas ocorrem somente
nos EUA (SELLA, 2015). Embora o tecido 6sseo tenha a capacidade de se curar
sozinho (CLAES, 2007) de 5 — 10% dessas fraturas acabam tendo complicacdes
na fase de reparo 0sseo o que leva a um problema maior, resultando em altos
custos com saude. (EINHORN, 2015) Com isso a um aumento consideravel na
demanda clinica em busca de terapias para o bom reparo 6sseo. (HOPPE,
2011).

Segundo o banco de dados do Sistema de Internagbes Hospitalares do
Sistema Unico de Saude de Saude (SIH/SUS), as fraturas resultaram em quase
280.000 internacdes que ocorreram no ano de 2.000 (GAWRYSZEWSKI, 2004).
O Sistema Unico de Sautde realizou mais de 14 mil cirurgias osteomusculares
em 2014, onde mais de 2 mil destas fraturas, foram realizadas por problemas na
consolidacéo ou perda 6ssea. Entre 2012 - 2014 mais de R$ 370 milhdes foram
gastos com procedimentos cirargicos. (DATASUS acessado em 05/2015).

A mediacdo de alguns agentes externos com a finalidade de modular e
acelerar o reparo 0sseo acabam se tornando atrativos, pois buscam um retorno
mais rapido e uma reabilitacdo mais amena para o paciente. Alcangar essa meta
€ 0 objetivo principal, porém ainda se faz necessario um melhor entendimento
nas etapas correlacionadas do reparo das fraturas e de como elas contribuem
para a funcionalidade biomecéanica do osso (HADJIARGYROU, 2011).

1.2 Formacéo Ossea

O tecido 6sseo é uma especializacdo do tecido conjuntivo, formado por
células presentes na matriz extracelular, a diferenciacao do tecido 6ésseo se da
pelo fato dele ter em sua composi¢cdo uma grande quantidade de mineral e a
matriz mineralizada com capacidade para confeccionar um tecido altamente
resistente e duro, com as mais diversas funcdes, entre elas algumas de grande
importancia como a protecdo do encéfalo e a protecdo de outro 6rgaos vitais

presentes na caixa toracica. (RUMI, 2003).



O desenvolvimento do processo de reparo 0Sse0 € um processo
complexo que leva tempo para se completar e envolve diversos elementos
extracelulares, celulares e fatores de crescimento que ocorrem de maneira
ordenada, onde o tecido Osseo sofre as mesmas modificacbes de seu
crescimento natural. No momento em que ha leséo tecidual e deformacéo na
estrutura 0ssea a funcdo vascular se altera resultando em extravasamento
vascular e a acdo de inumeras células inflamatérias para o local lesionado
(FAVARO-PIPI, 2010; NICOLA, 2003).

1.3 Fraturas Osseas

As fraturas ésseas podem ocorrer por diversos motivos, traumas diretos
por armas de fogo, acidentes tor¢cdes ou quedas, acarretando em lesao tecidual.
A lesdo tecidual acaba trazendo alguns problemas como: irritacdo nas
terminagdes nervosas (dor), sangramentos, espasmos musculares e alteracéo
estrutural em alguns casos. Defeitos 0sseos que sdo resultados de
malformacBes congénitas, traumas ndo corrigidos, ledes extensos ou de
sequelas cirdrgicas, como na remocéao de tumores, tem sua correcdo com 0 uso
de enxertos 6sseos, proteses biocompativeis e com o uso de substancias
indutoras de formacéo 6ssea (NIKOLADIKIS, 2008; SHINDELER, 2008).

1.4 Tratamentos para lesdes 6sseas

Existem vérias terapias utilizadas no tratamento de lesdes dsseos, entre
elas, o ultrassom de baixa intensidade, cirurgias, imobiliza¢cées, uso de
biomateriais. Mesmo o0 0sso da tibia tendo uma maior frequéncia de fraturas
expostas, existe grande debate para o tratamento ideal (BHABDRAI, 2001).

O uso dos tratamentos e terapias nas fraturas e lesdes busca uma maior
rapidez no reparo 6sseo. No inicio dos anos 50 o ultrassom de baixa intensidade
comecou a ser utiizado com a finalidade de reducdo da dor (GAM,
JOHANNSEN,1995). O enxerto 0sseo como tratamento para lesdo 6ssea
também é utilizado, e tem agéo estimulando e acelerando o processo de reparo
0sseo (MIRANDA, 2005)

O biossilicato é um biomaterial muito utilizado no auxilio de reparo ésseo,
com propriedades que aceleram e potencializam a recuperacdo 0ssea

modulando os processos inflamatérios (OLIVEIRA, 2012).



O Ultrassom, também é utilizado como tratamento para lesbes 0sseas,
segundo (WANG, 2015) o uso de ultrassom mostrou um resultado positivo na
regulacéo da diferenciagéo condrogénica.

1.5 Fibra de carbono ativado

As fibras de carbono ativado (FCA) podem ser entendidas como fios de
feltro ativado, porém possuem caracteristicas especiais quando comparadas
com os carvBes em pd ou granular, pois podem ser transformados em tecido,
feltro ou qualquer outra forma téxtil. Além disso, a caracterizacdo completa da
fibora evidenciou sua estrutura de poros muito bem definida na area de
microporos (Marcuzzo, 2014; Marcuzzo, 2013) favorecendo uma alta capacidade
de adsorcao (Solano & Amords, 2008; Yoon & Koray, 2000).

Assim como os carvdes ativados, as fibras de carbono ‘ativado podem ser
produzidas por meio do processo de pirélise seguida por oxidacdo térmica a
temperaturas entre 700 e 1000°C (Carrott, 2001; Marcuzzo, 2012). O limitante
na producao deste material esta em sua matéria-prima, pois apesar da fibra de
carbono ser considerada um material estratégico, a matéria-prima bem como a
prépria fibra, possui venda controlada para paises em desenvolvimento como o
Brasil.

Em alguns estudos sé&o utilizados FCA produzidas a partir da
poliacrilonitrila (PAN) téxteis de origem nacional. Este material de partida nao
possui qualidade para ser transformado em fibra de carbono aplicavel em setores
estratégicos, como a aeronautica, pois a matéria prima precursora € téxtil, ndo
possuindo grau de pureza e rigor de fabricacdo necessario para sua
transformacao em fibra estrutural. Por outro lado, a PAN téxtil nacional apontou
caracteristicas interessantes apés a sua transformacdo em fibra de carbono
ativada, pois apresentou alta fracdo de microporos e elevada capacidade

adsortiva (Marcuzzo, 2014).

1.6 Laser de Baixa Poténcia



A palavra LASER é um acronimo e deriva de Light Amplification by
Stimulated Emission of Radiation, ou Amplificagcéo da luz por emissao estimulada
de radiagéo. (LEE SJ, 2000). A emisséo da luz de laser ocorre em uma estrutura
composta por espelhos. Dentro dessa estrutura os atomos sao ativados pela
eletricidade (ROSA, 2009).

O LASER é uma luz com algumas caracteristicas Unicas como a
igualdade das energias entre os foton estimulante e o féton emitido garantindo a
composicdo de apenas um comprimento de onda tornando a luz LASER
monocromatica, diferente da luz incandescente formada por varios
comprimentos de onda fazendo a luz incandescente se perder no tempo e
espaco. A luz de LASER também tem a capacidade de variar sua potencia
podendo alcancar ordens de tera watt(1012W) permitindo uma enorme
intensidade. As ondas que formam a luz de LASER séao unidirecionais, essa
propriedade é garantida pelo movimento das ondas no mesmo sentido. A
coeréncia, outra propriedade das luz de LASER, ocorre quando as ondas se
deslocam no espaco e tempo de forma ordenada. (MOURA,2009; BERTOLOTTI,
1983).

No inicio dos 60, onde se deu inicio 0 uso da luz LASER como terapia na
medicina, diversos estudos foram realizados com o intuito de elucidar o
desempenho dos equipamentos sobre os tecidos biol6gicos. (MCDAVID, V.
G,2001). No Brasil o LASER teve seu inicio cerca de 20 anos depois se
comparado a Europa e Estados unidos, os primeiros trabalhos Brasileiros nestas
area sdo da segunda metade da década de 80. (DE CASTRO ET AL, 2001).

1.7 O Laser como terapia anti-inflamatéria

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 serao especificamente treinados.

No Brasil, a introducdo 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.



O efeito de estimulacdo com Laser de Baixa Poténcia (LBP) depende do
comprimento de onda, da dose e da intensidade da luz utilizada na irradiagao
(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 0sso.
Isto ocorre devido a grande variedade de estruturas celulares que compde 0 0SS0
(KARU, 1986). Segundo esses autores, apesar da perda da coeréncia da
radiacdo do LBP no interior dos tecidos, esta € 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 inflamacéo; interferindo nos efeitos dos mediadores quimicos
induzidos pela inflamagdo (HAZEKI O, 1989) inibindo a sintese das
prostaglandinas (SVAASAND, 1990) e inibindo o esfincter pré-capilar através de
mediadores quimicos. Estudos adicionais sobre o efeito anti-inflamatério do laser
de baixa poténcia ainda se fazem bastante necessarios.

O uso de laser na pratica clinica para o efeito anti-inflamatério em
diferentes patologias baseia-se em um numero j& razoavel de publicacdes de
carater cientifico. Nos dltimos anos, inimeros 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 acdo dos lasers infravermelhos. Neste sentido, os estudos
experimentais com estes comprimentos de onda assumem grande relevancia
para o esclarecimento do mecanismo de acao 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 irradiacéo para sua utilizacédo se faz ainda necessario (CORREA,
2007; BJORDAL; LEAL, 2008).

1.8 Agéo 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 reparacéo da ferida no 0sso.
Posteriormente, seréo realizados estudos sobre diversos modelos experimentais
envolvendo outros tecidos, onde sera ratificado tal fato (LOPES, 2006;
PINHEIRO, 2004; MATSUMOTO, 2009).

Ha diversos casos de traumas 0sseos, estes causados por acidentes de
origens diversas ou atos cirlrgicos e patologias 6sseas, dentre eles os tumores
e cistos 6sseos. O efeito causado pela fototerapia de aceleracéo do reparo 6sseo
pode representar um beneficio em potencial, pois: melhora o pds-operatério do
paciente, diminui o tempo de recuperacdo com sessOes 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 reparacado tecidual acelerada, foram
realizados estudos em diferentes modelos experimentais de laboratério e
estudos clinicos, na tentativa de desvendar o mecanismo de acdo e as
alteracdes de sinalizacdo celular nas areas irradiadas pela luz laser (KHADRA,
2004; NISSAN, 2006).

Inimeros trabalhos comprovam a reparacdo 6ssea 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 condicbes ambientais melhorando o
reparo 6sseo, acelerando a proliferacdo e diferenciacdo celular (TORRES;
STEIN; PINHEIRO, 2008).

E importante ressaltar que, para a ocorréncia da aceleracdo da
proliferacdo e diferenciacdo 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
metabolicos 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



osseos liofilizados, em animais submetidos a irradiacdo 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 modulacao de diversos fatores de crescimento, dentre os quais
citamos o IGF, PDGF e BMPs e diversas citocinas, como IL-18 e TNF-a, no
periodo mais inicial da reparacdo Ossea. Além das alteracdes celulares
mencionadas, observou-se ainda que fatores teciduais como a deposi¢cédo de
colageno tipo | e Il também apresentaram aumento consideravel (STEIN;
RIBEIRO; PINHEIRO; BLAYA, 2008; KAZEM, 2009; KHADRA, 2004; NISSAN,
2006).

Muitos grupos estudam os efeitos da acelera¢éo do reparo ésseo causado
pela fototerapia. Otimizar esse processo, de reparo 0sseo, pode representar um
grande beneficio, pois, melhora a situacdo pds operatéria do paciente;
minimizando o tempo da recuperagédo e das sessdes de reabilitagdo, gerando
menores perdas financeiras a economia ja que viabiliza ao paciente um retorno
mais rapido a suas atividades diarias (LOPES MARTINS, 2006; TORRES, 2008;
STEIN, 2008; PINHEIRO, 2008; KAZEM, 2009; BLAYA, 2008).

2- OBJETIVO:



Avaliar alteracOes histologicas e biomecanicas durante o processo de
reparo 6sseo em tibias de ratos apos inducao de lesédo e o uso de feltro ativado

associado ou nao com laser de baixa poténcia neste reparo.



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 sendo respeitado o ciclo claro/escuro de 12 horas.
3.2 Grupos Experimentais

Os animais foram divididos em 4 grupos de 07 animais cada e submetidos

aos tratamentos, conforme especificado na figura abaixo:

Grupos
experimentais
N=35

|
|

ControleN=7
sem procedimento
cirtirgico

Lesdo N=28
Confecgdo da loja 6ssea

w\\

Tratado Nao tratado

N=21 N=7
h
AF LASER AF + LASER
N=7 N=7 N=7

Figura 1: Grupos experimentais

CTL - integro: sem procedimento cirGrgico.

Nos demais grupos os animais foram submetidos ao defeito 6ésseo e tratados
conforme descrito abaixo:

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

AF — Grupo com loja 6ssea e utilizacao de feltro ativado

L — Grupo com loja 6ssea e utilizacdo Laser (830nm, 6J, 100mW, 60 segundos)
AF+L — Grupo com loja 6ssea e utilizacao de feltro ativado associado ao Laser
(830nm, 6J, 100mW, 60 segundos)



3.3 Defeito 6sseo

Os animais foram submetidos a um processo cirargico para inducdo da
loja 6ssea, foram anestesiado com Quetamina (90mg/Kg) e Xilazina (10mg/Kg)
e fixados em mesa de cortica. ApOs anestesiados e fixados foi realizada uma
incisdo sobre 0 0sso na regido poéstero-lateral da tibia direita, para acessar o
osso foi realizada a separacdo dos planos subcutdneos e musculares, e a
realizacdo da loja 6ssea a 04mm abaixo da articulacéo do joelho utilizando uma
broca com 05mm de comprimento e 1.3 mm de espessura (PALLOTTA, 2014).

Apés a realizacdo da loja 6ssea os animais do grupo AF, receberam o
feltro ativado na regido interna da loja 0ssea. Os animais do grupo AF+L
receberam o feltro e foram irradiados com LASER de baixa poténcia
imediatamente. ApGs este processo, 0os animais foram suturados e retornados
as caixas. (Comité de ética AN0046/2014).

O feltro ativado foi esterilizado em autoclave e recortados mantendo area
padrédo de 25mm? e aplicacdo na regido da loja 6ssea até a cobertura total do

defeito induzido pela broca cirargica.

Figura 2: Defeito 6sseo induzido pela broca cirdrgica (Sampaio, ABA; 2014)



3.4 Protocolo de tratamento

Foi utilizado o Laser Diodo de Baixa Intensidade, com o0s seguintes

parametros descritos abaixo:

A (nm)  Diodo P(MmW) @ (cm? DP(W/cm?) E@J) DEJ/lcm?) t(s)

830 AsGaAl 100 0.028 3.5 6 204,28 60

Tabela 1: Tabela com os parametros da irradiacdo laser. A= comprimento de
onda, P= Poténcia, = Diametro do feixe, DP= Densidade de Poténcia, E=

Energia, DE= Densidade de Energia, t= Tempo.

O LASER foi irradiado sobre o 0sso, por um periodo de sete (7) dias
intercalados apds a inducdo da loja 6ssea (cirurgia). Assim que o protocolo
experimental acabar, os animais foram eutanasiados com hiperdose de
cloridrato de Xilazina (30mg/ml) e Cloridrato de quetamina (270mg/ml). Apos o
procedimento de eutanésia o 0sso tibia foi removido e conservado para analises
morfolégicas e biomecéanicas e 0 sangue coletado para analise de fosfatase

alcalina.

3.5 Analise de propriedades mecanicas do 0sso

Depois de 28 dias da realizacao da lesdo, os animais forma sacrificados
e 0 0sso da tibia foi removido para analises de propriedades mecanicas. Parte
desse material foi utilizado imediatamente apds a retirada, em ensaios de flexdo
para avaliar as propriedades mecanicas.

A atividade normal do osso € formada por um conjunto de tensdes
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¢cdes de tensdes reais do 0sso.

Primeiramente foram realizadas as medidas de comprimento, largura e

altura da tibia. Estes valores foram utilizados para detalhar as dimensdes do



material e padronizacdo dos resultados. As tibias foram colocadas
horizontalmente no aparelho de teste mecéanico (EMIC200) para ensaio de flexao
em 3 pontos.

Durante a padronizacdo do ensaio de flexao, foi utilizada velocidade de
carregamento e descarregamento de 6 mm/min e acrescentado 0,3mm durante
cada carregamento. O ensaio de flexao foi interrompido automaticamente, apos

a ruptura 6ssea e foram analisados os seguintes parametros:

A B

Forge maims de ropturs

Desiocwmenta (mem)

Figura 3: Ensaio de flexdo em tibia de ratos. (A) Dispositivo para ensaio de flexao
em 3 pontos. (B) Curva tipica de registro durante a aplicacdo das forcas de

carregamento e descarregamento. (Adaptado de Sampaio, ABA; 2014).

- Forca de ruptura maxima (Fmax)
- Descolamento no momento da ruptura maxima (Dmax)
- Rigidez (a)

3.6 Quantificacdo de Fosfatase Alcalina

Antes da eutanasia dos animais, foi coletado sangue sem o uso de
anticoagulante através da puncdo cardiaca nos animais. Apés 10 minutos da
coleta, o tubo contendo a amostra de sangue foi centrifugado a 5.000 rpm por 03
minutos para a separacgdo 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 solucdo tampdo (DEA) € preparada e




incubada por alguns minutos. Enquanto ocorre a incubacao, em placa de ELISA,
coloca-se 2ul da amostra em cada pogo da placa e a este € 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 apds comeco da
reacdo, havendo outras leituras em 1, 2 e 3 minutos apos a primeira leitura, o
calculo é feito pela absorbéncia de Fosfatase alcalina (U/l) a 405 nm = AA/min x
5.460. Os valores sdo determinados a partir da diferenca da média de
Absorbancia/min (AA/min), subtraindo cada leitura da anterior e fazendo a média

dos valores.

3.7 Andlise Histoldgica — Microscopia optica (M.O)

As amostras do tecido foram fixadas em formol a 10% por um periodo de
72 horas. Posteriormente as amostras foram descalcificadas, desidratadas e
submetidas a uma série gradativa de banhos de alcool, comecando com 50% e
progredindo até o alcool absoluto 100% (SYNTH). Em seguida o tecido foi
diafanizado com Xilol por 4 horas (SYNTH) para impregnacao (embebicédo) e
inclusdo em Paraplast ® das amostras. Em seguida, foram colocadas em
recipientes de aluminio adequados, com Paraplast ® fundido por 4 horas. Ap6s
a impregnacéo, as 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 pm de espessura em
micrétomo LEICA RM 2125 RT. Uma vez precedido o preparo das amostras 0s
cortes foram colocados em laminas para serem corados, com Hematoxilina-
Eosina (H.E.). Ap6s a coloragdo os cortes foram montados em laminas
permanentes para posteriores andlises em microscopio Optico e fotografados
através de sistema de microfotografia (Olympus System Microscope Model CX

41 — Olympus PM10SP Automatic Photomicrographic System).

3.8 Andlise Estatistica

Os dados foram descritos em valores médios com 0s respectivos desvios

padrdo. Foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk para analise da normalidade. Foram



analisados tanto em seus valores absolutos como a sua variagdo em percentual,
a partir dos valores obtidos nas analises biomecéanicas 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.

4. RESULTADOS

Artigo submetido a revista “Lasers in Medical Sciences” (Qualis B1) com
o titulo: “Effect of activated carbon fiber associated with lasertherapy on the bone

healing process in rats tibia. Histological and biomechanical aspects”

4.1 Resultados histolégicos:
A figura 4 representa uma imagem histologica transversal do grupo
controle. Nesta imagem podemos observar a presenca canais vasculares e

ostedcitos distribuidos de forma homogénea na regido cortical e ainda uma

porcao da regido medular.




Figura 4: Corte histolégico transversal da tibia direita do grupo CTL. (400X).
Regido medular (MD) e cortical (CT) com presenca de ostedcitos (O) e canais

vasculares (C).

A figura 5 representa o grupo com o defeito 6sseo sem tratamento apos
28 dias da lesdo. Nesta imagem observamos que uma regido cortical formou-se
dentro da regido medular. Observamos ainda regido de formacdo Ossea de
transicao e poucos ostedcitos na regido cortical.
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Figura 5: Corte histoldgico transversal da tibia direita do grupo NT. (400X).
Regido medular (MD), cortical (CT), ostedcitos (O) e regido de transicao entre
tecido cartilaginoso e 6sseo (T).

Na figura 6 podemos observar a imagem histolégica da regido do defeito
6sseo onde foi utilizado o feltro ativado. E possivel observar a regido medular
conservada e a regido cortical com presenca de canais vasculares e ostedcitos
distribuidos de forma regular. Observamos ainda a presenca de regides de
transicéo durante a formagéo do tecido 6sseo.




Figura 6: Corte histologico transversal da tibia direita do grupo AF. (400X).
Regido medular (MD), cortical (CT) com presenca de canais vasculares (C),

ostedcitos (O) e regido de transicao entre tecido cartilaginoso e 6sseo (T).

Na figura 7 observamos a regido cortical do grupo irradiado com laser de
baixa poténcia. Podemos observar a presenga de ostedcitos e canais vasculares
distribuidos de maneira regular. E possivel observar ainda uma regido de

remodelamento dsseo.




Figura 7: Corte histolégico transversal da tibia direita do grupo L. (400X). Regido

cortical (CT), canais vasculares (C), ostedcitos (O) e remodelamento 6sseo (BR).

A figura 8 apresenta a histologia do grupo AF+L. Na imagem observamos a
regido medular e grande parte da regido cortical com presenca de ostedcitos,

canais vasculares e regido de transicéo de formacao do tecido 6sseo.




Figura 8: Corte histoldgico transversal da tibia direita do grupo AF+L. (400X).
Medula 6ssea (MD), regiao cortical (CT), ostedcitos (O), canais vasculares (C) e

regido de transicdo de formacao do tecido 6sseo (T).

4.2 Resultados Bioquimicos — Niveis de fosfatase alcalina:

Na figura 9, é apresentado o grafico dos niveis de fosfatase alcalina no

sangue dos animais, durante o processo de reparo 0sseo. Todos 0s grupos

significativa quando comparado ao grupo nao tratado.
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Figura 9: Niveis de fosfatase alcalina. Grupos Controle (CTL), ndo tratado (NT),
grupo tratado com feltro ativado (AF), com hidroxiapatita (HA) ou com associagéo
entre feltro ativado e laserterapia (AF+L). *** p<0,001 vs CTL, # p<0,05 vs NT.

4.3 Resultados biomecéanicos

Na figura 10 observamos o gréfico da forma méaxima de flexdo no
momento da ruptura 6ssea. Podemos observar neste grafico que todos os
grupos apresentaram reducédo da forca maxima de flexdo em comparacdo ao
grupo controle. O grupo tratado com feltro ativo apresentou aumento desta forca
quando comparado ao grupo nédo tratado. Ao contrario, o grupo tratado com
hidroxiapatita apresentou reducdo desta forca, mesmo quando comparado ao

grupo nao tratado.
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Figura 10: Grafico da forca maxima de flexdo no momento da ruptura 6ssea.
Grupos Controle (CTL), ndo tratado (NT), grupo tratado com feltro ativado (AF),
com hidroxiapatita (HA) ou com associacao entre feltro ativado e laserterapia
(AF+L). *** p<0,001 vs CTL, ## p<0,01 e ### p<0,001 vs NT.

Na figura 11 observamos o deslocamento maximo atingido no momento
da ruptura. Nenhum dos grupos onde a loja 6ssea foi induzida ndo apresentou

alteracéo deste deslocamento.
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Figura 11: Grafico do deslocamento maximo no momento da ruptura éssea.
Grupos Controle (CTL), néo tratado (NT), grupo tratado com feltro ativado (AF),
com hidroxiapatita (HA) ou com associacdo entre feltro ativado e laserterapia

(AF+L).

Na figura 12 observamos a relacdo entre os graficos apresentados na
figura 13 e 14. Neste grafico podemos observar que o0 grupo ndo tratado
apresentou um deslocamento para a esquerda, indicando uma menor forca de
flexado. O grupo tratado com feltro ativado apresentou uma posicdo mais préxima
do tecido saudavel (CTL). O grupo HA apresentou um deslocamento para a

direita, porem, com reducéo da forca de flexao.
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Figura 12: Gréafico da relacdo entre a forca maxima de flexdo 6ssea com o
deslocamento maximo no momento da ruptura éssea. Grupos Controle (CTL),
nao tratado (NT), grupo tratado com feltro ativado (AF), com hidroxiapatita (HA)

ou com associacgao entre feltro ativado e laserterapia (AF+L).
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Tabela 2: Tabela com todos resultados para melhor visualizac&o.

5- CONSIDERACOES FINAIS

O uso de biomateriais em cirurgias 0sseas é bastante conhecido, porém
pode haver alteragbes no reparo, principalmente devido as caracteristicas do
material que muitas vezes € diferente do tecido original.

Desta forma, a pesquisa de novos materiais que apresentem

propriedades biolégicas ainda é uma realidade.



O uso de terapias auxiliares a cirurgia O0ssea também €& comum,
geralmente para reducdo da dor e auxilio do reparo 6sseo. Neste caso, a
laserterapia € utilizada pelo seus efeitos analgésicos e anti-inflamatoérios
conhecidos. No entanto é fundamental conhecer a interacdo entre a associacao
do laser com o uso deste biomaterial.

A partir de nossos resultados, podemos concluir que o modelo utilizado
de lesdo 6ssea em tibia de ratos altera de maneira importante o reparo 6sseo,
pela reducdo da resisténcia a forca de flexdo do tecido 0sseo, reforcada pela
presenca de tecido de transicdo observados nos resultados histoldgicos.

A fibra de carbono ativado auxiliou o reparo 6sseo, porém aumentou a
capacidade de deformacgéo, o que sugere um aumento na flexibilidades deste
tecido.

O laser de baixa poténcia, no parametro de irradiacdo apresentado auxilia
o reparo 6sseo, melhora a organizacéo do tecido, porém auxilia na melhora da
resisténcia ou na capacidade de deformacéao.

O uso da fibra de carbono ativada, associada ao uso de laser de baixa
poténcia (830nm, 6J, 100mW) auxiliou no reparo 0sseo, melhorando as
propriedades mecanicas e a organizagdo do tecido 6sseo.

No entanto, mais trabalhos sdo necessarios, afim de entender quais as
caracteristicas do material sdo importantes para o reparo. O uso de outros
modelos de lesdo em diferentes 0ssos com caracteristicas mais corticais ou mais
medulares também pode ser interessante pelo fato da fibra de carvao ativada
promover aumento da deformacao.

Enfim, a utilizacdo de outros parametros de irradiacdo, por exemplo, a
reducdo da poténcia aplicada, seria interessante afim de buscar uma dosagem
mais efetiva para esta associacdo, mantendo seus efeitos analgésicos e anti-

inflamatorios.
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Protocolo de Pesquisa referents a0 Projeto n® ANO046 2014
Titulo do Projeto: Efeito do laser de baixa poléncia associado a0 uso de blomateriais denvados de carvao
ativado no processo de reparo dsseo em tibia de ratos

Orientadar: Rodrigo Labal Marcos

Objetivos: - Avaliar alteragdes histoldgicas e biomecanicas no processo de reparo 0sseo em tibias de ralos apds indugso
de lesdo.

- Avaliar o efeito do laser de baixa poténcia no reparo 0sseo em libias de ralos,

- Avaliar a agdo de biomatenais e sua associacio com terapia laser de babxa poténcia no reparo 0sseo em libias de ratos
Objetivos bem definidos.

Método: Os animais serdo anestesiados com ketamina (S0mg/Kg) e Xilazina (10mg/Kg) e fixados em mesa de cortiga. Em
seguida serd realizada uma incis3o sobre a 0ss0 na pare postero-lateral da tibia & direita com a divuls3o dos planos
subcutanoos ¢ musculares, acesso a0 penosteo do 0ss0 tibial Na regrao proximal & a confeccio de furo 04 mm abaixo da
articulagdo do joelho com auxilio de broca com 05 mm de comprmento e 1.3 mm de espessura. Apds confecgSo de furo os
animais serdo ou ndo tratados, dependendo do grupo que perlenciam, para assim realizar & sutura por planos.

Sera ubiizado o Laser Diodo de Baixa Intensidade Thera-laser (DMC®, - Brasil), com os seguintes par@metros:
comprimento de onda de 810nm, poténcia de 100mW, ondas continuas, energia de 6 Joules. O tratamento Laser serd
realizado sobre a 08s0, durante sete (7) dias intercatados, comegando 24 horas apos a clrurgia. Apés iodo protocoio
axperimental, 0s animais serdio anestesiados com hiperdose de clondrato de Xilazina (30mg/mi) e Cloridrato de Ketamina
(270mg/ml) e apos a eutanasia, o osso tibial serd removido @ conservado para andlises morfoldgicas & biomecanicas € o
sangue serd coletado para analise da fosfatase alcalina.

Apbs a induglo da lesdo, os animals serdo sacrificados apés 28 diss & a osso sera removido para
posteriores analises. Parte deste material serd utilizado imediatamente apds a retirada, nos ensaios de flexéo pare &
avaliago de suas propriedades mecanicas. A atividade normal do osso & formada por um conjunto de tensbes aplicadas no
tecido, divididas em forgas de camegamento e descarregamento. Desta forma, serd apicado uma sequéncia de forgas de
carregamento e descarregamento a fim de simular as condigdes de tensdes reais do 0sso.

Primelramente serdo realizadas as medidas de comprimento, largura & altura da tibia. Estes valores serdo
utilizados para detalhar as dimensdes do material ¢ padronizacio dos resultados. As tibias serfio fixades no aparelhos de
teste mecanico (lensidmetro). Varios testes de camegamento ¢ descarregamento de forgas serdo realizados até o momento
da ruptura do tecido. A forga de ngidez em 3 direfentes pontos serd analizada.

Quantificagio de Fosfatase Alcalina no soro sanguineo circutante pelo método de ELISA

Antes da eutandsia dos animais, serd coletado sangue sem o uso de anticoagulante através da pungdo cardiaca
nos ratos. Apos 10 minutos da colets, o tubo contendo a amosira de sangue serd entdo centrifugado a8 5.000rpm por 03
minutos para a separa¢do do sofo @ parte vermelha do sangue; o soro serd colocado em novo lubo, & ammazenando &
temperatura de —80°C até sua utizacho. A reaco para detecgSo dos niveis de fosfatase alcaiina ocorre da seguinte
maneira; Primeiramente, 8 solugio tampdc (DEA) & preparsda e incubada por alguns minutos. Enquanio ocorre a
incubaglo, em placa de ELISA, coloca-se 2yl da amostra em cada pogo da placa e a este & adicionado 200pl do reagente
(inico, previamente incubado. A absorbancia é feita no comprimento de onda 405nm a 37°C, no periodo de 03 minutos e 20
segundos, inidando a leitura 20 segundos apts comeco da reacdo, havendo outras leituras em 1, 2 € 3 minutos apés a
primeira leitura, o calculo & feito pefa absorbancia de Fosfatase alcalina (U) a 405 nm = AA/mIn x 5460, Determinar a
diferenca da média de Absorbancia/min (AA/min), subtraindo cada leitura da anterior e fazendo a média dos valores. Utizar
esla média para os calculos.



As amostras do tecido serBo fixadas em formol a 1056 por um pericdo de 72 horas. Posteriormente as amostras
serdo desidratadas e submetidas a8 uma série gradativa de banhos de #icool, comegando com 50% e progredindo até o
dlcool absoluto 1005 (SYNTH), Em seguida o tecido sera diafanizado com Xilol por 4 horas (SYNTH) para impregnacgio
(embebicdo) e inclusSo em Paraplast ® das amostras. Em seguida, estas serSo colocadas em recipientes de aluminio
adequados, com Paraplast * fundido por 4 horas. Apés a impregnacao, as amostras sardo colocadas em um pequeno
recipiente coberio com parafina e deixadas para endurecer, formando um bioco contendo o tecido. Para 3 microlomia serfio
realizados cortes com 5 pm de espessura em micrdtorno LEICA RM 2125 RT. Uma vez pracedido o preparc das amostras
08 cortes serfio colocados em |&minas pars serem corados, com Hematoxliina-Ecsina (H.E.). Apos a coloragio os cortes
serdo montados em Aminas permanenies para posterior analise em microscopio dptico e fotografadas atraves de sisterna
de microfotografia (Ofympus System Microscope Model CX 41 — Clympus PM10SP Automatic Photomicrographic System).

Os dados serio expressos pela média e pelo desvio padrdo da média, Os resultados serSo submetidos a analise
de variancia (ANOVA) e os valores de p indicados abaixo dos graficos apresentados neste frabalho.

Metodologia condizento com os objetivos delineados.

Animais (procedéncia, raga, linhagem, ndmero de animals, peso, sexo): Serso ulllizados 48 ratos Wistar machos
pesando entre 150 e 200g { +/- 60 dias de vida), com livre acesso a agua e raglo, provenientes do Biotério da Universidade
Nove de Julho, Os animals serdo mantidos em ambiente com temperaturs controlada e ciclo claro/escuro de 12 horas.

Condigées de alojamento 8 nutrigdo: Os animais seric obtidos do biotério de criagio da Universidade Nove de Julho e
mantidos em condigies confroladas de umidade (50%-80%). lumincsidade (claro) & temperatura (22°C - 25°C) no biotério
de experimentagio da Universidade Nove de Julho,

Medidas para evitar estresse e/ou dor nos animais: Uso de Tramal, 5§ mg/kg, intraperitoneal, por 2 dias apds a indugio
da contusdo, a cada 4 horas.

Procedimento Anestésico e/ou Analgésico (incluir dose e vias de administragdo): Uso de Tramal, § mglkg,
intraperitoneal, por 2 dias apas a indugdo da contusdo, a cada 4 horas.

Eutandsia: Overdose de Anestesia, Xilasina/Ketamina, 30mg/mi e 270mg/mi, Lp. respectivamente.

Pertinéncia e valor cientifico do estudo proposto: A importdnca da ulilizagdo de terapias ndo medicamentosas
associadas com técnicas tradicionais com o uso de biomaieriais representa um fator altamente relevante para o Sistema de
Sa(de, especaimente em nosso pals. No entanto poucos estudam abordam aspectos funcionalis @ blomecanicos do Jaser
de balxa poténcia no processo de reparc 05seo.

Data de inicio: 10/112/2014
Data de término: 10/12/2015

Apresentado a este Comité para anélise ética, foi consideradio:

(X) Aprovado, sendo que este projeto devera permanecer arquivado por 05 (cinco) anos nesta Secretaria,

() Com pendéncia (relacionar), devendo o Pesquisador encaminhar as modificagles sugenidas. e Iniciar a coleta de dados
wn:fmapaaapmwﬂodomwmmue

{ ) Nao-Aprovado

Sao Paulo, 3 de dezembro de 2014

W

o Prof. Dra. Marie vai der Cardenes
Z6 o o Sl 2ens Vice-Coordenadora do Comité de Etica de Animais
Universidade Nove de Julho
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