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RESUMO

No Brasil, milhares de cirurgias osteomusculares sao realizadas anualmente e este
alto numero de procedimentos produz um impacto social e econémico para o pais. A
fotobiomodulacdo ja é considerada uma terapia auxiliar principalmente no pos-
operatério, com influéncia no processo doloroso e no reparo ésseo. O uso de material
carbonoso particulado vem sendo sugerido pelo nosso grupo de pesquisa como uma
alternativa para substituto 6sseo e sua impregnacéo pela prata vem demonstrado ser
eficaz no controle de infeccdes 0sseas. O Objetivo deste trabalho foi de avaliar o
efeito da fotobiomodulacdo sobre o reparo 0sseo, apds a utilizacdo de biomaterial
carbonoso impregnado com nanoprata em tibia de ratos. Material e métodos: Ratos
Wistar machos foram anestesiados com associacdo de cloridrato de quetamina e
xilazina (90mg/kg e 10mg/kg) e submetidos ao processo de confeccdo do defeito
0sseo localizado na regido monocortical das duas tibias traseiras. Os animais foram
distribuidos aleatoriamente em 5 grupos: (l) lesédo néo tratado (NT), (ll) leséo tratado
com material carbonoso puro (CM), (lll) impregnado com nanoprata (CM+NS) e (V)
tratado exclusivamente com fototerapia (PBM). O quinto grupo (V) houve a
associacdo da fototerapia ao material carbonoso impregnado pela prata
(CM+NS+PBM). Os animais foram irradiados em dias alternados até o 12° dia com
laser 830nm, 6J, 100mW. Trinta dias (30) apds a inducao da lesdo, os animais foram
eutanasiados e amostras de tibia e sangue foram coletados e armazenados para
analises posteriores. Resultados: Os grupos CM, CM+NS e CM+NS+PBM
apresentaram aumento nos niveis de fosfatase alcalina. Ao contrario, o grupo PBM
apresentou reducdo, todos comparados ao grupo NT. Os grupos CM+NS e
CM+NS+PBM apresentaram aumento de Fmax quando comparado ao grupo NT.
Somente o grupo PBM apresentou aumento no Dmax comparado ao grupo NT. Todos
os tratamentos apresentaram reducéo no tecido de granulacdo e melhor organizacéo
no tecido 6sseo comparado ao grupo NT. Conclusdo: O uso de material carbonoso
impregnado por prata parece auxiliar no reparo 6sseo. O tratamento com
fotobiomodulagéo associado ou ndo com material carbonoso impregnado pela prata
auxiliaram no reparo 0sseo e na recuperacdo das propriedades mecanicas deste
tecido.

Palavras-chave: Fotobiomodulagéo, reparo 0sseo, carvao ativado, nanoprata



ABSTRACT

In Brazil, thousands of musculoskeletal surgeries are performed annually and this high
number of procedures produces a social and economic impact for the country.
Photobiomodulation is already considered an auxiliary therapy mainly in the
postoperative period, with influence on the painful process and the bone repair. The
use of particulate carbon material has been suggested by our research group as an
alternative bone substitute and its impregnation by silver has been shown to be
effective in the control of bone infections. The aim of this work was to evaluate the
effect of photobiomodulation on the bone repair, after the use of carbon biomaterial
impregnated with nanoprata in tibia of rats. Materials and methods: Male Wistar rats
were anesthetized with a combination of ketamine and xylazine (90mg / kg and 10mg
/ kg) and submitted to the bone defect confection located in the monocortical region of
the two hind tibiae. The animals were randomly assigned to 5 groups: (I) untreated
lesion (NT), (I) treated with pure carbon material (CM), (Ill) nanoprate impregnated
(CM + NS) and (IV) treated exclusively with phototherapy (PBM). The fifth group (V)
showed the association of phototherapy with silver impregnated carbonaceous
material (CM + NS + PBM). The animals were irradiated on alternate days until the
12th day with 830nm, 6J, 100mW laser. Thirty days (30) after lesion induction, the
animals were euthanized and tibia and blood samples were collected and stored for
further analysis. Results: The CM, CM + NS and CM + NS + PBM groups presented
increased levels of alkaline phosphatase. On the other hand, the PBM group
presented reduction, all compared to the NT group. The CM + NS and CM + NS +
PBM groups showed an increase in Fmax when compared to the NT group. Only the
PBM group showed an increase in Dmax compared to the NT group. All treatments
presented reduction in granulation tissue and better organization in the bone tissue
compared to the NT group. Conclusion: The use of carbon material impregnated by
silver seems to aid in bone repair. The treatment with photobiomodulation associated
or not with silver impregnated carbon material aided in bone repair and recovery of
the mechanical properties of this tissue.

Key words: fotobiomodulation, bone repair, carbon material, nanosilver
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LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

Ag*— prata

ALP - fosfatase alcalina

ATP — trifosfato de adenosina

C — cortical
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LASER - light amplificated by stimulated emition of radiation
M — medular

mg — miligramas
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N — newton

nm — nanometro



NS — nanoprata

NT — ndo tratado

OB - osteoblasto

OC - osteoclasto

OCC - osteocalcina

OPG - osteoprotegerina

PBM - fotobiomodulacéo

PDGF - fator de crescimento derivado de plaquetas
PGE2 — prostaglandina E2

PPM — parte por milh&do

RANK - receptor ativador do fator nuclear kapa B
RANKL - ligante do receptor ativador do fator nuclear kapa B
RPM — rotagdo por minuto

RNA — &cido ribonucleico

SUS - sistema Unico de saude

TA — area de transicao

TGF — fator de transformacao de crescimento
TGFbeta — fator de transformacado de crescimento beta
TNFalfa — fator de necrose tumoral alfa

Ul — unidade internacional

VC — canal vascular

A- comprimento de onda

°C — graus Celsius

ML — microlitro
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INTRODUCAO

1.1Epidemiologia das fraturas e/ou defeitos 6sseos

De acordo com o banco de dados do Sistema de Interna¢cées Hospitalares do
Sistema Unico de Saude (SIH/SUS), as fraturas foram responsaveis por quase
280.000 internagGes ocorridas no ano 2.000 M. Em 2014, mais de 14 mil cirurgias
osteomusculares foram realizadas pelo Sistema Unico de Satde no Brasil, sendo que
mais de 2 mil destas, foram realizadas por retardo na consolidacdo ou perda éssea.
No periodo que compreende os anos de 2012 a 2014, mais de R$ 370 milhdes de
reais foram gastos com procedimentos cirirgicos de ordem ortopédica ?. Mesmo com
a maioria das fraturas evoluindo para um reparo adequado, muitos dias de trabalho
sdo perdidos ao ano devido a incapacidade do paciente de realizar suas atividades
diarias, levando a uma enorme perda de produtividade e renda ©.

A intervencdo de agentes externos para acelerar o reparo 6sseo torna-se
importante pela possibilidade de antecipacéo da reabilitacdo destes pacientes e de
seu retorno as atividades cotidianas . Para alcancar essa otimizac&o, no entanto, é
necessario estudar terapias que auxiliem no reparo Gsseo, melhorando sua

funcionalidade e reduzindo os riscos de infeccdes.

1.2 Remodelacéo 6ssea

Os ossos sdo tecidos metabolicamente ativos que sofrem um processo
continuo de renovacao e remodelacdo. Esta atividade é consequéncia, em sua maior
parte, da atividade de dois tipos celulares principais, caracteristicos do tecido 0sseo:
0s osteoblastos e os osteoclastos. O equilibrio desse sistema 6sseo depende de uma
remodelacdo Ossea equilibrada, ou seja, de uma dindmica balanceada entre a
atividade dos osteoblastos, células de formacéo 6ssea, e 0s osteoclastos, células de

reabsorcéo 6ssea.
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Os osteoblastos secretam matriz O0ssea rica em proteinas colagenas
(Colageno Tipo I) e proteinas ndo colagenas como a Osteocalcina (OCC) que é uma
proteina relacionada com a mineralizacdo 6ssea, promovendo a fixagdo do calcio e
na formacgédo dos cristais de hidroxiapatita. A sintese progressiva de matriz éssea faz
com que, apos um determinado tempo, o osteoblasto fique aprisionado no interior de
sua matriz secretada, transformando-se num osteocito, a0 mesmo tempo que ocorre
a mineralizagdo da matriz previamente sintetizada, determinando a formacao de um
0sso maduro. Os osteoblastos estdo envolvidos no processo de formagéo 6ssea, mas
também na manutencéo deste tecido, assegurando a reparacédo de danos e lesoes,

mantendo a integridade 6ssea.

Os osteoclastos sdo células fundamentais na manuten@@o de uma massa e
estrutura 6ssea adequada ao longo da vida e € uma das células mais especializadas
do corpo humano, tendo como principal funido a reabsori@o éssea, que permite um
equilibrio entre a reabsori@o e a deposii@ao de tecido 6sseo. O equilibrio da interagao

osteoblasto-osteoclasto € fundamental para a manuten@ao da integridade do

esqueleto ao longo da vida ©.

Uma mostra do quao dependente estdo os fendbmenos de formacgédo e
reabsor¢cdo na dindmica da reparacdo Ossea sdo as proteinas efetivamente
envolvidas na diferenciacdo celular que determinam ativacdo ou inibicdo das
atividades que regulam o metabolismo 6sseo. Dentre as proteinas 6sseas envolvidas
nessa dindmica podemos destacar a Osteoprotegerina, a RANKL e RANK,

conceituados como marcadores de atividades celulares ©,

Os osteoblastos secretam a Osteoprotegerina, uma citocina receptora
homologa aos membros da superfamilia de receptores TNF-a (fator de necrose
tumoral), que atua como osteoprotetora, isto €, inibindo a diferenciacdo de pré-
osteoclastos em osteoclastos, responsaveis pela reabsorcdo Oéssea. A
osteoprotegerina faz isso se ligando ao RANKL (Ligante do Receptor Ativador do
Fator Nuclear kappa-B) impedindo sua interagdo com RANK (Receptor Ativador do
Fator Nuclear kappa-B) que esta presente na superficie dos osteoclastos e assim

inibe sua maturacao e ativacao. A expressao da OPG & inibida pela Prostaglandina
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E2 (PGE2) e os glicocorticoides, e é ativada pela vitamina D3 (Calcitriol), ions Ca2+

e o TGF, conforme esquematizado na figura 1.

Precursor de / W
Osteoclasto Estrégeno

inibe a atividade dos

RANKL
secretado pelos @ o _Osteoclastos
Osteoblasto @ © o -
i °0 L D Interigao deK
o RANKL/RAN
e @ © ‘ ' desencadeiam a
y ' OPG se une a RANKL ativacio e
inibindo a maturacao e ativacao maturacao

dos Osteoclastos

Osteoblastos

(formagdo Ossea)
@ RANKL
W rank Osteoclasgs ,
) OPG (Reabsorcdo Ossea)

Fonte:ww.elsevier.es/imatges/292/292v35n04/grande/292v35n04-90002fig.1jpq

Figura 1: Esquema de remodelacao 6ssea. Adaptado: Sun, S, 2008. 12(2): p. 239-51.

1.3 Reparo e tratamento das lesdes 6sseas

As fraturas Gsseas ocorrem por razdes como: traumas diretos causados por
arma de fogo, acidentes, tor¢cdes ou quedas. Os defeitos 0sseos séo provenientes de
malformacdes congénitas, traumas nao corrigidos, lesdes extensas ou de sequelas
cirrgicas, como na remocao de tumores, e sao corrigidos através de enxertia 6ssea,
colocacdo de proteses biocompativeis e utilizacdo de substancias indutoras de
formacdo 6ssea (). O reparo 6sseo € um processo que recaptula aspectos do
desenvolvimento e crescimento do esqueleto, envolvendo diversos componentes
extracelulares, celulares e fatores de crescimento. Este reparo é dividido em quatro
fases (inflamacao, condrogénese, ossificacdo e remodelamento), caracterizadas por

eventos celulares e moleculares especificos que ocorrem de maneira ordenada.
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Durante a fase inflamatoria ocorre o0 aumento de algumas citocinas, entre elas
TNF-a e IL-6, além de células inflamatorias e células de origem mesenquimais. No
entanto, a presenca destas citocinas podem ocorrer em outras fases do reparo, por
exemplo, durante o processo de remodelagdo ©.

A presenca das células inflamatorias recruta as osteoprogenitoras para o local
afetado e induz a ossificagdo endocondral formando matriz cartilaginosa, composta
por condrécitos e fibroblastos, estes irdo proliferar e sintetizar tecido fibrocartilaginoso
unindo a lacuna 6ssea. Apds a unido ha formacao do calo 6sseo semirrigido, para
maior atividade osteogénica através da aposi¢ao e reabsorcao 6ssea, porém para a
formacao da matriz celular éssea é necesséria a combinacao de proteinaceos e matriz
extracelular mineralizada. Em sequéncia a intensa formacédo Ossea irregular, o
estagio final de reparo caracterizado pelo remodelamento inicia-se por meio de
osteoclastos e algumas interleucinas, para o reestabelecimento da forma original do
0sso (A4,

Diversas terapias auxiliares tém sido utilizadas afim de melhorar o reparo
0sseo, como € o caso do laser de baixa intensidade, do ultrassom e de biomateriais
como hidroxiapatita, polimeros biodegradaveis, ceramicas, biovidros e mais
recentemente o uso de materiais carbonosos. Bossini et al, (2011) ©® desenvolveram
um estudo com ratas osteopénicas para avaliar os efeitos da associacdo de uma
vitroceramica com o laser de baixa intensidade. O grupo observou um aumento na
guantidade de osso neoformado. Outros estudos apontam que a associagao do laser
com biomateriais promove inducdo de osteogénese e mineralizacdo, aumento da
deposicdo de massa 0ssea e melhora das propriedades mecéanicas do tecido 6sseo
(10,11)

J& é bem conhecido que os marcadores bioquimicos do metabolismo ésseo
podem ser divididos em 2 grupos: Os relacionados a formacdo éssea (ALP, OCC,
COL1) e os de reabsorcao 6ssea (ALP) e a relacao no equilibrio destes marcadores

podem influenciar na qualidade do osso formado (12,

1.4 Biomateriais

Os compostos bioativos séo definidos como materiais sintéticos, inorganicos ou

uma combinacao destes, capazes de produzir resposta biologica especifica, ligacao
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e interacdo entre o composto e o tecido promovendo efeitos benéficos para o0 meio
sem que haja toxicidade ou resposta imunolégica. De acordo com os padrdes-ouro
da engenharia de tecidos, um substituto O0sseo ideal deve oferecer estrutura
tridimensional osteoindutiva altamente porosa garantindo circulagéo de nutrientes e
fatores de crescimento. Deve conter também propriedades de superficie que
favorecam migracao, proliferacdo e diferenciacdo de diferentes tipos celulares de
interesse local, bem como ser biocompativel e de biodegradacéo controlada e conter
células ou moléculas biologicamente ativas indutoras de osteogénese e
osteocondutividade, ter propriedades mecanicas condizentes com a regido de
implante e promover vascularizagdo, cada uma dessas caracteristicas objetivando
reparo e/ou regeneracéo tecidual 13.14),

Diversas linhas de pesquisa tém sido desenvolvidas e os beneficios atribuidos
percorrem desde a melhora no processo de consolidagdo ®, o aumento da
angiogénese e estimulo da neoformagéo 6ssea (19 até a producdo de matriz 6ssea e
melhora da diferenciacdo celular 17, Nos Ultimos anos, grandes avancos foram
obtidos através da Engenharia de Tecidos no desenvolvimento de materiais bioativos
em combinagbes de células, arcabougos e fatores bioativos que garantiram
biomateriais de diversas composi¢cdes para uso em enxertia 6ssea, como por exemplo

vidros, vitroceramicas, polimeros de diversas composicées e nacre (madrepérola)
(14,17,18)

1.5 Material Carbonoso

O carvao ativado € um solido carbonoso poroso contendo sitios acessiveis
para a ocorréncia do fenbmeno de adsor¢cdo ou ainda reacdes quimicas. O termo
“ativado” se refere a materiais de carbono produzidos por pirdlise em temperaturas
superiores a 1000°C, seguido por ativacao para criar a estrutura porosa final desejavel
(19),

Basicamente, qualquer material de baixo custo contendo um elevado teor de
carbono e ao mesmo tempo uma quantidade moderada de substancias inorganicas
pode ser usada como matéria-prima para a producéo de carvao ativado. Em geral, os
processos comerciais utilizam precursores como o0s derivados da biomassa

degradada ou féssil (turfa, lignito, antracito e hulha), da biomassa fresca (aparas de
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madeira, cascas de coco, cascas de todos os tipos de nozes, casca e palha de arroz,
etc.) ou ainda de residuos da biomassa ap0s o seu processamento (lignina, bagaco
de cana, etc.). Estas matérias-primas possuem um baixo valor de aquisicdo, um
elevado teor de carbono, ou combinam essas duas propriedades 19,

No ambito de aplica¢gdes médicas, o Carvao Ativado apresenta grande parte
das condi¢cdes necessérias ideais para este tipo de aplicacdo. A principal
caracteristica esta relacionada com a alta porosidade do material. Uma grande
guantidade de poros de diferentes diametros e grande superficie interna sugere que
este biomaterial apresente boa interacdo com compostos externos, como por
exemplo, na adsor¢cdo de poluentes, farmacos e provavelmente servindo como um
catalizador fisico para a proliferacéo celular *19. Tendo em mente as caracteristicas
do carvao ativado e conhecendo as inlUmeras aplicacbes desse material, surge a
hipotese de que o carvao ativado pode ter um papel importante nos processos de
estimulo e reparo quando utilizado como substituto 6sseo. Ao investigar tais
possibilidades, nosso grupo realizou andlises relacionadas a toxicidade do material e
os dados foram submetidos para publicacdo. Neste estudo estédo inclusos os dados
relacionados a atividade de Fosfatase Alcalina. Para avaliacdo da interacdo do
material com o meio, inducdo de osteogénese e caracteristicas de superficie foram
avaliados dados de Microscopia Optica. Além destes dados, foram analisados

também forca e resisténcia das amostras associadas ao carvao ativado.

1.6 Laser de baixa intensidade no reparo 6sseo

Ao irradiar tecidos vivos com a luz laser de baixa intensidade, esta € absorvida por
cromoforos fotoreceptores localizados nas células, promovendo modulaces
bioquimicas importantes, estimulacao de respiracdo mitocondrial através da producao
de oxigénio molecular e sintese de ATP. A palavra Laser origina-se do acrénimo
(palavra formada pelas iniciais de outras palavras) de Light Amplification by
Stimulated Emission of Radiation, ou Amplificacdo da luz por emissao estimulada de
radiacdo. A coeréncia uma das propriedades da luz laser onde as ondas sucessivas
da radiacdo estdo em fase e tempo coerentes, e se os trens de onda estao todos na
mesma direcdo e com o mesmo comprimento de onda %21, mas ao penetrar no

tecido, esta propriedade se perde nos primeiros extratos da 0sso. Isto ocorre devido



19

a grande variedade de estruturas celulares que compde a osso 2. Segundo esses
autores, apesar da perda da coeréncia da radiacao do laser de baixa intensidade no
interior dos tecidos, esta é absorvida pelas células gerando alteracbes no seu
metabolismo tanto em tecidos superficiais como profundo 2324,

Os achados indicam acdo do Laser em estagios precoces da neoformacao 0ssea,
atuando em estimulo e inducéo do processo de reparo e criando assim, uma série de
condi¢Bes ambientais para melhora do reparo 6sseo. Estudos sugerem a modulacéo
de diversos fatores de crescimento, como o IGF, PDGF e TGF-3, fatores
osteogénicos como RANKL, OPG e ainda diversas citocinas, como IL-13, COX2 e
TNF-a, no periodo mais inicial da reparagéo éssea. Observou-se ainda que fatores
teciduais como a deposicdo de colageno tipo | e Il também apresentaram aumento
consideravel (25-30),

Rennd e cols. (2007) @V observaram que a irradiacdo de culturas de células
com laser de baixa intensidade provocou aumento da proliferacdo de osteoblastos e
acelerou o processo de reparo. Outro estudo recente do mesmo grupo aponta para
efeitos regulatérios do ciclo celular, neste caso, o laser atuaria modulando a resposta
bioguimica da célula no que diz respeito as atividades mitocondrial e génica, e ainda
de sintese de proteinas regulatdrias melhorando, com isso, a proliferacdo celular e o
processo de consolidacéo da fratura. Estudos anteriores ja evidenciavam as diversas
capacidades modulatérias do laser e os resultados vao desde a constatacdo de maior
formacao de tecido ostedide trabecular, promocao de rapida formacdo de matriz
0ssea, maior deposicdo 0ssea até o favorecimento da diferenciacéo de osteoblastos
(32,33)

Apesar dos resultados encontrados no uso isolado da laserterapia e de
biomateriais no reparo 6sseo, ha ainda um numero reduzido de publicacbes que
investigam os beneficios do uso de biomateriais associados a irradiacdo laser no
reparo 6sseo (3435 sendo um objeto de estudo importante, visto que podem existir
modulac¢des no reparo 6sseo em ambas as condi¢Oes de tratamento.

Dadas as caracteristicas apresentadas pelo Carvao Ativado, torna-se
importante investigar o seu papel frente aos processos de reparo 0sseo a julgar pela
relacdo custo versus beneficio, a facilidade de obteng&o e manufatura, e o baixo custo
por ser derivado da queima de outros compostos, todas essas questbes fazem do
carvao ativado e sua associacdo ao laser de baixa intensidade um bom objeto de

estudo no ambito de compostos auxiliadores do reparo 0sseo.
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1.7 Nanoprata

Em funcdo de suas propriedades as nanoparticulas metalicas tém tido
consideravel atencdo da comunidade académica e propostas de sua utilizacao
abrangem aplicacbes em sensores Gticos, agentes bactericidas e fungicidas. As
propriedades antimicrobianas da prata tém sido reconhecidas ao longo da historia 39,
Com a descoberta dos antibioticos o uso da prata foi descartado, entretanto, o
crescente aumento da resisténcia das bactérias e o surgimento de novas cepas
resistentes aos mais potentes antibidticos constituem fatores que despertaram
novamente o interesse da comunidade cientifica pela prata como agente contra

microrganismos.

O efeito antimicrobiano da prata € bastante conhecido, entretanto, o
mecanismo de acdo é apenas parcialmente compreendido. Segundo Li et al. (2008)
7 a interacdo de fons de prata com grupos tiol em proteinas resulta na inativacdo de

enzimas respiratorias e na producéo de espécies reativas de oxigénio.

-IEoi demonstrado que o ion Ag impede a replicacdo do DNA, afeta a estrutura
e permeabilidade da membrana celular e causa danos a respiracéo celular (36.37.38),
As particulas nanométricas de prata exibem excelentes propriedades antimicrobianas
devido a morfologia com faces altamente ativas, destacando-se o fato da reatividade

ser favorecida por facetas de alta densidade atdmica 9.

Alguns estudos utilizam particulas de nanopratas em materiais porosos com o
objetivo de controlar sua liberacdo. Contudo, os trabalhos sao preliminares, sendo
necessarios maiores estudos para entender a acao da prata no controle da infeccéo

bacteriana em lesdes O0sseas.
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2. OBJETIVOS:

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o uso da fotobiomodulagcao associada ao material carbonoso impregnado com
nanoprata no processo de reparo 6sseo em modelo experimental de lesédo 6ssea em

tibia de ratos.

2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a acdo do biomaterial carbonoso impregnado ou ndo com nanoprata
no reparo 6sseo;

e Avaliar a interacdo da fotobiomodulacdo com laser de baixa intensidade
associada ao biomaterial carbonoso impregnado por prata no reparo 0Sseo;

e Verificar se as terapias associadas entre laser de baixa intensidade e
biomaterial impregnado ou ndo com nanoprata interferem nos niveis de

fosfatase alcalina, nas propriedades mecéanicas e na organizacao 0ssea.
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3. Material e Métodos

3.1 Animais

Foram utilizados 20 animais Wistar, machos com idade de 90 dias e com a
média de 3509 cada, originérios do Biotério da Universidade Nove de Julho, com
protocolo experimental aprovado pela CEUA (AN022/2017). Os animais foram
alojados em gaiolas apropriadas, mantidas em ambiente com iluminacao
controlada com ciclos de 12X12 horas (claro e escuro), devidamente higienizadas
e com temperatura padréo de 22-23 graus Celsius, ventilacdo adequada e livre

acesso a agua e alimento.

3.2 Grupos experimentais

Os animais foram distribuidos em 5 grupos experimentais contendo 4 animais
em cada (figura 2). Todos os animais utilizados no estudo foram submetidos a
cirurgia nas duas patas traseiras, obtendo o N amostral de 40 unidades désseas.
Os grupos experimentais foram identificados como:
Grupo 1: (NT) — Grupo com defeito 6sseo e sem tratamento;
Grupo 2: (CM) — Grupo com defeito 6sseo e utilizacdo de biomaterial carbonoso;
Grupo 3: (CM+NS) — Grupo com defeito 6sseo e utilizagdo de biomaterial carbonoso
+ nanoprata (concentracédo de 600ppm);
Grupo 4: (PBM) - Grupo com defeito ésseo e irradiado com Laser de baixa intensidade
(830nm; 6J; 100mW);
Grupo 5: (CM+NS+PBM) — Grupo com defeito 6sseo e utilizacdo de biomaterial

carbonoso + nanoprata (600ppm) + laser (830nm; 6J; 100mW).
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Grupos
Experimentais

Lesso Ossea

GRUPO 1

Sem Tratamento Tratado
(NT)

I

GRUPO 2 GRUPO 3 GRUPO 4 GRUPO 5
CM CM+NS PBM CM+NS+PBM

Figura 2: Grupos Experimentais. Lesdo 6ssea em tibia de ratos. N=4.

3.3 Defeito Osseo

Os animais foram anestesiados com Cetamina (90mg/Kg) e Xilazina
(10mg/Kg) e fixados em mesa de cortica. Em seguida foi realizada uma incisdo na
pele dos animais seguida de divulsdo dos planos subcutaneos e musculares para
acesso a porcao postero-lateral da tibia a direita. O defeito 6sseo foi realizado na
regido proximal do periésteo da tibia 10 mm abaixo da articulacdo do joelho com
auxilio de broca trefina com 05 mm de comprimento e 1.3 mm de espessura, acoplada
a um motor de implante Driller® em velocidade de 1500 rpm e irrigacdo constante. Os
defeitos foram caracterizados como adequados, quando a broca tivesse atravessado
parte da regido medular da tibia do animal sem transpassa-la, formando uma
cavidade circular onde os biomateriais foram depositados conforme descrito por
GRANITO, 2009 ©3, Apés a lesdo, os animais dos grupos 2, 3 e 5 (CM, CM+NS e
CM+NS+PBM) receberam o biomaterial carbonoso na regido do defeito ésseo. Os
grupos 4 e 5 (PBM e CM+NS+PBM) foram irradiados imediatamente com laser de
baixa intensidade (830nm, 6J, 100mW). Apds este processo, oS animais foram
suturados e retornaram ao alojamento em caixas como anteriormente. Para
analgesia, foi administrado TRAMAL® associado & Dipirona® via intraperitoneal com

dose de 5mg/kg em intervalos de 8 horas por 3 dias ap6s o procedimento cirdrgico.
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3.4 Preparacado do Material carbonoso

O Material foi produzido e cedido gentilmente pelo Professor Dr Guilherme
Lenz, do Departamento de Engenharia Metallrgica e de Materiais da Escola
Politécnica da Universidade de Sao Paulo.

Para a confeccao da amostra, o licor negro foi utilizado de forma bruta, sem
nenhum tratamento prévio. Afim de se obter tamanho de poro controlado, 0 PMMA foi
peneirado para na faixa de granulometria de 420um < ® <500um. Para a confecgéo

dos materiais carbonosos foram adicionados 100g do licor negro bruto, 15g de
resorcinol e 45g de PMMA (Polimetilmetacrilato) para a formacdo dos poros de
tamanho micro, e por ultimo foram inseridos 44g de formaldeido como agente
reticulante na polimeragéo do material. Todo este processo foi realizado sobre
agitacdo com o auxilio de uma placa de agitacdo e uma barra de agitagdo magnética.

A amostra foi submetida a carbonizacdo em um forno tubular horizontal, com
uma taxa de aquecimento de 5°C/min até atingir a temperatura de 900°C. O tempo
de permanéncia foi de 2 horas sob atmosfera inerte de argonio. Em seguida as
amostras foram deixadas esfriar em atmosfera inerte até atingir temperatura ambiente
para evitar a queima do material. Por fim, a amostra foi lavada afim de retirar o
excesso de sais de sodio, potassio e enxofre provenientes do processo de
deslignificagdo da madeira. A caracterizagdo tomografica (figura X) foi realizada nas

amostras e o tamanho final dos poros foi entre 250pm < ® < 420um.

g 3 & S
HV det magc WD —300 ym ———
15.00 kV ETD 500 x 9.4 mm|

Figura 3: Caracterizacao tomografica do material carbonoso.
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O material carbonoso particulado foi esterilizado. No momento da cirurgia
0ssea, foi adicionado solucédo salina 0,9% até a formacdo de uma pasta. 1mg do

material foi adicionado em cada loja 0ssea.

3.5 Preparacédo da Nanoprata

As solucbes de nanoprata na proporcdo de 660ppm foram produzidas e
gentilmente cedidas pelo Professor Dr Guilherme Lenz, do Departamento de
Engenharia Metallrgica e de Materiais da Escola Politécnica da Universidade de Sao
Paulo.

As nano particulas de prata foram sintetizadas utilizando uma solucéo 1,0
mmol/L de nitrato de prata (AgNO3), adicionado gota a gota a 30 mL de (NaBHa4) boro-
hidreto de sodio, solucdo em 2,0 mmol . Foi adicionado AgNOs lentamente, na
frequéncia de 1 gota por segundo, em agitacdo magnética e banho de gelo. Apés a
alteracdo de coloracdo, a agitacao foi interrompida e a solugdo contendo nano
particulas de Prata foi armazenada sob refrigeracao.

Em um tubo falcon de 50ml foi adicionado 10g de material carbonoso estéril e
40ml de solucédo de nanoprata 660ppm estéril. A mistura foi mantida por 24 horas e

em seguida foi armazenada para implantacéo na cirurgia 6ssea na tibia dos animais.

3.6 Protocolo de Tratamento

A irradiacdo com laser de baixa intensidade foi realizada apds o término da
cirurgia para inducéo da lesao éssea e sutura dos tecidos, sendo aplicada em contato
com a pele do animal em angulo de 90° sobre a inciséo cirirgica, no local do defeito
0sseo. Para garantir que a irradiagcdo ocorresse no local da lesdo, o ponto de
irradiacao foi definido conforme a medida efetuada para realizar o defeito ésseo, ou
seja, 10mm abaixo da articulacéo do joelho em ponto unico.

Os animais foram submetidos a 07 periodos de tratamento alternados, sendo
o primeiro tratamento imediatamente ap0s a cirurgia e 0s demais alternadamente, até
o 17 dia de pés-operatério (0-2-4-6-8-10-12), conforme a figura 4.

Apés 30 dias de inducdo da lesédo, os animais foram anestesiados com

hiperdose de cloridrato de Xilazina (30mg/ml) e Cloridrato de Cetamina (270mg/ml),
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o sangue foi coletado via puncéo cardiaca para analises de Fosfatase Alcalina e apos
a eutanasia, a tibia foi removida e conservada para analises morfolégicas e

biomecanicas.

0 E 3 e 0 E 0 0 b

| J
I

Dias
Figura 4: Curso temporal do experimento de indugéo 6ssea e tratamento com laser

de baixa intensidade. ( A ) Lesao 0ssea; (1) Laserterapia; (1) Eutanasia.

Os parametros de irradiacdo foram definidos, de acordo com estudos
anteriores realizados por Pallotta et al (2014) “9), indicados no Quadro 1.

[1 Emissor de Luz Laser - Diodo (AsGaAl);

(1 comprimento de onda de 830nm;

[J poténcia de 100mW;

energia de 6J por ponto e emissao continua,

ponto Unico de aplicacao;

tempo de irradiagéo de 60 segundos;

densidade de poténcia de 3,5 W/cm2,;

densidade de energia de 214,28 J/cm2,

o g o] g o] ™

area de saida do feixe, no bico da caneta de 0,028cm

Quadro 1: Parametros Dosimétricos

3.7 Analise sanguinea — Dosagem de Fosfatase Alcalina (ALP)

Para a quantificacdo da Fosfatase Alcalina, apos 30 dias da inducéo da leséo,
todas as ratas foram anestesiadas e antes da eutanasia foi coletado sangue sem uso

de anticoagulante através da puncéo cardiaca nos ratos e colhido e acondicionado
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em tubo plastico Eppendorff por volta de 3ml. Apés 10 minutos da coleta, o tubo com
o sangue foi centrifugado a 5000 rpm por 3 minutos para separacao do soro e parte
vermelha do sangue. O soro foi armazenado em outro tubo a -80°C até sua utilizagédo
para a aldlise.

A reacdo para deteccdo dos niveis de ALP seguiu as seguintes etapas:
Inicialmente a solugéo tampéo (DEA) foi preparada e incubada por alguns minutos a
37°C. Enquanto ocorreu a incubacédo, em placa de 96 pocos, colocou-se 2ul da
amostra em cada pogo da placa e foi adicionado 200ul do reagente unico,
previamente incubado. A absorbancia foi 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 reacao, outras leituras foram feitas em 1, 2 e 3 minutos apés a primeira
leitura, o calculo foi feito pela absorbancia de Fosfatase alcalina (U/l) a 405 nm =
AA/min x 5.460. Os valores foram determinados a partir da diferenca da média de
Absorbéancia/min (AA/min), subtraindo cada leitura da anterior e fazendo a média dos

valores. As analises seguiram as instru¢des do fabricante.

3.8 Analise da Propriedades Mecanicas

Logo ap0s a eutandsia, as tibias direita e esquerda foram removidas e as medidas
de largura, comprimento e altura foram aferidas. Foram simulados eventos de carga
e descarga pelo dispositivo para ensaio de flexdo (aparelho de teste biomecanico
(EMIC2000) para ensaio de flexdo em 3 pontos). A tibia foi colocada horizontalmente,
apoiada em 2 suportes metalicos (superior e inferior) e a distancia foi ajustada para
cada amostra, de acordo com o valor de sua espessura. O comprimento do corpo de
prova foi padronizado para 10mm (distancia entre os pontos de contato do dispositivo
inferior) e o dispositivo superior foi posicionado no centro do corpo de prova,
mantendo 5mm para cada lado e a regidao da leséo foi posicionada para baixo,
conforme figura 4. O ensaio ciclico de flexado foi programado mantendo velocidade de
carga e descarga de 6mm/min. Foi acrescido 0,3mm durante cada carregamento, até
ocorrer a ruptura 0ssea. Em seguida foram analisados: - For¢a de ruptura maxima

(Fmax); - Descolamento (mm) no momento da ruptura Maxima (Dmax).
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Figura 5: Posicionamento do osso tibial com a lesdo 6ssea voltada para baixo no
dispositivo para ensaio biomecanico de flexdo em 3 pontos. Fonte: Autor

3.9 Microscopia Optica de Luz

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 impregnacédo (embebicdo) e inclusdo em Paraplast® das
amostras. Em seguida, foram colocadas em recipientes de aluminio adequados, com
Paraplast® fundido por 4 horas. Apds a impregnacdo, 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 um de
espessura em microtomo 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.). Apds a coloragao os cortes foram montados em laminas
permanentes para posteriores analises em microscopio optico e fotografados através
de sistema de microfotografia (Olympus System Microscope Model CX 41 — Olympus

PM10SP Automatic Photomicrographic System). As seguintes estruturas foram
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observadas: Tecido de granulacdo (GT); regiao Medular (M) e cortical (C);
Osteoblastos (OB); Osteoclastos (OC); presenca de material carbonoso (CM),
presenca de canais vasculares (VC); Endésteo (ED) e regifes de transicdo para
formacao de tecido 6sseo maduro (TA).

3.10 Anélise Estatistica

Os dados foram expressos pela média e pelo desvio padrdo da média. Os
resultados serdo submetidos a analise de variancia (ANOVA) com pos teste de
Bonferroni. Para confec¢éo dos graficos, foi utilizado o software GraphPad Prisma 5.

O nivel de significancia estatistico sera de p<0,05.
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4. Resultados

4.1 Niveis de Fosfatase Alcalina

Na figura 6, foi observado aumento nos niveis de fosfatase alcalina dos grupos
CM, CM+NS e CM+NS+PBM quando comparados com o grupo NT. O grupo PBM
apresentou discreta reducdo de fosfatase alcalina em relacdo ao grupo NT, porém

sem significancia.
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Figura 6: Grafico dos niveis de fosfatase alcalina apos 30 dias da indugéo da leséo
0ssea. Grupos: nao tratado (NT); tratado com material carbonoso (CM); tratado com
material carbonoso com nanoprata (NS); tratado com laserteparia (PBM) e tratamento

associado de material carbonoso com nanoprata e laserterapia (CM+NS+PBM). N=4.
**p<0.01 VS NT.
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4.2 Andlises Histoldgicas

Foram realizadas analises histologicas e avaliadas as diferencas na formacao
0ssea nos diferentes grupos. Foram fotografadas as areas de formacao 6ssea 30 dias
apos a inducéo da lesdo. A figura 7 representa o grupo néo tratado (NT) com regido
cortical (C) e medular (M) bem definidas. Foi observado presenca de tecido de
granulacdo (GT), canais vasculares (VC) em formacdo e maior presenca de

osteoblastos (OB) concentrados proximos ao tecido de granulacdo. Foi observado a

presenca de osteoclasto (OC) préximo ao canal vascular.

Figura 7: Fotomicrografia transversal da tibia do grupo NT. Estruturas ésseas
observadas: M= Camada Medular, C= Camada Cortical, GT= Tecido de Granulacao,
VC= Canal Vascular, OB= Osteoblasto, OC= Osteoclasto. Aumento de 20X;
Coloracao HE.



32

A figura 8 representa o grupo tratado com material carbonoso (CM). Foram
observados canais vasculares (VC) em formacdo e presenca de populagbes de
osteoblastos distribuidos de forma homogénea na camada cortical. Foi observado
particulas de material carbonoso em areas mais periféricas, na camada cortical.

Figura 8: Fotomicrografia transversal da tibia do grupo CM. Estruturas 6sseas

observadas: M= Camada medular, C= Camada Cortical, TA= Area de Transic&o,
CM= material carbonoso, VC= Canal Vascular, OB= Osteoblasto. Aumento de 20X;

Coloracao HE.



33

A figura 9 representa a regido cortical do grupo tratado com material carbonoso
impregnado com nanoprata (CM+NS). Foram observados osteoblastos distribuidos
de forma homogénea na camada cortical e presenca de formacdo de canais

vasculares (VC). Nao foram observadas regides com tecido de granulacao.

Figura 9: Fotomicrografia transversal da tibia do grupo CM+NS. Estruturas 0sseas
observadas: C= Camada Cortical, VC= Canal Vascular, OB= Osteoblasto. Aumento
de 20X; Coloracéo HE.
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A figura 10 representa o grupo tratado com fotobiomodulacdo (PBM) com
regido cortical (C) e medular (M) bem definidas. Foi observado osteoblastos (OB)
distribuidos na maioria do tecido 6sseo, na camada cortical (C) formado apds 30 dias
da inducdo da lesdo. Foram observadas areas de transi¢cdo (TA) no tecido 6sseo
formado, além de canais vasculares (VC) e endésteo (ED) entre a camada medular e
cortical.

Figura 10: Fotomicrografia transversal da tibia do grupo PBM. Estruturas ésseas

observadas: M= Camada Medular, C= Camada Cortical, TA= Area de Transi¢&o, VC=

Canal Vascular, ED= Enddsteo, OB= Osteoblasto. Aumento de 20X; Coloracéo HE.
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A figura 11 representa o grupo tratado com fotobiomodulacdo associada ao
material carbonoso impregnado com nanoprata (CM+NS+PBM) com regides cortical
(C) e medular (M) bem definidas. Foi observado uma boa distribuicdo dos
osteoblastos (OB) além de areas de transicao (TA) na camada cortical. Foi observado

particulas do material carbonoso (CM) nas areas mais periféricas da camada cortical.

Figura 11: Fotomicrografia transversal da tibia do grupo CM+NS+PBM. Estruturas

Osseas observadas: M= Camara Medular, C= Camada Cortical, TA= Area de
Transicdo, OB= Osteoblasto, CM= Material Carbonoso. Aumento de 20X; Coloracao
HE.

Na figura 12 sdo apresentadas imagens histolégicas representativas de cada
grupo experimental (NT, CM, CM+NS, PBM, CM+NS+PBM) bem como o gréfico da
fosfatase alcalina. Foi observado maior area de tecido de granulagé@o no grupo NT em
relacdo aos demais grupos. Quanto aos osteoblastos, foi observado uma distribuicéo
mais homogenea das células nos grupos CM, CM+NS e CM+NS+PBM em relacao

aos demais grupos. O material carbonoso utilizado como material de preenchimento
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das lesdes Ossea foi observado somente nos grupos CM e CM+NS+PBM. O grupo
CM+NS apresentou menor area de transicdo entre tecido osseo primario e tecido
osseo maduro. Canais vasculares em formacao foram observados em todos os

grupos. Os grupos CM, CM+NS e CM+NS+PBM apresentaram aumento dos niveis

de fosfatase alcalina, quando comparados ao grupo NT.

Figura 12: Prancha com fotomicrografias dos cortes histologicos da tibia dos grupos
NT, CM, CM+NS, PBM, CM+NS+PBM e grafico da fosfatase alcalina dos mesmos
grupos.
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4.3 Analises Biomecanicas

Foram realizados os ensaios biomecanicos de flexdo para célculo da forca

maxima e deformacdo maxima no momento de ruptura 6ssea para avaliacdo das
propriedades mecanicas Fmax e Dmax.
A figura 13 representa o grafico da forca maxima do ensaio de flexdo no momento da
ruptura 6ssea. Podemos observar neste gréfico que todos os grupos tratados
obtiveram um aumento dessa forca quando comparados ao grupo néo tratado (NT),
porém, os grupos tratados com material carbonoso impregnado com nanoprata
(CM+NS) e com o uso associado da fotobiomodulagédo com o material carbonoso
impregnado com nanoprata (CM+NS+PBM) tiveram um aumento significativo quando
comparados ao grupo néo tratado (NT).
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Figura 13: Grafico Fmax no momento da ruptura ossea.
Grupos: néo tratado (NT); tratado com material carbonoso (CM); tratado com material
carbonoso com nanoprata (NS); tratado com laserteparia (PBM) e tratamento

associado de material carbonoso com nanoprata e laserterapia (CM+NS+PBM). N=5.
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A figura 14 representa o grafico da deformacdo maxima atingida no momento da
ruptura, relacionada a capacidade do deslocamento do material. Podemos observar
gue somente o grupo tratado com fotobiomodulacéo (PBM) obteve um aumento
significativo dessa deformacdo quando comparado ao grupo nao tratado (NT). Os
demais grupos néo tiveram alteracfes significativas quando comparados ao grupo
nao tratado (NT).

0.5+

Dmax (mm)

Figura 14: Grafico Dmax no momento da ruptura 0ssea.

Grupos: ndo tratado (NT); tratado com material carbonoso (CM); tratado com material
carbonoso com nanoprata (NS); tratado com laserteparia (PBM) e tratamento
associado de material carbonoso com nanoprata e laserterapia (CM+NS+PBM). N=4.

A figura 15 representa o grafico da relacdo entre Fmax e Dmax, e podemos observar
gue o grupo tratado com material carbonoso (CM) apresentou um deslocamento para
esquerda, isto é, uma aumento do angulo da relagédo entre a Fmax e Dmax. O grupo
fotobiomodulacdo (PBM) apresentou um deslocamento para a direita, isto €, uma
diminuicdo do angulo da relacdo entre Fmax e Dmax. O grupos tratados com o

material carbonoso impregnado com nanoprata (CM+NS) e material carbonoso
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impregnado com nanoprata associado a fotobiomodulagdo (CM+NS+PBM)

apresentaram um angulo muito préximo da relacdo entre Fmax e Dmax.

120~
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Figura 15: Grafico sobreposicdo Fmax e Dmax no momento da ruptura Ossea.
Grupos: ndo tratado (NT); tratado com material carbonoso (CM); tratado com material
carbonoso com nanoprata (NS); tratado com laserteparia (FBM) e tratamento
associado de material carbonoso com nanoprata e laserterapia (CM+NS+PBM).
*p<0,05 vs NT-Fmax e **p<0,01 vs NT-Fmax; #p<0,05 vs NT-Dmax. N=4.

O quadro 2 representa a comparacdo dos resultados através de simbolos que
representam melhora ou piora da caracteristicas apés a realizacdo do experimento.
Todos os grupos apresentaram melhoras das caracteristicas para as andlises da

fosfatase alcalina, Fmax e morfolégicas, com destaque para o grupo CM+NS+PBM.
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Analises
ALP 1 1
Fmax = 1
Dmax ! =
Histoldgica 1 "

Quadro 2: Comparacao de resultados dos grupos experimentais CM, CM+NS,
PBM, CM+NS+PBM comparados ao grupo NT. Simbolos: (=) para resultados
similares e (1) ou (|) para aumento ou redugdo proporcional ao numero de
simbolos utilizados.
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5. Discussao

Neste trabalho, foi observado que o uso associado da fotobiomodulagédo com
o material carbonoso impregnado com nanoprata ndo prejudicou 0 reparo 0SSeo.
Neste caso houve manutencao das propriedades biomecanicas e adequado nivel de
fosfatase alcalina, levando a um tecido 6sseo organizado constatado na avaliacao
das laminas histoldgicas. Os resultados obtidos nesse trabalho podem ser atribuidos
a utilizacdo do material carbonoso impregnado por nanoparticulas de prata irradiado
pela luz laser no momento do reparo das lesdes 0sseas nas tibias dos ratos. Os
resultados bioquimicos, histolégicos e biomecanicos claramente demonstram um
beneficio do reparo 6sseo no grupo tratado com o biomaterial proposto pelo nosso
grupo de pesquisa quando este foi associado a fotobiomodulacdo, j& que
estatisticamente os resultados obtidos para esse grupo foram qualitativamente

superiores ao grupo que nao recebeu tartamento.

No grupo ndo tratado (NT) houve a reducéo das propriedades mecanicas, a
histologia apresentou desorganizagdo tecidual devido a presenca de grande
guantidade de tecido de granulacao e a fosfatase alcalina alta mostrando que ainda
esta havendo formacédo O6ssea. Esse cenario ja foi observado em outros trabalhos
como o de Bossini, et al @4, onde as propriedades mecanicas do grupo que se
submeteu a leséo 6ssea e ndo foi tratado com nenhum material de preenchimento
nem com a fotobiomodulacéo foram piores quando comparadas ao grupo submetido
a lesdo Ossea tratado com um material de preenchimento em associacdo a
fotobiomodulacdo com 120 J/cm quadrado. No grupo (NT) os piores resultados para
as propriedades macanicas associado a desorganizacéo tecidual apresentada na
analise histolégica, bem como a distribuicdo irregular e a pouca quantidade de
osteoblastos denotam um atraso no reparo 6sseo. O alto nivel da fosfatase alcalina
apresentado por esse gupo que nao recebeu tratamento pode nos sugerir que a fase
de formagé&o Ossea ainda seja a de remodelamento 6sseo ou ainda de inicio da
formacao 6ssea. O baixo nivel de fosfatase alcalino para o grupo néo tratado (NT) em
relagdo aos demais grupos pode estar associado a uma menor quantidade de
osteoblastos presente nesse grupo. A fosfatase alcalina é uma enzima considerada

um marcador bioquimico responsavel pela iniciacdo da mineralizacdo da matriz extra
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cellular durante o reparo 6sseo. Segundo Hideo Orimo ©, podemos definir
marcadores bioquimicos do metabolismo ésseo como substancias que retratam a
formag@o bem como a reabsorido dsseas. Como a formago € dependente da ago
dos osteoblastos, os marcadores de formaggo, na realidade, medem produtos
decorrentes da ai@ao destas células. A fosfatase alcalina é expressa na membrana
celular dos osteoblastos, e a pouca quantidade de osteoblastos observada na lamina
do grupo néo tratado (NT) nos remete a uma fase ainda ndo completa do reparo

dsseo.

Com o intuito de desenvolver um biomaterial que possa ser apropriado para o
favorecimento do reparo 6sseo, com um baixo custo, e ainda por cima sustentavel,
este estudo se prop6s avaliar e sugerir a utilizacdo de um material carbonoso nas
lojas cirurgicas realizadas sobre as tibias de ratos Wistar machos. O grupo tratado
com material carbonoso (CM) obteve uma melhora das caracteristicas histol6gicas
em relacéo ao grupo nao tratado por apresentar uma melhor distribui¢cdo, assim como
uma maior quantidade de osteoblastos. A fosfatase alcalina deste grupo tratado com
0 material carbonoso apresentou um nivel significativamente mais alto em relacéo ao
grupo nao tratado. Esses resultados sugerem que o grupo CM esta numa fase mais
adiantada do reparo 6sseo em relacdo ao grupo NT. Comparativamente com o grupo
nao tratado, o grupo tratado com o material carbonoso (CM) apresentou mais
organizacdo das células e menos tecido de granulagcédo, denotando um estagio mais
avancado do reparo 6sseo, bem como fragmentos do material carbonoso na lamina
histoldgica, corroborando com o trabalho de Pallotta (2014) “9, Quanto as suas
propriedades mecéanica, o grupo (CM) sofreu um leve aumento da forca maxima e
uma leve diminuicdo da deformacdo méaxima no momento da ruptura, quando
comparados ao grupo (NT), ambos sem significancia, o que quer dizer que nao
prejudicaram ou favoreceram as propriedades mecanicas para esse grupo

especificamente.

O grupo tratado com material carbonoso impregnado com nanoprata (CM+NS)
foi o que obteve melhores caracteristicas histolégicas por apresentar a melhor
distribuicdo de osteoblastos observados no microscopio optico, auséncia de tecido de
granulacdo e poucas area de transicdo, e esses achados, conjuntamente com o alto

nivel da fosfatase alcalina, bem como um aumento da forgca maxima no momento da
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ruptura, demonstram uma melhora das propriedades mecéanicas, e sugerem um
reparo 6sseo bem adiantado em relacéo ao grupo que néo recebeu tratamento (NT).
As excelentes caracteristicas histolégicas encontradas especificamente para o grupo
tratado com o material carbonoso impregnado por nanoprata podem ser atribuidas a
uma possivel desinfec¢do gerada pelas propriedades antimicrobianas da nanoprata.
Um material que supra a necessidade de utilizacdo de antibiotico sistémico para o
pos operatorio de uma cirurgia éssea, seja ela do tipo que for, representaria uma
otimizacdo e um avanco em relagdo a pratica realizada nos dias atuais, onde 0 uso
indiscriminado de antibioticos pelos profissionais da saude € recorrente e provoca o
fendbmeno da resisténcia bacteriana aos antibiéticos, que ja é um dos problemas de
saude publica mais graves atualmente, estando associada ao uso inadequado de
antibidticos, apresentando consequéncias clinicas e econdmicas
preocupantes relacionados com o aumento da morbidade e mortalidade “>44 devido
aos atrasos na administracdo de tratamentos eficazes contra as infecdes causadas
por bactérias resistentes.

O desenvolvimento de resisténcia bacteriana aos antibiéticos é um fenémeno
natural resultante da presséo seletiva exercida pelo uso de antibiéticos, mas que tem
sofrido uma expansdo muito acelerada devido a utilizacdo inadequada destes
farmacos, existindo uma correlacdo muito clara entre um maior consumo de
antibidticos e niveis mais elevados de resisténcia microbiana, Segundo Loureiro at al)
45).

Nenhum antibi6tico foi utilizado como forma de prevencéo de infec¢éo para
nenhum dos grupos experimentais para este experimento realizado pelo nosso grupo
de pesquisa, portanto, este trabalho pretende, assim, alertar para a importancia do
problema da resisténcia microbiana na saude publica atualmente, da mesma forma
gue também propde o desensolvolvimento de um novo biomaterial impregnado por
nanoprata, exercendo dessa forma uma propriedade antibacteriana que poderia
substituir o uso dos antibi6ticos.

Em diversos trabalhos ja foi demosntrado que a nanoprata possui um amplo
espectro de atividade antibacteriana, bem como seu uso no desenvolvimento de
biomateriais resistentes a infeccdo 649, As nanoparticulas de prata tem se mostrado
efetiva contra as bactérias gram positivas e negativas, fungos, filamentosos,
leveduras e virus, também possuem grande area interfacial, permitindo maior

eficiéncia para penetragdo em fissuras celulares. Em relacdo a toxicidade para as
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células animais, a prata é o material que apresenta a menor toxicidade 6051 A
nanoprata exerce um papel antimicrobiano sinérgico a diversos antibioticos ©2).
Materiais impregnados por nanoprata apresentam boa compatibilidade celular e
sanguinea ®3 e alguns desses biomateriais tem sido estudados na forma de ensaios
clinicos em pacientes ortopédicos “6:47),

Apesar de alguns estudos e aplicacdes clinicas das nanoparticulas de prata ja
estarem presentes no nosso cotidiano, existe ainda uma preocupacéo a respeito do
uso da prata sob o aspecto de seguranca e toxicidade que limita sua implantacao
mais recorrente em implantes e enxertos na area da Ortopedia, e as informacdes
acerca das concentragcdes adequadas encontradas na literatura permanecem
contraditérias (46:47:5354),

O mecanismo de ai@ao antimicrobiana proposto para as nanoparticulas de

prata refere-se a intera@o com grupos que contém os elementos enxofre e fosforo,
gue sao encontrados tanto nas membranas celulares como no citoplasma das
bactérias. Sua interado ocorre com a membrana celular dos microrganismos,
causando danos ao processo de respirai@do celular, e, no interior das células,
interagem com o DNA, impedindo a divis&o cellular, Segundo Morones et al. 2005 (9,

Nesse contexto, este trabalho objetivou avaliar a atividade antimicrobiana de
nanoparticulas de prata associada ao material carbonoso, e constatou-se que houve
um beneficio no reparo 6sseo dos ratos que se submeteram a leséo tibial. Todos os
animais submetidos a lesédo 6ssea e que receberam o tratamento com a nanoprata

impregnada ao material carbonoso n&o desenvolveram nenhum tipo de infecgéo ou
complicac@o pOs operatoria, 0 que nos leva a crer que o efeito antibacteriano das
nanoparticulas de prata fizeram bem seu papel antimicrobiano.

Outro pilar terapéutico principal analisado no trabalho proposto pelo nosso
grupo de pesquisa foi a aplicacdo da luz laser sobre a lesdo 6ssea com a finalidade
de se obter algum beneficio no reparo 6sseo nas tibias dos ratos. O grupo tratado
com fotobiomodulagédo (PBM) obteve uma reducédo do nivel de fosfatase alcalina e da
forca maxima no momento da ruptura em relacdo ao grupo néo tratado (NT), mas
sem significancia. Em contraponto, sofreu um aumento significativo da deformacao
maxima no momento da ruptura. Na deformacao por ruptura o corpo rompe-se em
duas ou mais partes. A ruptura acontece quando um corpo recebe uma tensao

inicialmente maior daquela que produz a deformacgao plastica; essa tensao tende a
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diminuir apods o inicio do processo. Esse dado pode ser interessante se levarmos em
consideracao a necessidade functional do osso que clinicamente pode ser reabilitado
através de um tratamento onde somente a fotobiomodulagéo fosse aplicada. Nosso
trabalho, avaliou os niveis da fasfatase alcalina 30 dias apds a inducdo da lesédo
6ssea, e € muito semelhante ao trabalho de Rodrigues et al %, onde foram realizadas
analises bioquimicas para avaliar os niveis de fosfatase alcalina nos sangues
coletados dos animais submetidos a extracdo dentéria e avaliagdo do reparo 6sseo
em diferentes grupos, num periodo de 28 dias apds a inducéo da lesdo Ossea e foi
observado uma importante reducéo nos niveis de fosfatase alcalina do grupo
irradiado com laser de baixa intensidade, sem uso de biomaterial quando comparado
aos grupos que receberam o material carbonoso, e esse mesmo grupo PBM
apresentou discreta reducéo em relagéo ao grupo NT, porém sem significancia. A
acao da irradiacdo da luz laser sobre o tecido 6sseo foi inicialmente descrita por
Mester et al ©6), em 1972, onde observou-se a acelerada reparacao da ferida no 0sso.
O autor ressaltou que a dosimetria é fundamental para que os paramentros de
irradiagcao sejam seguros e eficazes na utilizagéo do laser de baixa intensidade. A
laserterapia pode atuar no reparo 6sseo inibindo o recrutamento de células
osteoprogenitoras e aumentando a ativacdo de osteoclastos, diminuindo a deposicao
de matriz extracelular e estimulando o remodelamento dsseo @349, Neste trabalho,
os resultados obtidos para o grupo experimental que recebeu tratamento com a
laserterapia foram semelhantes a outros ja publicados na literartura “%57), que
também utilizaram os parametros de irradiacdo de energia de 6 J, poténcia de 100mwW
e com tempo de irradiacdo de 60 segundos sobre a lesdo éssea, e a partir do 28°
apos a inducéo da lesao, foi observado um processo de reparo mais avancado do
grupo que se submeteu a fototerapia, com presenca de calo 6sseo maduro e
formacdo mais adiantada do osso previamente lesionado em relacdo ao grupo nao
irradiado, logo, podemos concluir que a irradiagéo provocou umefeito bioestimulante
positivo no estagio inicial da cicatrizacéo 0ssea em relacédo aos grupos néo irradiados.
No nosso trabalho, os resultados mais interessantes encontrados no experimento
foram do grupo tratado com o uso associado dafotobiomodulagdo com o material
carbonoso impregnado com nanoprata (CM+NP+PBM), que apo0s as analises
realizadas, apresentou uma fase mais adiantada no reparo 6sseo. Os resultados
histol6gicos nos forneceram informacdes importantes da progressao do reparo

0sseo nos diferentes tratamentos, e no grupo (CM+NP+PBM), a boa
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distribuicdo dos osteoblastos observada no corte histologico aliada a maior producéo
de fosfatase alcalina por esses osteoblastos denota um adiantanto o tempo de reparo
6sseo. Ozawa et al. e Stein et al ©827) também evidenciaram que o laser com
comprimento de onda de 830nm foi eficiente para estimular a proliferacéo celular de
osteoblastos resultando em um aspecto 0sseo mais organizado. Outro dado que
corrobora para a adjetificacdo de bons resultados foram os aqueles obtidos na forca
maxima no momento de ruptura éssea para esse grupo CM+NS+PBM, onde a maior
Fmax foi obtida e aumentou significativamente em quando comparada ao grupo NT,
no ensaio de flexdo. Alguns autores sugerem que a terapia laser é capaz de promover
um aumento da forca mecéanica apds uma fratura. Rennd et al encontraram que o
laser é capaz de acelerar a acdo de osteoblastos em areas de fraturas @Y. Nosso
trabalho propés um ensaio de flexdo sobre a area da lesao 6ssea utilizando o ensaio
ciclico de flexdo em trés pontos com uma carga suficiente até que provocasse a
ruptura da tibia do animal. O ensaio de flexdo foi utilizado para determiner as
propriedades mecéanicas de resisténcia a flexdo e médulo de deformacéo sob flex&o,
e consiste na aplicacdo de uma carga crescente e ciclica em um determinado ponto
de uma barra, no nosso trabalho especificamente, a tibia do animal. Essas
propriedades foram importantes para avaliar o desempenho do material avaliado
guando submetido a uma carga de flexdo, simulando uma situacdo real da vida
cotidiana. As melhoras encontradas nas propriedades mecanicas nos grupos
experimentais do nosso estudo podem ser atribuidas ndo sé pelo biomaterial
utilizado, mas também pela associacdo da fotobiomodulacdo utilizada no trabalho,
assim como demonstrado em diversos trabalhos realizados anteriormente e que
obtiveram um beneficio com a fototerapia no reparo 6sseo (93234 De fato, os
resultados obtidos no nosso trabalho corroboram com a tese que a fotobiomodulacéao
€ capaz de aumentar a atividade osteoblastica, estimular a sintese de RNA e DNA e
a sintese de proteinas, promover a diferenciaio precoce de células
osteoprogenitoras em osteoblastos maduros ©8), estimular o aumento dos niveis da
fosfatase alcalina ©“1. Essas caracteristicas oferecidas pelo tratamento da
fotobiomodulagédo parecem contribuir para uma acelera@@o no processo do reparo
0Sseo .

Nosso trabalho demonstrou que o grupo que associa a fotobiomodulagéo ao

material carbonoso impregnado com nanoprata (CM+NS+PBM) obteve os melhores

resultados de maneira geral, frente as analises realizadas, demonstrando que o
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material carbonoso impregnado com nanoprata irradiado pelo laser ndo prejudica o

reparo 6sseo mas consegue promover um beneficio adicional ao reparo.
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6. Conclusao

Com base nos resultados obtidos e nos artigos cientificos pesquisados,
podemos concluir que o tratamento realizado com a fotobiomodulacéo utilizando
comprimento de onda de 830nm, poténcia de 100mW e energia de 6J associado ao
material carbonoso impregnado por nanoprata promoveu beneficios adicionais ao
reparo 0sseo no modelo de leséo de tibia de ratos, em todas as analises realizadas
neste trabalho: bioquimica, morfolégica e biomecanica.

O material carbonoso impregnado por prata irradiado pelo laser de baixa
intensidade foi capaz de acelerar a formacéo 6ssea pelo aumento da concentracao
da fosfatase alcalina, presenca de um tecido ésseo organizado morfologicamente e

melhoria das propriedades mecanicas do tecido neoformado.
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