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Resumo

O reparo 0sseo é um processo que compreende aspectos do desenvolvimento e
crescimento do esqueleto, envolvendo diversos componentes extracelulares, celulares
e fatores de crescimento. A intervencdo por agentes externos para acelerar o reparo
0sseo torna-se interessante pela possibilidade de reabilitacdo e retorno destes
pacientes as suas atividades normais. A importancia da utilizacdo de terapias nao
medicamentosas, entre estas, a fotobiomodulacdo, representa um fator altamente
relevante para o Sistema de Saude. O objetivo deste trabalho foi de avaliar o efeito da
fotobiomodulac&o associada ou nédo a fibra de carbono ativada no processo de reparo
0sseo. Foram utilizados 64 ratos Wistar machos distribuidos em 8 grupos: Controle
(CTL), Defeito 6sseo sem tratamento (NT), tratado com Laser de 830nm, 1J, 100mW
(L1J), tratado com Laser 3J (L3J), tratado com Laser 6J (L6J), e tratado com Laser 10J
(L10J). Apods selecdo do melhor parametro, foram feito mais 2 grupos: grupo com
defeito 6sseo e utilizacdo de fibra ativada (AF), grupo com defeito 6sseo e utilizacdo de
fibora ativado associado ao Laser de 830nm, 6J, 100mW (AF+L). Modificacbes
histoldgicas, morfologicas, bioquimicas e biomecéanicas foram avaliadas. Resultados: O
grupo L6J apresentou melhor aspecto histolégico de reparo 6sseo, comparado aos
demais parametros de irradiacdo. Os resultados mostram um aumento da forca de
flexdo nos grupos L6J e AF+L comparado com o grupo NT, um aumento na
deformagcdo no grupo AF em comparagdo com o grupo NT, uma diminuicdo da
concentracéo de fosfatase alcalina no grupo L6J comparado com o grupo NT e analise
histolégicas com presenca de um tecido 0sseo organizado no grupo L6J com
aceleracdo no reparo 0sseo. Este estudo mostra o potencial da combinacdo da
fotobiomodulacdo com fibra de carvédo ativado como ferramenta efetiva no reparo de
tecido Gsseo.

Palavras-chave: Reparo Osseo, Fotobiomodulacdo, Carvdo Ativado, Propriedades

Mecanicas.



Abstract

Bone repair is a process that comprises aspects of skeletal development and
growth, involving various extracellular components, cellular and growth factors. The
intervention by external agents to accelerate bone repair becomes interesting for the
possibility of rehabilitation and return of these patients to their normal activities. The
importance of the use of non-medicated therapies, among them, photobiomodulation,
represents a highly relevant factor for the health system. The objective of this work was
to evaluate the effect of low intensity laser therapy associated or not with activated
carbon fiber in the bone repair process. 64 male Wistar rats were distributed in 8
groups: Control (CTL), Untreated bone defect (NT), treated with 830nm, 1J, 100mW
(L1J), treated with Laser 3J (L3J), and treated with Laser 6J (L6J), and treated with 10J
Laser (L10J). After selecting the best paramete, 2 groups were evaluated: group with
bone defect and use of activated carbon fiber (FA), and group with bone defect and use
of activated fiber associated with 830nm, 6J, 100mW (AF + L) laser. Histological,
morphological, biochemical and biomechanical modifications were evaluated. Results:
L6J group presented a better histological aspect of bone repair, compared to the other
irradiation parameters. The results showed an increase in the flexion strength in the L6J
and AF + L groups compared to the NT group, an increase in the strain in the AF group
compared to the NT group, a decrease in the alkaline phosphatase concentration in the
L6J group compared to the group NT and histological analysis with the presence of an
organized bone tissue in the L6J group with acceleration in the bone repair. This study
shows the potential of the combination of photobiomodulation with activated carbon
fiber as an effective tool in the repair of bone tissue.

Keywords: Bone Repair, Photobiomodulation, Activated Carbon Fiber Felt, Mechanical

Properties.
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1. Introducéao

1.1 Epidemiologia das Fraturas e/ou Defeitos 6sseos

Mais de 6,2 milhdes de fraturas 6sseas ocorrem nos Estados Unidos a cada ano,
sendo que aproximadamente 10% evoluem para complicagfes na sua reparagdo 6ssea
por diversos motivos. Mesmo com a maioria das fraturas evoluindo para um reparo
adequado, mais de 30 milhdes de dias de trabalho sdo perdidos ao ano devido a
incapacidade do paciente em realizar suas atividades diarias, levando a uma enorme
perda de produtividade e renda, constituindo portanto um importante problema de
saude publica @,

Na Unido Europeia, estima-se que um em cada trés idosos com idade superior a
80 anos sofrerdo uma fratura 6ssea e que a incidéncia anual aumente de 125.000 para
1 milhdo em 2020. Dados da Organizacdo das Nacdes Unidas apontam 2 bilhdes de
idosos para o ano de 2025, sendo que no ano de 2050 em todo o0 mundo o numero de
idosos previstos tera ultrapassado o numero de jovens. O envelhecimento da
populacao brasileira reflete-se nos mais de 21 milhdes de brasileiros com idade acima
de 60 anos, representando, em média, 10% da populacdo. Ha projecdo de que se
chegara aos 50 milhdes em 2050. O envelhecimento traz consigo o risco maior de
fratura 6ssea e a necessidade do reparo 6sseo @.

No Brasil, estimaram custos na ordem de R$121,5 milhdes para o tratamento de
fraturas em estudos feitos no periodo 2006- 2008. Os estudos epidemioldgicos sdo de
importancia para entendimento da populacéo, estas informagdes podem ser utilizadas

para planejar o tratamento e aumentar o entendimento de fratura e reparo ésseo ©).

Independentemente do tipo de investimento publico ou privado, os gastos em
saude vém crescendo no mundo. A intervencdo por agentes externos para acelerar o
reparo 0sseo torna-se interessante pela possibilidade de reabilitacdo e retorno destes
pacientes as suas atividades normais. Atingir este objetivo é a meta, no entanto é
essencial expandir nossa compreensado sobre as etapas interdependentes do reparo

das fraturas e de como elas contribuem para a funcionalidade biomecéanica do osso ©.

1.2 Estrutura e Controle da Formac&o Ossea

A estrutura do 0sso consiste em células e matriz extracelular. As células incluem

osteoblastos, ostedcitos, células osteoprogenitoras e osteoclastos. A matriz extracelular
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€ constituida por trés constituintes principais; hidroxiapatita, uma matriz e agua. A
matriz organica inclui colageno, moléculas tipo | e em menor proporcdo tipo V,

péptidos, glicoproteinas, fatores de crescimento sollveis e hormdnios ).

O esqueleto adulto é composto de 80% de osso cortical e 20% de 0sso
trabecular. A principal unidade funcional do osso cortical € o osteon, que é constituida
por lamelas. Os osteons se encontram paralelo ao colageno em todo o 0sso,
proporcionando suporte esquelético. Correndo com o0s osteon sdo os canais de havers,
Nos quais 0s vasos sanguineos, linfaticos e nervos atravessam para fornecer nutricao

ao 0sso0®,

O reparo 6sseo é um processo biolégico complexo que envolve aspectos do
desenvolvimento e crescimento do esqueleto, incluindo diversos componentes
extracelulares, celulares e fatores de crescimento. Embriologicamente, 0S 0Ssos se
desenvolvem de duas formas distintas: por ossificacdo intramembranosa (diferenciacéo
direta de células mesenquimais em osteoblastos) ou ossificacdo endocondral (células
mesenquimais diferenciadas em condrécitos que formam um modelo de matriz

cartilaginosa e sdo progressivamente substituidas por matriz dssea).

A cicatrizacdo 0ssea secundaria ou indireta ocorre pela formacdo de calo
através da ossificacdo endocondral e intramembranosa. Ossificacdo intramembranosa
requer recrutamento de células osteoprogenitores e células mesenquemais do
periosteo distante da fratura para formar calo duro sem um modelo de cartilagem. A
ossificacdo endocondral € um processo: formacdo de hematoma, fase inflamatéria,
fase de reparo e, finalmente, remodelacdo. Em contraste com a ossificacdo
intramembranosa, a cura € auxiliada pelo periésteo perto do local da fratura ©. E de
grande importancia a compreensdo da estrutura 6ssea para entender o processo de

reparo 0sseo.

Este reparo é dividido histologicamente em quatro fases, caracterizadas por
eventos celulares e moleculares especificos baseados em décadas de observacdo com
modelos experimentais em animais e humanos. Entretanto, tais delimitacbes tornam-se

mais dificeis na pratica (.

Os eventos celulares envolvidos no reparo 6sseo podem ser observados através
da determinagdo dos niveis de fatores inflamatérios, vasculares, precursores

osteocondrais e osteoclastos e moleculares especificos através da presenca de
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citocinas pro-inflamatorias, fatores de crescimento pro-osteogénicos e fatores
angiogénicos; responsaveis pelo recrutamento celular e por estimular a diferenciacao e

crescimento. -5
Reparo 6sseo em 4 estagios.

A fratura 6ssea promove comprometimento da integridade tecidual, provocando
a interrupcdo da funcdo vascular normal e distorcdo da arquitetura Ossea, e
consequentemente, uma reacédo inflamatoria inespecifica. O extravasamento vascular
dentro do leito acometido é composto de plaguetas degranuladas, macréfagos e outras
células inflamatorias (granulécitos, linfécitos e mondcitos) e cada componente sao
responsaveis por funcdes como: combate de infec¢des, secrecdo de citocinas e fatores
de crescimento. Outra caracteristica histolégica € a presenca de trombo

fibrocartilaginoso.®3)

A resposta celular coordena e envolve a secre¢do de diversas citocinas e fatores
de crescimento, incluindo fator de transformacéo B (TGF- (), fator de crescimento de
derivacdo plaquetéria (PDGF), fator de crescimento de fibroblasto 2 (FGF-2), fator de
crescimento vascular endotelial (VEGF), fator estimulador de colénia de macrofagos
(M-CSF), interleucinas 1 e 6 (IL-1 e IL-6), proteina 6éssea morfogenética 2 (BMP-2) e
fator de necrose tumoral a (TNF- a). Estes marcadores celulares sao responsaveis pelo
inicio da cascata do reparo 6sseo (IL-1, IL-6 e TNF-a) e inicio da formagédo do calo
6sseo (TGF-B, PDGF, BMP-2) 1.3),

Devido o reparo 6sseo possuir algum nivel de instabilidade mecéanica, esta

reparacdo € feita através da ossificacdo endocondral, ou seja, formacdo Ossea
precedida de matriz 4.8),

As células dominantes da matriz sdo os condrdcitos e fibroblastos, responsaveis
pelo suporte mecéanico do reparo 0sseo e a producdo de calo 6sseo semirrigido, a
principio avascular que sera substituido gradativamente por o0sso medular
vascularizado. Os condrdcitos provenientes de células progenitoras mesenquimais se
proliferam e sintetizam tecido fibrocartilaginoso / granulomatoso, que depois é
substituido por cartilagem. Esta cartlagem cresce e envolve um centro
fibrocartilaginoso unindo-se ao centro dos fragmentos fraturados e este estagio é
caracterizado morfologicamente pela presenca de condrécitos hipertrofiados que

mineralizam a matriz antes da apoptose ©8),
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Os principais sinalizadores celulares da condrogénese e do inicio da ossificacao
endocondral sdo o TGF-B2 e 3. Quanto a proliferagdo celular durante a ossificacao
intramembranosa, seja na proliferacdo de fibroblastos ou na proliferagdo e
diferenciacdo celular, os responsaveis sédo BMP-5 e 6. Em relacdo ao crescimento
vascular, as angiopoietinas | e Il sdo responsaveis pelos vasos maiores e irrigacao
acessoria dos vasos ja existentes e o sinalizador € o fator de crescimento endotelial

vascular G:8),

Estagio com maior atividade osteogénica, ou seja, maior nivel de atividade de
osteoblasto e formacéo de matriz 6ssea mineralizada, caracterizando assim a formacéo
Ossea primaria ou calo 6sseo primario, este com formato irregular. A formacéo deste
calo 6sseo primario independe em alguns casos do suporte cartilaginoso, acontecendo

simplesmente o fendmeno de aposicéo e reabsorcéo 6ssea G8).

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

Esta fase € caracterizada por ampla rede de vasos sanguineos formados por
diversos fatores de crescimento como VEGF e BMP-5 e 6. Tais estruturas sdo
fundamentais na formacdo Ossea, sendo responsaveis pelo aumento do aporte

sanguineo do local afetado e neoformacéo éssea pela diferenciacdo de osteoblasto -8,

O estagio final do reparo 6sseo € caracterizado por um remodelamento visando

seu retorno ao formato dsseo original, atuando diretamente no calo 6sseo secundario
(3.8)

Inicialmente ha conversdo da matriz 0ssea irregular em 0sso, processo regulado
pela reabsorcdo seguida de formacdo Ossea; as células ostedides tém papel

fundamental na protedlise de elementos ostedides antes deste evento G8),

A célula principal envolvida no fendmeno de reabsorcdo da mineralizagéo 0ssea
€ 0 osteoclasto que origina da diferenciacdo e fusdo de células hematopoiéticas. Estes
aderem na superficie mineralizada formando um espacgo preenchido por acido e

proteinases, provocando sua desmineralizacdo. Os produtos da degradacao sao
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removidos principalmente por macrofagos. Apdés a reabsor¢cdo da matriz, os
osteoclastos tornam-se inativos e sofrem apoptose, estimulando a ativacdo de

osteoblastos na superficie erosiva @8,

1.3 Bioquimica do Reparo Osseo

A regeneracdo 6ssea é uma complexa interacdo das células, regulada por uma
série de moléculas de sinalizacdo celular, como as citocinas e os fatores de
crescimento, que induzem ou modulam as células osteoprodutivasM).Apds a fratura, o
0SSO € reparado por um processo que resume muitos dos eventos da formacédo do
0sso intramembranar e endocondral. Inicialmente, a formagéo € acompanhada por uma
resposta inflamatoria e o recrutamento de muitas das moléculas de sinalizagédo
envolvidas na regulacdo da nova formacédo Ossea (isto é, ILs, TNF-a, TGF- B, FGFs,
BMPs, PDGF, VEGF, etc) @.

As proteinas morfogenéticas dos ossos (BMPs) estdo envolvidas na
diferenciacdo dos osteoblastos e na regeneracao éssea. Elas afetam a remodelacéo
Ossea através da regulacao da atividade de reabsor¢cdo 6ssea dos osteoclastos e tem
sido relatado como tendo um papel na estimulacdo mecénica da cicatrizacdo de
fraturas e diferenciacdo de condrdcitos. Varios membros da familia BMP, por exemplo,
BMP-2, BMP-3, BMP-4 e BMP-7, mostraram efeitos positivos para facilitar a

cicatrizacdo da fratura e a formagao 6ssea®.

Interleucinas IL-1 e IL-6 que sdo secretadas por osteoblastos, coordenam o
processo de formacéo e reabsorcdo 6ssea juntos com a osteoprotegerina e TGF- 8. IL-
1B participa na proliferagcdo de osteoblastos durante a fase aguda do reparo ésseo e
inibe a proliferacdo e diferenciagdo de condroblastos. Ela é encontrada em altas
concentracdes na inflamacéo inicial e no remodelamento e por isso ela pode auxiliar na
formacao da cartilagem no reparo da fratura. IL-1 é liberado nos primeiros momentos
do processo inflamatério e estimula a expressao de IL-6 pelos osteoblastos e IL-6 esta
associado a osteoclastogenese. IL-10 é uma citocina anti-inflamatoria, atuando na
supressdo de citocinas inflamatérias. Ela diminui a expressdo de RANKL no reparo

0sseo0®.
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IL-1 e IL-6 estimulam a migracdo de células osteoprogenitoras para formacéo de
osteoblastos; e com acdo dual a IL-6 promove a producdo de ligante RANK, com seus
niveis aumentados na presenca de TNF-a, estimula a formagdo e ativagdo de
osteoclastos, em compensacédo, qual h4 alto niveis de IL-10, o processo € invertido,

pois inibe a reabsorcdo e aumenta a deposicdo de matriz extracelular 49,

Marcadores bioquimicos do metabolismo 6sseo sdo empregados na pratica
clinica h4 muitas décadas, dentro deles podemos mencionar fosfatase alcalina e
osteocalcina. A formacdo da fosfatase alcalina. € dependente da acdo dos
osteoblastos. A fosfatase alcalina é uma ectoenzima que esta localizada ha membrana
plasmatica dos osteoblastos e esta envolvida nos processos de formacdo e
mineralizacdo Ossea. A osteocalcina € um peptideo secretado pelos osteoblastos
maduros, condrécitos hipertrofiados e odontoblastos. Esta proteina € caracterizada
como marcador da atividade osteoblastica. Estudos indicam que o aparecimento e
aumento de producdo da proteina sdo coincidentes com o inicio do processo de
mineralizacdo. A producdo de osteocalcina € um marcador do osteoblasto maduro.
Outros estudos, sugerem que a osteocalcina tenha importante papel no recrutamento e

diferenciacdo dos osteoclastos (19

1.4 Defeitos e Fraturas Osseas

Segundo estimativas do centro de controle e prevencdo de doencas do governo
dos EUA, em 2004 houve mais de 320.000 internacdes hospitalares por fratura de
quadril, a maioria em idosos, um aumento de 3% se comparado ao periodo de 1996 a
2004. Em relacdo aos defeitos 6sseos, estes geralmente estdo associados a
deformidades congénitas e neste caso 0os humeros serdo de 120.000 nascimentos com
deformidades congénitas 6sseas em 2002 ©.9),

As fraturas 0sseas ocorrem por razdes como: traumas diretos por arma de fogo,
acidentes, tor¢des ou quedas. Essas fraturas causam diversos danos teciduais ao seu
redor como: irritacdo nas terminagbes nervosas (dor), sangramentos, espasmos
musculares e deformidades em alguns casos @11,

Existem diversas formas de descricdo de fraturas ésseas, destacamos: a
localizacdo: epifisaria, metafisaria ou diafisaria; etiologia: traumética, estresse,
espontanea, patologica; exposi¢do: exposta ou ndo: quando existe o rompimento da

integridade da osso, podendo haver comunicacdo do meio interno com 0 meio externo
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havendo estado grave, potencialmente infectada; desvio: sem desvio, desviada ou
impactada; traco de fratura: se a fratura rompe por total a regido cortical 6ssea ela é
considerada completa, porém, se houver apenas o rompimento parcial, ela recebe o
nome de galho verde. Quando existe uma fratura com presenca de diversos pedacos,
recebe o nome de cominutiva e quando ha mais de um local fraturado recebe o nome
de fratura composta G819,

O tratamento das doencas 6sseas é bem amplo e depende do diagnostico e da
extensdo da lesdo. Em casos de fraturas as terapias podem variar, desde tratamentos
mais conservadores, como a completa imobilizacdo do osso afetado ou por
intervencdes cirdrgicas para acesso a fratura e colocacdo de biomateriais para sua
correcao (38.11),

Os defeitos 6sseos provenientes de malformacdes congénitas, traumas néo
corrigidos, lesGes extensas ou de sequelas cirdrgicas, como ha remocdo de tumores,
sdo corrigidos através de enxertia 0ssea e colocacdo de préteses biocompativeis e
utilizacdo de substancias indutoras de formacdo 6ssea (BMPs) descrita recentemente.

Também sdo utilizados tecidos sintéticos, como o modelo adotado no presente estudo
(3,8,11)

1.5 Terapias Utilizadas Para O Reparo Osseo

Reparo 6sseo pode ser alterado por estimulos externos biomecéanicas e internos
biolégicos. Diversas terapia através de métodos fisicos e bioldgicos sao desenvolvidos
para melhorar o reparo das fraturas Osseas. Dentro destas podemos mencionar
estimulacdo por ultrassom pulsado de baixa intensidade, 0 campo magnético elétrico,
capacitiva acoplado a estimulacdo elétrica, distracdo osteogénica, cirurgia,
biomateriais, e fotobiomodulag&o @9,

Varios estudos indicam que estimulacdo por ultrassom pulsado de baixa
intensidade pode ser aplicado para acelerar o reparo da fratura 0ssea, influenciando
todas as quatro fases de reparo. As tensdes mecanicas resultantes de estimulagéo por
ultrassom pulsado de baixa intensidade pode manipular a expressao e funcionamento
de varias células envolvidas no processo de consolidagcéo da fratura e pode aumentar o
fluxo sanguineo local da fratura promovendo a consolidacdo O0ssea. Estimulacdo por

ultrassom pulsado de baixa intensidade acelera a maturag¢éo do calo 6sseo apos a
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osteotomia tibial por hemicalotase. O ultrassom pode estimular a expressdao de

integrinas e facilita a adesdo de osteoblastos no local da fratura (19,

A distracdo osteogénica € uma forma de engenharia de tecidos in vivo na qual a
separacdo gradual de margens Osseas, cirurgicamente seccionadas promove a
formacdo Ossea intramembranosa fisiologico sob tensdo. Foi descrito nos anos 1950s
por Gauvriil llizarov. O projeto de llizarov consiste de um fixador de anel externo, uma
osteotomia correspondente e a aplicacéo de distragdo gradual para os dois segmentos
0sseos. Isto permite formacédo de tecido 6sseo para substituir o osso em falta no local

da fatura por exemplo, a tibia 2.

Tecnologia de estimulagéo eléctrica com o potencial para aumentar a formacéo
de novo osso por regulacdo da funcdo dos osteoblastos é feita atualmente por
estimulacdo capacitivo acoplado a campo elétrico - CEF. Em estudos com animais,
CEF tem sido utilizada para prevenir a osteoporose em vértebras de rato, e promove
reparo da fratura ndo consolidada. CEF é aprovado pelo FDA dos Estados Unidos,
visto como uma forma ndo invasiva para o reparo de fratura éssea. Estes resultados
podem sugerir um potencial para o uso da CEF para promover a formacdo 6ssea e

diminuir a dor em pacientes com fraturas ésseas (13,

Campos eletromagnéticos sao utilizados para desempenhar um papel na
consolidacédo Ossea respeitando 0os mesmos principios de tensao mecanica. Quando a
carga mecanica € aplicada ao osso, um gradiente de pressdo desenvolve. Gradientes
de pressdo empurra o fluido intersticial através dos canaliculos de regifes de alta para
baixa presséo. Isto expdem membranas dos ostedcitos a tensdo, bem como para
potenciais elétricos. Campos eletromagnéticos é feito para imitar o efeito do estresse

mecanico sobre o0 0sso no local de fratura 4.

Os tratamentos de fratura 6ssea ndo tem mudado muito nos ultimos 100 anos.
Ainda hoje é utilizado os tratamentos mais conservadores por imobilizacdo com gesso,
e tratamentos mais invasivos como cirurgia. O desenvolvimento de novas técnicas
cirirgicas minimamente invasivas representou grande avan¢o no tratamento das
fraturas nos ultimos anos. Implantes como haste intramedular, e placa de compresséao
sao utilizados para fazer osteossintese que leva a consolidacdo mais rapida da fratura

Ossea (19,
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Na ultima década, tem tido um aumento nos biomateriais utilizados para reparo
tecidual. Em casos do tecido 6sseo, eles sdo utilizados como uma alternativa aos
enxertos 0sseos pois eles possuem caracteristicas positivas como néo danificar tecidos
saudaveis. Esses materiais como espacadores de silicone, coagulo de fibrina, alginato
misto, scaffolds e carvdo ativado, entre outros obrigatoriamente apresenta
biocompatibilidade e biodegradaveis com o tecido 0sseo. Utilizacdo dos biomateriais

poderia levar a uma reducéo de custos e do trauma cirrgico (6.

A utilizacdo de biomateriais e fotobiomodulacédo tem se mostrado promissor para
a regeneracdo e reparo bem sucedida de tecido 0sseo, considerando fatores como a
composicdo do osso e a matriz 6ssea. Biomateriais a base de carbono tém sido
exploradas por pesquisadores, bem como na industria. Carbono ativado € um
biomaterial que tem vantagens em comparacdo com outros materiais frequentemente
utilizados. A fotobiomodulacdo utilizando diferentes tipos de parametros
espectroscopicos e de irradiacao para finalidades distintas se provou altamente util por
sua acao anti-inflamatdria, analgésica e efeitos bioestimulante. Pesquisas recentes
mostram que a fotobiomodulacdo tem efeitos diferentes sobre as células do tecido
0sseo. Sendo assim, demonstrando a possibilidade de unido dessas duas terapias

menos invasivas (19,

1.6 Biomateriais

Os compostos bioativos sdo definidos como materiais sintéticos, inorganicos ou
uma combinacéo destes, capazes de produzir resposta biolégica especifica, ligacdo e
interacdo entre 0 composto e o tecido promovendo efeitos benéficos para o meio sem
gue haja toxicidade ou resposta imunoldgica. De acordo com os padrées-ouro da
engenharia de tecidos, um substituto 6sseo ideal deve oferecer estrutura tridimensional
osteoindutiva altamente porosa garantindo circulacdo de nutrientes e fatores de
crescimento. Deve conter também propriedades de superficie que favorecam migracéao,
proliferagcdo e diferenciacdo de diferentes tipos celulares de interesse local. Ser
biocompativel e de biodegradagdo controlada e conter células ou moléculas
biologicamente ativas indutoras de osteogénese e osteocondutividade, ter propriedades
mecanicas condizentes com a regiao de implante e promover vascularizagdo, cada

uma dessas caracteristicas objetivando reparo e/ou regeneracéo tecidual 7).
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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 neoformacéo 6ssea (19 até a producdo de matriz 6ssea e
melhora da diferenciacdo celular ). Nos dltimos anos, grandes avancos foram obtidos
através da engenharia de tecidos no desenvolvimento de materiais bioativos em
combinacgdes de células, arcaboucos e fatores bioativos que garantiram biomateriais de
diversas composi¢cBes para uso em enxertia 0ssea. Vidros, vitroceramicas, polimeros

de diversas composicdes e nacre (madrepérola)®-21),

1.7 Fibra de carbono ativado

As fibras de carbono ativado (FCA) podem ser entendidas como fios de fibra
ativada, porém possuem caracteristicas especiais quando comparadas com 0s carvoes
em pé ou granular, pois podem ser transformados em tecido, fibra ou qualquer outra
forma téxtil. Além disso, a caracterizacdo completa da fibra evidenciou sua estrutura de
poros muito bem definida na &rea de microporos favorecendo uma alta capacidade de
adsorcgédo 2,

Assim como os carvdes ativados, as fibras de carbono ativado podem ser
produzidas por meio do processo de pir6lise seguida por oxidacdo térmica a
temperaturas entre 700 e 1000°C 223, QO limitante na producéo deste material estd 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 séo utilizados FCA produzidas a partir da poliacrilonitrila
(PAN) téxteis de origem nacional. Este material de partida ndo 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 transformagdo em fibra estrutural. Por outro
lado, a PAN téxtil nacional apontou caracteristicas interessantes apdés a sua
transformacao em fibra de carbono ativada, pois apresentou alta fracdo de microporos

e elevada capacidade adsortiva?224),
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1.8 LASER

A palavra Laser origina-se do acronimo (palavra formada pelas iniciais de outras
palavras) de Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation, ou Amplificacao
da luz por emissdo estimulada de radiacdo. Deriva por analogia de outro acrénimo:
MASER, ou Microwave Amplification by Stimulated Emission of Radiation. O maser

sera o principio dos estudos que conduziram os pesquisadores a descoberta do laser
(25)

1.9 Caracteristicas da luz LASER

O decaimento espontaneo de um dos atomos para o estado fundamental
comeca a provocar a emissao estimulada dos demais atomos e consequente producéo
de luz. Somente a luz que se propaga ao longo do eixo principal do laser é submetida
as vérias reflexdes no interior da cavidade ressonante, fazendo com que haja um feixe

de luz. As principais caracteristicas desse feixe emergente sdo as seguintes:

» Monocromaticidade - a energia carregada pelo féton estimulante e pelo féton emitido
sdo as mesmas. Portanto, a luz laser € composta de apenas um comprimento de onda,

enguanto uma fonte de luz incandescente é formada por varios comprimentos de onda.

* Intensidade - pode ser extremamente grande, ao contrario das fontes de luz
convencionais. Sua poténcia pode atingir ordens de tera watt (1012 W). Essas grandes
intensidades ocorrem em lasers pulsados, onde a energia acumulada em longo tempo
é emitida toda em um intervalo de tempo muito pequeno, da ordem de 10-'?s.

» Direcdo - o feixe resultante é constituido de ondas que se deslocam na mesma

direcdo, ou seja, ha um minimo de disperséo.

» Coeréncia - a radiacdo € espacialmente coerente se as ondas sucessivas da radiacao
estdo em fase e tempo coerentes, e se os trens de onda estéo todos na mesma direcéo

e com 0 mesmo comprimento de onda (5-27),
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1.10 O Laser como terapia anti-inflamatoria

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 néo serdo especificamente treinados 7,

No Brasil, a introdu¢cdo 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 7).

O efeito de estimulacdo da fotobiomodulagdo com laser de baixa intensidade e a
camada tecidual a ser atingida pela luz laser depende do comprimento de onda, da
dose e da intensidade da luz utilizada na irradiagdo. O sucesso da fotobiomodulacéo
com laser de baixa intensidade depende de uma conjuncao de fatores que englobam
carateristicas individuais, como a condicdo clinica a ser tratada e do tecido alvo, e
fatores gerais relacionados a dosimetria da luz 7).

A coeréncia € uma das propriedades da luz laser, como citada acima, mas ao
penetrar no tecido, esta propriedade se perde nos primeiros extratos da 0sso. Isto
ocorre devido a grande variedade de estruturas celulares que compde a osso @8)
Segundo esses autores, apesar da perda da coeréncia da radiacdo do laser de baixa
intensidade no interior dos tecidos, esta é absorvida pelas células gerando alteracfes
no seu metabolismo tanto em tecidos superficiais como profundo (2230,

Acredita-se que a acdo do laser de baixa intensidade sobre o tecido esta
relacionada a possibilidade de inibir o aparecimento de fatores quimiotdxicos nos
estagios iniciais da inflamacao; interferindo nos efeitos dos mediadores quimicos
induzidos pela inflamacdo ©V; inibindo a sintese das prostaglandinas e inibindo o
esfincter pré-capilar através de mediadores quimicos. Estudos adicionais sobre o efeito
anti-inflamatério do fotobiomodulacdo ainda se fazem bastante necessarios(®?).

O uso de laser na pratica clinica para o efeito anti-inflamatorio em diferentes
patologias baseia-se em um numero ja razoavel de publicacbes de caréater cientifico.
Nos ultimos anos, inumeros estudos clinicos aleatorizados, placebo-controle seréo
realizados, fazendo com que a terapia laser ja seja considerada como alternativa
terapéutica para varias doencas (3334,

Tem sido acumulando experiéncia em trabalhos experimentais e clinicos com a
aplicacdo da fotobiomodulacdo em diferentes situagbes. Fomos capazes de

caracterizar o efeito da terapia com laser de baixa poténcia na reacao inflamatoria de
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edema de pata, pleurisia e dermatite, hiper-reatividade de vias aéreas em ratos e
camundongos, e tendinite de calcaneo em humanos ©%. No entanto, € muito importante
ressaltar que muito pouco se conhece a respeito do mecanismo de acédo dos lasers
infra-vermelhos. Neste sentido, os estudos experimentais com estes comprimentos de
onda assumem grande relevancia para o esclarecimento do mecanismo de acédo da
terapia (9.

Tendo em vista os dados apresentados anteriormente, a importancia da
utilizacdo de terapias ndao medicamentosas representa um fator altamente relevante
para o Sistema de Saude, especialmente em paises subdesenvolvidos. No entanto, o
estabelecimento de parametros clinicos para a utilizacdo desta técnica se faz ainda

extremamente necessario (36-38),

1.11 Acao dairradiacdo da Luz Laser sobre tecido 6sseo

Os efeitos da luz laser sobre os tecidos comecaram a ser descritas por Mester et
al em 1972, observando a acelerada reparacdo da ferida no osso. Existem estudos
realizados sobre diversos modelos experimentais envolvendo outros tecidos, onde
podemos ver a acdo da fotobiomodulag&o do laser de baixa intensidade sobe o reparo
tecidual 3949,

Ha diversos casos de traumas 6sseos, estes causados por acidentes de origens
diversas ou atos cirlrgicos e patologias Osseas, dentre eles os tumores e cistos
0sseos. O efeito causado pela fototerapia de aceleracdo do reparo ésseo pode
representar um beneficio em potencial, pois: melhora o pés-operatério do paciente,
diminui o tempo de recuperacdo com sessdes de reabilitacgdo dos movimentos
articulares; gera menores perdas financeiras a economia, onde o individuo retorna ao
trabalho e as atividades diarias em menor tempo (3%-4%),

Devido a propriedade de reparacao tecidual acelerada, seréo realizados estudos
em diferentes modelos experimentais de laboratdrio e estudos clinicos, na tentativa de
desvendar o mecanismo de acdo e as alteracdes de sinalizacdo celular nas areas
irradiadas pela luz laser “#6:47),

Inimeros trabalhos comprovam a reparacdo Ossea acelerada com a
quantificacdo por cortes histolégicos e observacdes clinicas, porém o mecanismo de
acao da fototerapia sobre a superficie 0ssea nao sera bem esclarecido, apenas sera

relatado em diversos estudos que a fototerapia ndo age diretamente na osteossintese,
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mas sim cria uma série de condicbes ambientais melhorando o reparo 0sseo,
acelerando a proliferacdo e diferenciacéo celular 404243) E importante ressaltar que,
para a ocorréncia da aceleracdo da proliferacao e diferenciacdo celular é necessario o
aumento de diversas substancias bioativas, dentre elas os fatores de crescimento e
citocinas citados anteriormente 147,

Segundo estudos, a laserterapia agiria modulando diversos processos
metabdlicos aumentando assim o potencial regenerativo dos tecidos. Em trabalhos
recentes, Gerbi e cols, constataram histologicamente um menor periodo de integracédo
entre o tecido 60sseo e os biomateriais, BMPs e enxertos 0sseos liofilizados, em
animais submetidos a irradiagéo laser diaria por um periodo de quinze dias 4147,

Este e outros trabalhos observaram o mesmo efeito in vivo e in vitro, porém,
sugerem modulacdo de diversos fatores de crescimento, dentre 0s quais citamos o
IGF, PDGF e BMPs e diversas citocinas, como IL-1B e TNF-a, no periodo mais inicial
da reparacdo Ossea. Além das alteracdes celulares mencionadas, observou-se ainda
que fatores teciduais como a deposicdo de colageno tipo | e Il também apresentaram

aumento consideravel. 41:43-47)
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2. Objetivos:

2.1 Objetivos Gerais
e Investigar se o uso da fotobiomodulacdo por laser de baixa intensidade e sua
associacdo a fibra ativada auxilia o processo de reparo ésseo em modelo
experimental de lesdo em tibia de ratos.

2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar as diferengas histologicas utilizando diferentes parametros de irradiacdo
(1, 3, 6, e 10 Joules).
e Avaliar o uso do fibra ativada no processo de reparo 6sseo.
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3. Material e Métodos

3.1 Animais

Foram utilizados 64 ratos Wistar machos pesando entre 150 e 200g (+/- 60 dias
de vida), com livre acesso a agua e racdo, provenientes do Biotério da Universidade
Nove de Julho. Os animais foram mantidos em ambiente com temperatura controlada e
ciclo claro/escuro de 12 horas. O projeto foi submetido ao Comité de Etica para

Animais, da Universidade Nove de Julho.

3.2 Defeito 6sseo

Os animais foram anestesiados com quetamina (90mg/Kg) e Xilazina (10mg/Kg).
Em seguida foi realizada uma incisdo com lamina 22 sobre o osso de ambos as tibias
na parte postero-lateral com a divulsdo dos planos subcutaneos e musculares, acesso
ao periésteo do osso tibial na regido proximal e a confeccdo de um defeito 6ssea 4 mm
abaixo da articulacdo do joelho. O defeito foi feito com auxilio de motor Driller® a
1500rpm e broca com 5 mm de comprimento e 1.3 mm de espessura (figura 1). Os
defeitos foram feitos até a broca atravessar a regido medular da tibia do animal sem

ultrapassa-la, formando uma cavidade onde o fibra de carvéo ativado foi colocado.

Apoés confeccdo de um defeito 6sseo, os animais do grupo AF receberam o fibra
de carvao ativado na regido do defeito ésseo, o grupo AF+L recebeu carvao ativo no
local do defeito Osseo e foram irradiados imediatamente com laser de baixa
intensidade. O fibra de carvao ativado foi aplicado da regido do defeito 6sseo até a
cobertura total do defeito induzido pela broca cirtrgica. Apés este processo, 0s animais

foram suturados e retornados as caixas.

Foi administrado TRAMAL® associado a Dipirona® via intraperitoneal com dose
de 5mg/kg em intervalos de 8 horas por 3 dias apds o procedimento cirdrgico. Comité
de Etica: AN0O007/201.

Os animais que apresentaram fraturas, processo infeccioso, rejeicoes aos
biomateriais ou quaisquer outras complicacbes pos-cirurgicas foram retirados do
protocolo experimental e do estudo. Nao houve imobilizagdo de membro ou do animal
bem como nenhuma restricdo de area livre para caminhada na gaiola de alojamento

durante o estudo.
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Figura 1: Defeito 6sseo induzido pela broca cirdrgica. Fonte: Sampaio, A. B. A.

3.3 Grupos experimentais

Os animais foram divididos em grupos de 8 animais cada e submetidos

imediatamente a diversos tratamentos, conforme especificado abaixo:

CTL — Grupo Controle integro: os animais deste grupo foram mantidos sem

procedimento cirdrgico. (N=8).

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

descrito abaixo:

NT — Grupo com defeito ésseo, e sem tratamento. Os animais deste grupo foram
submetido ao procedimento cirdrgico para realizacdo de um defeito 6sseo em ambos

as tibias e ndo receberam nenhum tipo de intervencédo. (N=8)

L1J — Grupo com defeito 4sseo, e irradiado com laser (830nm, 1J, 100mW). Os
animais deste grupo foram submetido ao procedimento cirdrgico para realizacdo de um

defeito 6sseo em ambos as tibias e receberam tratamento com laser 1J. (N=8)

L3J — Grupo com defeito 6sseo, e irradiado com Laser (830nm, 3J, 100mW). Os
animais deste grupo foram submetido ao procedimento cirdrgico para realizagdo de um

defeito 6sseo em ambos as tibias e receberam tratamento com laser 3J. (N=8)

L6J — Grupo com defeito 6sseo, e irradiado com Laser (830nm, 6J, 100mW). Os
animais deste grupo foram submetido ao procedimento cirdrgico para realizacdo de um

defeito 6sseo em ambos as tibias e receberam tratamento com laser 6J. (N=8)
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L10J — Grupo com defeito 6sseo, e irradiado com Laser (830nm, 10J, 100mW).
Os animais deste grupo foram submetido ao procedimento cirdrgico para realizagao de

um defeito 6sseo em ambos as tibias e receberam tratamento com laser 10J. (N=8)

AF — Grupo com defeito 0sseo, e utilizacdo de fibra ativada. Os animais deste
grupo foram submetido ao procedimento cirdrgico para realizacdo de um defeito 6sseo

em ambos as tibias e receberam a fibra de carvao ativado. (N=8)

AF+L — Grupo com defeito 6sseo, e utilizacdo de fibra ativada associado ao
Laser (830nm, 6J, 100mW). Os animais deste grupo foram submetido ao procedimento
cirargico para realizagdo de um defeito 6sseo em ambos as tibias e receberam a fibra

de carvao ativado e receberam tratamento com laser 6J. (N=8)

GRUPOS

EXPERMENTAIS

CTL DEFEITO OSSEO

l l LASER AF
l l L6J L10J AF + L6J

Figura 2: Fluxograma de Grupos Experimentais

.
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Foi utilizado o Laser Diodo de Baixa Intensidade Thera-laser (DMC?®, - Brasil),

com 0s seguintes parametros:

O tratamento Laser foi realizado sobre a 0sso, durante sete (7) dias alternados,

comecando 24 horas apoés a cirurgia.

Tabela 1: Parametros da irradiacéo laser.

Grupo |Comp. | Tipo de | Poténcia | Diametro | Densidade | Energia | Densidade | Tempo
onda Diodo (mW) do feixe | poténcia J) Energia (s)
(nm) (cm?) (W/cm?) (J/cm?)

L1J 1 35.71 10

L3J 830 AsGaAl 100 0.028 3.5 3 107.14 30

L6J 6 214.28 60

L10J 10 357.14 100

O tratamento com Laser foi aplicado em contato com a pele do animal em

angulo de 90° sobre a regido da cirurgia, em ponto Unico. Foram submetidos a 7

periodos de tratamento alternados sendo o primeiro tratamento imediatamente apés a

cirurgia e os demais alternadamente, até o 12 dia de pos-operatorio (0-2-4-6-8-10-12).

Dia O -

Lesao e inicio do

tratamento

Final

Dia 12 -
do

tratamento

Figura 3: cronograma de protocolo experimental

Dia 28 -

Final de protocolo

e Coleta de
material
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Apbs todo protocolo experimental, os animais foram anestesiados com
hiperdose de cloridrato de Xilazina (30mg/ml) e Cloridrato de Quetamina (270mg/ml) e
apos a eutanasia, 0 0sso tibial foi removido e conservado para anélises biomoleculares,
morfologicas, biomecéanicas e o sangue coletado foi destinado a andlise de fosfatase

alcalina.

3.5 Fibra Ativada

O fibra ativada passou por processo de esterilizacdo e no momento da
utilizacéo, foi umedecido com salina estéril 0,9% e aplicado na regido do defeito 6sseo
até a cobertura total da lesédo. O fibra ativada foi recortado mantendo area padrao de
5mm? e aplicacdo na regido do defeito 6sseo até a cobertura total do defeito induzido

pela broca cirargica.

3.6 Analise da propriedades mecanicas 6ssea

Ap0s a inducgédo da lesdo, os animais foram sacrificados apos 28 dias e o 0sso foi
removido para posteriores analises. Parte deste material foi utilizada imediatamente
apos a retirada, nos ensaios de flexdo para a avaliacdo de suas propriedades
mecanicas. A atividade normal do osso é formada por um conjunto de tensdes
aplicadas no tecido, divididas em forcas de carregamento e descarregamento. Desta
forma, foi aplicada uma sequéncia de forgcas de carregamento e descarregamento a fim

de simular as condi¢bes de tensdes reais do 0sso.

Figura 4: Dispositivo para ensaio de flexdo em 3 pontos. Fonte: Autor.
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Primeiramente foram realizadas as medidas de comprimento, largura e altura da
tibia. Estes valores serdo utilizados para detalhar as dimensées do material e
padronizacdo dos resultados. As tibias foram colocadas horizontalmente no aparelho
de teste mecéanico (EMIC200) para ensaio de flexdo em 3 pontos.

Durante a padronizagdo do ensaio de flexao, foi utilizada uma velocidade de
carregamento e descarregamento de 6 mm/min e acrescentado 0.3mm durante cada
carregamento. O ensaio de flexdo foi interrompido automaticamente, apds a ruptura
O0ssea e foram analisados 0s seguintes parametros:

- Forca de ruptura méaxima (Fmax)

- Descolamento no momento da ruptura maxima (Dmax)

Forga maxima de ruptura.

Comportamento Linear

>
Forca (N)

Deslocamento (mm)

Curva padrido durante ensaio de tragio mecanico

iFmax ruptura

Desloc max.

o
Forga (N)
8

o 0s 1 15 2 25 3
Deslocamento (mm)

Figura 5: Grafico do ensaio de flexdo. A) Curva tipica de registro durante a aplicacéo
das forcas de carregamento e descarregamento. B) Curva simplificada indicando a
Forca maxima e deslocamento no momento da ruptura. Fonte: Sampaio, A. B. A.
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Figura 6: Posicionamento do osso tibial para ensaio mecéanico. Fonte: Autor

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

Antes da eutanasia dos animais, foi coletado sangue sem o uso de
anticoagulante através da puncao cardiaca nos animais. Ap6s 10 minutos da coleta, o
tubo contendo a amostra de sangue foi centrifugado a 5.000 rpm por 03 minutos para a
separacdo do soro e plasma; o soro foi colocado em novo tubo, e armazenando a
temperatura de —80°C até sua utilizagcdo. A reacdo para deteccdo dos niveis de
fosfatase alcalina seguiu as seguintes etapas: Primeiramente, a solugdo tampé&o (DEA)
€ preparada e incubada por alguns minutos a 37°C. Enquanto ocorre a incubacéo, em
placa de 96 pocos, coloca-se 2ul da amostra em cada poco da placa e a este é
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 apds comec¢o da reagao,
havendo outras leituras em 1, 2 e 3 minutos apds a primeira leitura, o célculo 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.

3.8 Analise Histoldgica — Microscopia de luz (6ptica)

As amostras do tecido foram fixadas em formol a 10% por um periodo de 72
horas. Posteriormente as amostras forma descalcificadas, desidratadas e submetidas a

uma série gradativa de banhos de élcool, comecando com 50% e progredindo até o
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alcool absoluto 100% (SYNTH). Em seguida o tecido foi diafanizado com Xilol por 4
horas (SYNTH) para impregnacdo (embebicdo) e inclusdo em Paraplast® das
amostras. Em seguida, foram colocadas em recipientes de aluminio adequados, com
Paraplast® fundido por 4 horas. Apés 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 transversais 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.). Apés a coloracdo os cortes foram montados em laminas
permanentes para posteriores analises em microscopio 6ptico e fotografados através
de sistema de microfotografia (Olympus System Microscope Model CX 41 — Olympus
PM10SP Automatic Photomicrographic System). A regido do defeito 6sseo foi

observada e fotografada.

3.9 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Os biomateriais foram devidamente metalizados por metodologia padrao de
deposicao sob vacuo. As amostras foram metalizadas com ions de ouro e examinadas
em microscopio eletronico de varredura MEV FEI-INSPEC F50 operado com energia
de 10kv (PMT-USP). A superficie do tecido onde foi observado o defeito 6sseo as
analises ocorreram em diferentes aumentos (500X, 1000X, 10000X e 40000X) e
posteriormente, comparada com o tecido sadio. Os experimentos relacionados a
Microscopia Eletrénica de Varredura foram realizados em parceira com o Laboratério
de Moagem de Alta Energia, Materiais de Carbono e Compdsitos para Altas

Temperaturas (Escola Politécnica, USP).

3.10 Cultivo Celular

Cultivo Celular
As células OSTEO | (DEBONI, 1995), gentiimente cedidas pela Prof. Dra.

Kristiane F. Porta (UNINOVE) foram cultivadas em meio de cultura Eagle modificado

por Dulbecco (DMEM, Vitrocell, Campinas, SP, Brasil), contendo 10% de soro fetal
bovino (Vitrocell, Campinas, Brasil) e 1% de solucdo antibidtica-antimicética (Vitro cell,
SP, Brasil). Os osteoblastos foram mantidos em estufa a 37°C, contendo 5% de CO2

em atmosfera imida (Thermo Fisher Scientific, EUA). O monitoramento do crescimento



39

celular foi realizado a cada 24 horas, utilizando microscopio invertido de fase. O
subcultivo foi feito quando da subconfluéncia da monocamada celular, garantindo a
manutencdo do banco da linhagem celular. Para o repique, o meio de cultivo foi
removido, as células lavadas com PBS e incubadas com solugédo de tripsina 0,25%
durante 3 minutos a 37°C. A neutralizacédo da tripsina foi efetuada com meio DMEM e
posteriormente, as células foram centrifugadas a 1.200 rpm em 4°C por 5 minutos e
resuspendidas em 1 ml de meio DMEM. A viabilidade das células foi avaliada por
coloracdo com corante vital azul de Trypan (0,4%). Foram utilizadas nos ensaios as

culturas com viabilidade maior que 95%.

Ensaio de Viabilidade Celular - (Método MTT)

A metodologia MTT se baseia na habilidade da enzima mitocondrial

desidrogenase, encontrada somente em células viaveis, em clivar os anéis de tetrazélio
do sal MTT (3-[4,5-Dimethylthiazol-2yl] -2,5-diphenyltetrazolium bromide), formando
cristais azuis escuros de formazan, os quais sdo impermeaveis as membranas
celulares, ficando entéo retidos no interior das células viaveis. A posterior lise celular,
utilizando o isopropanol, faz com que estes sais de formazan sejam liberados. O
namero de células viaveis é diretamente proporcional ao nivel de cristais de azul de

formazan. A coloragdo resultante € mensurada por método de absorbancia.

Os osteoblastos (1x103, 3x103 e 1x104) foram incubados em placas de cultura
de fundo chato de 96 pocos (Kasv, EUA) e mantidos em estufa de atmosfera Umida a
37°C e com 5% de concentracdo de CO2. Apdés a adesdo das células na placa
(24horas), foram adicionados aos pocos especificos de cada grupo, os biomateriais
derivados de Carvao Ativado. Os carvdes, divididos em CAl, CA2, CA3 e CA4 (de
acordo com as caracteristicas de superficie de cada um) foram esterilizados e
acrescentados aos pocos em quantidades iguais de XXmg por poc¢o. ApOs 0s
diferentes periodos de cultivo e tratamento com Laserterapia (24, 48 e 72 horas), foi
realizada a retirada do meio de cultura por inversao da placa e lavagem com 100 pl de
PBS [1x]. Ent&o foi adicionado 50 ul de MTT (0,5 mg/ml em tampao) (Thiazolyl blue —
Sigma, EUA) e realizada uma incubagéo de 3 h a 37°C. Apds a incubacgao, 100 pl de
isopropanol foi adicionado em cada poco e a absorbancia foi medida a 620 nm. Os

dados de densidade optica (DO) medidos como absorbancia (correspondente a
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proliferacéao celular) foram obtidos em quadruplicata e estao representados como

meédias + e desvio padréo (DV).

Ensaio de Toxicidade Celular — Cristal Violeta

O teste de Cristal Violeta é utilizado para determinar a viabilidade celular, por
coloracdo do nucleo (DNA) celular (Kueng et. al., 1989). Os osteoblastos (1x104 e
3x103) foram incubados em placas de cultura de fundo chato de 96 pocos (Kasv, EUA)
e mantidos em estufa de atmosfera Umida a 37°C, com 5% de concentracdo de
CO2.Ap6s a adesdo das células na placa (24horas), foram adicionados aos pogos
especificos de cada grupo, os biomateriais derivados de Carvao Ativado. Os carvoes,
divididos em CA1, CA2, CA3 e CA4 (de acordo com as caracteristicas de superficie de
cada um) foram esterilizados e acrescentados aos po¢cos em quantidades iguais por
poco. ApGs os diferentes periodos de cultivo e tratamento com laserterapia (24, 48 e 72
horas), os sobrenadantes foram removidos e as placas lavadas com tampé&o PBS [1X].
Em seguida, foi adicionado aos pocos 40ul de cristal violeta diluido em 1% de e 5% de.
Apoés o tempo de reacdo de 15 minutos, o conteudo da placa foi removido por método
de inversdo e a placa foi lavada com agua Milig®. Retirado o excesso de agua, 100ul
de metanol foi adicionado em cada poco e os cristais foram ressuspendidos com auxilio
de pipeta multicanal. Os dados foram obtidos em quadruplicata e a absorbancia,

determinada em 540nm.

3.11. Anélise Estatistica

Os dados foram descritos em valores médios com 0s respectivos desvios
padrdo. Foram analisados tanto em seus valores absolutos como a sua variacdo em
percentual, a partir dos valores obtidos nas andlises bioquimicas, moleculares e
biomecanicas. Os resultados obtidos foram testados quanto a sua normalidade através
do teste de Kolmogorov-Smirnov. Os dados sendo paramétricos, foi utilizado o teste de
ANOVA com post-hoc Tukey-Kramer. O nivel de significAncia estatistico sera de
p<0,05.
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4. Resultados
4.1 Analises de Viabilidade e Toxicidade Celular

Na figura 7, é apresentado o grafico da viabilidade celular do biomaterial de fibra
ativada apds 48 horas. Nao foi observado alteragdo estatisticamente significativa na

viabilidade celular entre os grupos abaixo.
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Figura 7: Viabilidade do Biomaterial de fibra ativada apos 48 horas. Grupos Controle
(CTL), grupo tratado com fibra ativada (AF), com laser (L) ou com associagcdo entre

fibra ativada e laserterapia (AF+L).
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Na figura 8, € apresentado o grafico de toxicidade celular do biomaterial de fibra
ativada apos 48 horas. Nao foram observados alteracfes significativas entre os grupos

experimentais.
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Figura 8: Toxicidade do Biomaterial de fibra ativada apds 48 horas. Grupos Controle
(CTL), grupo tratado com fibra ativada (AF), com laser (L) ou com associacdo entre
fibra ativada e laserterapia (AF+L).
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4.2 Analise de Adeséo Celular
Na figura 9, é apresentado as fotomicrografias da fibra de fibra ativada mostrando

aderéncia celular ao biomaterial. Foi observado em (A) a aderéncia de osteoblastos na

fibra de carbono em toda sua porgéo lateral.

Figura 9:Fotomicrografias de cultura celular OSTEO | demonstrando interacdo entre o
biomaterial derivado de carbono ativada e o crescimento celular. (A) fibras de carvao
ativado evidenciando a ndo formacéo de halo. (B) fibras de carvao ativado aderidas nas

células e tendéncia de juncdo. A e B [67 e 40um] respectivamente
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4.3 Analise Estrutural

Na figura 10 é apresentado as fotomicrografias eletrénicas da estrutura da fibra de fibra
ativado. E possivel observar que os fios apresentam &reas similares em seu
prolongamento.

UNICAMP 150k 1,000 10um YWD 6.0mm

Figura 10:Fotomicrografias de fibra carbono ativado [10um]
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4.4 Analise da Fosfatase Alcalina

Apos a inducéo dos defeitos 6sseos e aos diversos tratamentos, 0S 0SS0S e 0 sangue
foram utilizados para andlises bioquimicas, histologicas e de ensaios de flexao.

Na figura 11, é apresentado o grafico da concentracdo de fosfatase alcalina no
sangue dos animais, durante o processo de reparo 6sseo. Os grupos NT, AF e AF+L
apresentaram aumento da fosfatase alcalina quando comparados ao grupo controle. O
grupo lesionado e tratado com laser (L) apresentou uma reducdo significativa na

concentracéo de fosfatase alcalina, quando comparado ao grupo nao tratado.
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Figura 11: Concentracdo de fosfatase alcalina. Grupos Controle (CTL), ndo tratado
(NT), grupo tratado com fibra ativado (AF), com laser (L) ou com associagao entre fibra
ativada e laserterapia (AF+L). ** p<0,001 vs CTL, # p<0,05 vs NT.
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4.5 Analises Histoldgicas — Microscopia Optica

A partir das laminas histologicas, foram obtidas as imagens a sequir.

Na figura 12 podemos observar um corte transversal da tibia do grupo CTL onde
a lesao nao foi induzida. Na regido cortical (C) com a presenca tanto de ostedécitos (Oc)

guanto de canais vasculares (Cv) distribuidos de forma uniforme pelo tecido 6sseo.

Figura 12: Corte histoldgico transversal da tibia direita do grupo CTL. (200X). Regiao
cortical (C). Presenca de osteocitos (Oc) e canais vasculares (Cv).
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Na figura 13, podemos observar um corte histoldégico do grupo NT onde a lesao
foi induzida e néo foi realizado nenhum tratamento. Nesta imagem podemos observar a

presenca de regido ainda com desorganizagéo 0ssea e tecido de granulacéo.

K A

Figura 13: Corte histoldgico transversal da tibia direita do grupo NT. (200X). Tecido de

granulacdo (G), osteoblastos (Ob) e enddsteo (E).
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Na figura 14 observamos a regido cortical do grupo irradiado com laser de baixa
intensidade 1J. Podemos observar a presenca de ostedcitos e tecido de granulacao
distribuidos de maneira regular. E possivel observar ainda uma regido de

remodelamento dsseo.

Figura 14: Corte histoldgico transversal da tibia direita do grupo L1J. (200X). Tecido de
granulacédo (G), ostedcitos (Oc).
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Na figura 15 observamos a regido cortical do grupo irradiado com laser de baixa
intensidade 3J. Podemos observar a presenca de ostedcitos e tecido de granulagéo. E

possivel observar ainda uma regido de remodelamento ésseo.

Figura 15: Corte histologico transversal da tibia direita do grupo L3J. (200X). Regido

cortical (C), endésteo (E), ostedcitos (Oc) e tecido de granulagéo (G)
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Na figura 16 observamos a regido cortical do grupo irradiado com laser de baixa
intensidade 6J. Podemos observar a presenca de ostedcitos e canais vasculares

distribuidos de maneira uniforme.

Figura 16: Corte histologico transversal da tibia direita do grupo L6J. (200X). Regido

cortical (C), ostedcitos (Oc).
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Na figura 17 observamos a regido cortical do grupo irradiado com laser de baixa
intensidade 10J. Podemos observar a presenca de ostedécitos e canais e tecido de

granulacao.

Figura 17: Corte histoldgico transversal da tibia direita do grupo L10J. (200X). Tecido

de granulacéo (G), canais vasculares (Cv).
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Na figura 18 observamos a regido cortical do grupo AF onde foi utilizado a fibra
de carvao ativado sem irradiacdo. Observamos um tecido 6sseo organizado com a

presenca de ostedcitos e tecido de granulacao.

Figura 18: Corte histologico transversal da tibia direita do grupo AF. (200X). Regiéo
medular (M); regido cortical (C); Tecido de granulacao (G)



53

Na figura 19 observamos a regido cortical do grupo irradiado com laser de baixa
intensidade 6J em associacdo com a fibra de carvdo ativado (AF+L). E possivel
observar um tecido em remodelacdo, com a presenca de canais vasculares. Podemos
observar também a presenca de ostedcitos distribuidos de forma homogénea e tecido

de granulacao.

Figura 19: Corte histoldgico transversal da tibia direita do grupo AF+L. (200X). Canal

vascular (Cv), tecido de granulacao (G).
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4.6 Propriedades Mecanicas

Abaixo, demonstramos os dados referentes as alteracdes de forca e deformacao
dos grupos experimentais apés 28 dias.

Na figura 20 observamos o grafico da forma méxima de flexdo no momento da
ruptura O0ssea (Fmax). Podemos observar neste grafico que todos o0s grupos
apresentaram reducdo da forgca maxima de flexdo em comparacéo ao grupo controle.
Os grupos tratado com laser 6J (L) e com associacao de fibra ativado e laser (AF+L)
apresentaram aumento desta forca quando comparado ao grupo nao tratado. Ao
contrario, o grupo tratado com fibra ativada (AF) apresentou Fmax proximo ao grupo

nao tratado NT.
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Figura 20: Grafico da forca maxima de flexdo no momento da ruptura 6ssea. Grupos
Controle (CTL), nao tratado (NT), grupo tratado com fibra ativado (AF), com laser (L) ou

com associacao entre fibra ativada e laserterapia (AF+L). *** p<0,001 vs CTL, # p<0,01
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Na figura 21 observamos o deformagcdo maximo atingido no momento da
ruptura, relacionado a capacidade de deslocamento do material. Podemos observar
neste grafico que todos os grupos apresentaram alteracdo desta deformacdo em
comparacao ao grupo controle. O grupo fibra ativada (AF) apresentou um aumento de
deslocamento maximo em relacéo ao grupo controle. Os demais grupos (NT, L e AF+L)
apresentaram uma diminui¢cdo do deslocamento quando comparados ao grupo CTL. Os

grupos L e AF+L apresentaram valores similares ao grupo NT.
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Figura 21: Grafico de deformacdo maximo no momento da ruptura 6ssea. Grupos
Controle (CTL), nao tratado (NT), grupo tratado com fibra ativado (FA), com laser (L) ou

com associagao entre fibra ativada e laserterapia (AF+L). *** p<0,001



Tabela 2: Resumo dos Resultados morfologicos, biomecéanicos e bioquimicos dos
grupos (L), (AF) e (AF + L) em relagéo ao CTL:

GRUPO

HISTOLOGIA

FMAX

DEFORMACAO
(Relagéo CTL)

FA

LASER (L6J)

l

AF

AF +L
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Tabela 3: Resumo dos Resultados morfoldgicos, biomecéanicos e bioquimicos dos

grupos (L), (AF) e (AF + L) em relacdo ao NT:

GRUPO

HISTOLOGIA

FMAX

DEFORMACAO

FA

LASER (L6J)

AF

AF +L
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5. Discussao

A incidéncia mundial de disturbios e condi¢bes 6sseas aumentou abruptamente,
especialmente em populacbes onde o envelhecimento é aliado ao aumento da
obesidade e a auséncia atividade fisica ®. Alteracdes O6sseas como fraturas e/ou
reabsorcbes Osseas geralmente levam a um processo de recuperacdo longo e
doloroso. As fraturas sdo comuns, caras e muitas vezes se tornam um peso crénico
para os individuos e a sociedade. Existe um grande interesse em buscar tratamentos
gue auxiliem a reparacdo 0ssea e promovam uma recuperacao mais rapida do paciente
as suas atividades diarias normais “8).

Além de impor custos médicos diretos a sociedade, as fraturas 6sseas também
resultam em custos indiretos, principalmente relacionados a reducédo da produtividade
por incapacidade e morte prematura). Na fratura e durante a reconstrucdo 6ssea 0s
pacientes geralmente s&o internados afim de reestabelecer a correta funcdo do osso
lesionado e independentemente da parte do corpo afetada, este processo de
reconstrucdo O0ssea pode durar varios dias de internacdo chegando a meses ou anos
de recuperacdo da funcdo 6ssea normal e em alguns casos sao necessarios mais de
um procedimento para o correto reestabelecimento da integridade 6ssea (48:50-53),

A cura da fratura 6ssea € um processo de reparo em varios estagios que
envolve etapas complexas e bem orquestradas que sdo iniciadas em resposta a lesédo
e com o objetivo de recuperar as fun¢cdes mecanicas do osso. Em geral, o tecido 6sseo
possui capacidade de cura por si s6. Em condi¢Bes criticas, como em defeitos 6sseos
maiores e fraturas com vascularizacdo inadequada ou interrompida, pode ocorrer um
atraso no processo de cicatrizagdo ou mesmo uma falta de unido. Portanto,
abordagens clinicas como a terapia com laser de baixo intensidade foram
desenvolvidas para estimular o processo de cicatrizagdo dssea ¢4,

Neste trabalho foi escolhido um modelo de lesdo 6ssea confeccionada a partir
de uma broca cirurgica e neste local de leséo, chamado defeito 0sseo, foi utilizado o
carvao ativado em forma de fibra como biomaterial para analise de sua capacidade de
reparo 0sseo. A fotobiomodulacdo foi utilizado como terapia auxiliar na fase
inflamatoria em associagdo com a utilizacao do fibra de carvao ativado.

O fibra ativada apresenta algumas propriedades interessantes para sua
utilizagdo na area da saude. O fibra ativada pode ser preparado através de uma
variedade de composicdes, estruturas e propriedades que dependem da matéria-prima,

meétodo de processamento e formacéo. Nos ultimos anos, pesquisas adicionais sobre



58

fibra ativada receberam muita atencdo de pesquisadores de todo o mundo devido as
suas altas capacidades de adsorcdo ©°. Ele é formado por uma superficie otimizada
fazendo com que este produto apresente interacdo com compostos externos, por
exemplo, na adsor¢cdo de poluentes, farmacos, e neste caso, estimulando o reparo
0sseo, provavelmente servindo como um catalizador fisico para a proliferacéo celular
(56).

O reparo 6sseo foi analisado 28 dias apds a lesdo 6ssea e foram mensurados os
concentracdo de fosfatase alcalina, padrbes histologicos e propriedades mecanicas
como a forca de flexdo maxima no momento da ruptura e a capacidade de deformacéo
escrita pelos valores do deslocamento do tecido na maquina de ensaios mecanicos
(4457) S&0 poucos os trabalhos que relacionam alteracdes histolégicas e bioquimicas
com as alteracdes das propriedades mecanicas 6sseas durante o reparo (21,5859,

ApGs ter feito avaliagdo com as energias de 1, 3, 6, e 10 Joules foi escolhido
utilizar o laser de baixa intensidade 830nm com energia de 6 Joules, poténcia de
100mW e tempo de irradiacao de 60 segundos, onde a andlise histolégica mostrou uma
melhor formacgéo 6ssea quando comparado com as demais energias. Estes parametros
de energia e poténcia corroboram com os achados de Pallotta et al, em que a partir do
28° dia ap0s a inducédo da lesdo foi observado um processo de reparo adiantado, com
a presenca de calo 6sseo maduro e formacdo completa do osso antes lesionado,
restando apenas a retomada da arquitetura inicial ©@.

ApOos o0 processo lesivo, os niveis de fosfatase alcalina aumentam
gradativamente até atingir seu pico no final da 22 semana. A partir dai, a formacéo
Ossea € reduzida sendo substituida em parte pela remodelacdo dssea e o0s
concentracdo de fosfatase alcalina retornam as concentracdes fisiolégicos, necessarios
apenas para a manutencdo 6ssea ®. Rennd et al mostra que o laser 830nm foi eficaz
para estimular a proliferacdo celular e a atividade da fosfatase alcalina nas células
osteoblasticas utilizando energia proximo a 6J (48:60),

Assim, a fotobiomodulacdo com laser de baixa intensidade pode estimular a
producédo de fosfatase alcalina pelos osteoblastos nas fases iniciais do processo lesivo,
alterando o tempo de reparo 6sseo b, A laserterapia pode atuar no reparo 6sseo
inibindo o recrutamento de células osteoprogenitoras e aumentando a ativacdo de
osteoclastos, diminuindo a deposicdo de matriz extracelular e estimulando o

remodelamento 6sseo (349),
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Em um estudo de Batista et al., usaram irradiacdo a laser de 830nm, 6J, e
apresentou um efeito bioestimulante positivo no estagio inicial da cicatrizacdo éssea.
Além disso, em um estudo in vivo comparando os efeitos dos 830nm laser, na energia
de 1,7 e 3,4 J, mostrou que quanto maior a energia for mais eficiente para produzir
0ssos recém formados 2,

Os resultados histologicos nos forneceram informacBes importantes da
progressdo do reparo 0sseo nos diferentes tratamentos. No grupo CTL, como
esperado, os ostedcitos estdo distribuidos de maneira homogénea em todo o tecido
0sseo maduro e existe uma divisdo adequada entre a camada cortical e medular, com
a presenca de endoésteo nesta delimitacdo. No grupo NT foi observado ainda areas
com reabsorcdo éssea, bem como tecido de granulagdo. Este resultado em conjunto
com os de fosfatase alcalina mostra que a regido da lesdo esta ainda em fase de
formacdo O6ssea. A reducédo da forca de flexdo no grupo NT confirma a presenca de um
tecido ainda fragil que caminha de forma mais lenta para o reparo 6sseo ©563),

Os resultados histolégicos do grupo laser (L6J) mostram um processo adiantado
do reparo. E possivel observar a presenca de ostedcitos distribuidos sobre um tecido
0sseo organizado e homogéneo. A reducdo dos niveis de fosfatase alcalina em relacéo
ao grupo NT sugere que existe uma menor deposi¢céo de osso local, sua reducdo pode
modular a fase de remodelacdo 6ssea podendo acelerar o reparo 6sseo. Houve uma
melhora na forca maxima de flexdo quando comparado com o grupo NT, essas
caracteristicas sugerem que o laser 6J apresenta caracteristicas que favorecem sua
utilizacdo como terapia para reparo 0Sseo.

Estes resultados estdo de acordo com os resultados encontrados por Werneck
et al ¢ que encontram uma resposta dose-dependente das células a irradiacéo laser.
Ozawa et al. e Stein et al “365 também evidenciaram que o laser com comprimento de
onda de 830nm foi eficiente para estimular a proliferacdo celular de osteoblastos
resultando em um aspecto 6sseo mais organizado.

Estes aspectos histolégicos favoraveis para o reparo 6sseo também séo
encontrados no grupo AF onde é possivel observar organizacdo do tecido. As
concentragbes de fosfatase alcalina foram diminuidos em comparagdo ao grupo NT
gue sugere que ainda podemos observar osso que esta em formacao. A forca de flexdo
no grupo AF também mostrou pouco alterada em relacdo ao NT e observamos uma
capacidade de deformacg&o maior em comparacao ao CTL. Isso mostra um tecido mais

elastico e com mais facilidade de deformar. O aumento da capacidade de deformacao
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do grupo AF pode estar relacionada com a morfologia do fibra ativada onde a
distribuicdo de suas fibras lembram a formacdo de coldageno em alguns tecidos
bioldgicos.

A laserterapia € conhecida pela sua acdo moduladora, alterando a resposta
celular e reduzindo o processo inflamatorio. O laser pode ainda aumentar a reabsorcéo
Ossea, alterando o processo de reparo tecidual, fator que pode promover a
readequacdo da formacdo éssea do original ©®). Os resultados mostram que os
tratamentos utilizados dos diferentes grupos (AF, AF+L e L) alteram o curso
morfofuncional do reparo 6sseo, acelerando o processo de reparo no grupo L6J.

N&o existem na literatura, dados conclusivos a respeito da melhor dosimetria a
ser utilizada na estimulacdo do tecido 6sseo. No presente estudo, foi obtida uma
resposta dose-dependente mostrando eficacia com 6J. Estes resultados corroboram
com uma série de trabalhos que verificaram que o laser aplicado em energia proximo a
6J, promove uma melhor resposta do tecido (“859.62.66)

Alguns trabalhos na literatura evidenciam que a resposta das células a irradiacao
laser é que respondem de formas diferentes a diferentes comprimentos de onda
(43.64.65) Comprimentos de onda mais longos, dentro da faixa do infravermelho préximo,
700nm até 1200nm, sdo mais adequados para o tratamento de estruturas mais
profundas®?. Para entendermos os fatores envolvidos neste processo, necessitamos
outras investigacoes.

No grupo AF+L podemos observar uma histologia mais desorganizada do que os
outros grupos estudados. Deslocamento maximo no momento da ruptura 6ssea mostra
pouco diminuido em relagcdo ao grupo NT. Isso pode sugerir que a associa¢do da
fotobiomodulacéo ao fibra ativada causa a aceleracdo do processo de reparo. Houve
um aumento na concentracdo de fosfatase alcalina do grupo AF+L 0 que sugere que
talvez este tecido esteja ainda em formacéao 6ssea, devido a presenca do fibra ativada.

A forca mecéanica é um dos parametros mais importantes relacionados ao risco
de fratura. Neste estudo este parametro foi avaliado através do teste de flexdo de trés
pontos. Este teste tem sido utilizado em trabalhos que investigam os efeitos da
fotobiomodulagdo na forca 6ssea e na consolidacdo de fraturas®”). Evans em 1973
descreve que as propriedades mecanicas mais bem estudadas do 0sso sdo suas
caracteristicas de resisténcia, sua forca maxima ou deformacdo sob carga, rigidez ou
modulo de elasticidade, sua dureza e sua capacidade de absor¢cdo de energia. Os

meétodos utilizados para a determinacdo dessas propriedades sdo 0s mesmos que
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empregados em estudos similares das propriedades mecanicas de materiais de
engenharia e estruturais (9,

Observamos no gréfico da forma maxima de flexdo no momento da ruptura
O0ssea que todos os grupos apresentaram reducdo da forca maxima de flexdo em
comparacao ao grupo controle. Os grupos tratados com laser (L), e fibra ativada com
laser (AF+L) apresentaram aumento desta forca quando comparado ao grupo nao
tratado. No deslocamento maximo atingido no momento da ruptura o grupo AF
apresentou um aumento em relagcdo ao grupo CTL. Grupos L e AF+L tiveram uma
diminuicdo em relacdo ao CTL. Nas concentracdes de fosfatase alcalina no sangue
dos animais, durante o processo de reparo 6sseo todos 0S grupos apresentaram
aumento da fosfatase alcalina quando comparados ao grupo controle. O grupo laser (L)
apresenta uma reducao significativa quando comparado ao grupo NT.

Muitos autores sugerem que a terapia laser € capaz de promover um aumento
da forca mecénica ap6s uma fratura. Rennd et al encontraram que o laser é capaz de
acelerar a acdo de osteoblastos em areas de fraturas“®. Trelles et al verificaram uma
grande presenca de osteoblastos na area fraturada, apos irradiacdo com laser. Esta
maior concentracdo de osteoblastos poderia estar relacionada com uma deposicdo de
matriz 6ssea, 0 que contribuiria para o aumento a forca mecénica do tecido 6sseo no
grupo irradiado com laser de baixa intensidade 9,

O biomaterial em forma de fibra ativada demonstrou um aumento na viabilidade
celular de osteoblastos com a associacdo do material de fibra ativada indicando que a
terapia foi eficiente em estimular o metabolismo celular. Nao foi observado toxicidade
celular, nos resultados celulares, com valores proximos ao grupo controle (CTL). Na
imagem microscépica podemos observar aderéncia das células osteoblastos ao
biomaterial. Essas caracteristicas sugerem a biocompatibilidade do matéria “8. Em
relacdo a culturas de células, os efeitos estimulantes do laser também tém sido
evidenciados. Luger et al, Tamura et al e Ozawa et al 16570 demonstraram um efeito
positivo do laser na proliferacéao celular.

Portanto, os dados do estudo atual demonstraram que 6J foi capaz de estimular
0 metabolismo 0sseo e acelerar 0 processo de cicatrizacdo 0ssea no modelo
experimental de reparo 6sseo. Estes resultados corroboram os de Renno et al. e
Batista et al, que observaram que a terapia com laser de baixa intensidade no
comprimento de onda infravermelho foi capaz de melhorar o reparo 6sseo em tibias de

ratos osteoporéticos. Em conjunto, os resultados do presente trabalho traz evidéncias
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que o tecido 6sseo responde corretamente ao laser e ao uso de biomateriais de
carbono ativado, o que representaria uma terapia segura e eficaz para tratar fraturas
c')sseas (6,62|64,69).

A Fotobiomodulagéo vem surgindo como um recurso capaz de modular o reparo
0sseo e acelerar o processo de consolidacdo de fraturas. Melhor parametrizacdo das
varidveis é necessario. As limitacdes estdo relacionadas a dosimetria e h&a muita
controvérsia sobre seu mecanismo de acdo nos diferentes tecidos. A fibra de carvao
ativado também demonstra eficacia no reparo do tecido 6sseo.

Algumas limitacbes do trabalho devem ser apontadas. Apenas um periodo apés
a lesdo 6ssea foi investigado. Seria muito interessante investigar a resposta tecidual
precoce e tardia ao uso de laser e biomateriais em diferentes periodos pés lesdo. Além
disso, mais analises quantitativas deve ser incluida em pesquisas futuras, como analise
bioguimica, para melhor compreender os varios mecanismos que fazem parte do

processo de reparo 0sseo.
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6. Conclusao

A partir dos resultados e dos embasamentos tedricos aqui apresentados,
podemos concluir que o modelo de lesdo Ossea utilizado neste trabalho alterou as
propriedades mecanicas. Podemos observar uma melhora das propriedades
mecanicas relacionadas com o aumento da forca de flexdo nos grupos tratados com
laser de baixa intensidade na energia de 6J e em sua associagdo com a fibra de
carbono ativada. Sugerimos ainda que tanto o biomaterial quando o laser de baixa
intensidade acelerou a formacdo Ossea pela reducdo da concentracdo de fosfatase
alcalina e pela presenca de um tecido ésseo organizado, principalmente do grupo

irradiado.

Este tipo de material envolve um baixo custo, € de facil aquisicdo e
biocompativel. Os dados deste trabalho abrem horizontes para outras pesquisas a
respeito dos efeitos do laser e o uso de fibra de carvao ativado. Estudos futuros devem
ser realizados no intuito de investigar os efeitos de diferentes comprimentos de onda,
doses e formas de aplicacdo do laser bem como, os diversos formas e usos de fibra de

carvao ativado e a interacao dos dois.
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8. Anexo
8.1 Aprovacgdo comite de ética

UNINOVE
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20 Projeto n* ANDOSS 2014
doluadommw-omammanwb
pparo Seseo em Litis de ralos

Objotivos: - Avaliar slecacies hisioldgicas @ biomecinicas no processo de reparo dsseo em titias de ratos apcs nduglo
de sio

- Avaliar © olsilo do laser de baixa potdnoR No reparo dsseo em tibs de mios,

« Avaliar 2 3580 de biometedas @ Sua ASS0Cacho oom jerapia laser de baba poténcia no reparo dsseo e titiss de ratcs
Objetivos bem definidos.

Método: Os animsis 3aho snesiesiados com ketamina (B0mgXg) e Xiazina (10mpXg) e fisndos em mess de cotics Em
segukda serd realizada uma INci=Ac sobre 8 0880 rE PAe poANTO-lated da 1iia & dinela com @ divulslo dos plancs
SUBCAANScE @ MUSCUaes, A0es50 20 perdaieo do 0sso thisl na regdo proddms @ & confec;Bo de fro 04 mm abatan da
anticutacio do joelo com o Ge broca com 05 mm de comprimento o 1.3 mm de espessura. Apds confectio de furo os
animais serdo ou NSO iratados, dependendo do GRIPO GUE PRNenciam, para assim reaizar a sutura por plancs.

Os animas serfo dhvididos am grupos de 05 animais cada ¢ submeetidos medatamenis a dversos Fatamenios, conforme
especifcado abalm:

Grupo ! — Integro: sem procedimento Orurgico.

Nos demas 9upcs os animais serlo submetidos ac defefio 05500 e tratados conforme descrmio abawo:

Grupo ¥ ~ Grupo com 8 lojs Gesés 6 sam raamento,

Grupo 8- Grupo oom iofa osses e utlizacho de Sidroaispating

Grupo iV — Gruge com loj 0ssoa & wkzagio de canvio avo

Grupo V- Grupo com i Ssses ¢ UHZEcEo de canido atvo assockado a0 Laser (B30nm. 6J, 100mW)

Serd ullizade o Laser Diodo de Eaba intensidade Thermdazer (DMCY, - Brasd), com o8 saguinmes paefmatros
compeimento de ondo de 810nm. poMnca de 100V, ondas continuas, energia de 5 Jodes. O tratamentc Laser serd
muizado sobm @ 0580, durante sete (V) das niercalados, comecando 24 horss apls 8 crungia. Apds 1odo protoccio
axpermental, os srimsis sardo aneslesiados com hiperdose de dondrato de Xiazna (A0mgmi e Cloridrato de Ketamins
[270mgimi} @ apis a eutandsa, © os10 Shal Berd feMOWdo § CONSErYRGD pam andiises morfoldgicas e blomecinicas e o
Langue sara coletado para andise da fosfatase sicalng,

Apds & inducho da lesdo, 0s animals sero sacficados apds 28 diss & 3 cseo sed emovido pare
postencres andlses. Parte deste malerdsl secd Wiizado medatamenie apds a retimda, nos ensalos de flexbo pars »
avaliacho de suas propriedades mecinicos. A stividade normal do easo § Romada por um conjnto de tensdes apicadas no
mcdo, divididas am forgas de caregamento e descamegamento. Desta forma. samd sphcado uma sequbncia de forgas de
carmegamentin & descieraganento a fim de simular as condigbes de fonsbes rexs Co oss0

Primetmamenis serdo resiizetss s meddas de compamenio, largura © albura da thia Cstes valores secko
utiizados pam detalhar as dmensdes do marial & padronzecdo s resuiados. As tibas serlo foados no aparethos de
aete MecAnios (lensidmetro). Vanos tesies de carragemenio & desciregamantc da 1orgas serdo realzados até o momenio
da ruphers do teciic. A forca de rigdez em 3 drefentes ponios sard ansfceds

Guamficacio de Festitase Alcaling no 5000 sanguineo orcuame pelo mécdo de ELISA

Artes da outandsin dos snimais, Serd colado sangue sem 0 uso de anticoagdonte atraves o pUNGAO Cardiacs
nes Matos. Apds 10 minuios da colets, © Wbo coendo § MO de SAngue serd entdo centrifugado a 5 0C0mm por O3
MinACS PRTR & SSpAracic 00 Soro & parte vermelPa 00 SENgUe. O SO0 BErA CO0Cado am Novo tubo, ¢ armazenando @
emperaiun de —80'C abd s Uizagdo. A TeagSo para deleciie dos nives de Relitase alcalina ocomre da seguine
maneirs: Primeramente, & solucho tamplo (DEA) & prepammda o incubada por sigurs minuka. Enquanio ocome &
Incubacho, em place de ELISA, coloca-se 2l da amostra em cada pogo da placa e o este & sdconsdo 20044 do eagente
anico. previaments Fcutedo. A absorhancks ¢ feila no comprimenio de onda 408nm a 37°C, no periodo de 03 mnuos & 20
segundos, INcando o leturs 20 segundos apda Comaco da reaglo, havendo cutras leitras em 1. 2 & 3 mutos apds &
primeira jofiura, 0 ciicuio & fato pals abscbdncis de Foalitase alcaing (UM) & 405 nm = AA/mMIn x 5.460. Determinar o
diferenca da midia de Absortdncalmin (AAMIN), SUbirsindo Cada Mikera da antenor e Tazendo a media dos valores. Unlazar
asta MdSEa para os cliculos.
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As amosiras do becdo serdo fxadas em dormol a 0% por um pedoda de 72 hors. Poslerormente as amesias
serhio deskatadas @ SUbmMatdas 4 Uma sne gradiiva 9 bachos de dkool, comegando com 505 & peagredindo o4 o
Slcool stsoluto 100% (SYNTH). Em seguds o tecido sera diafanizado com Xiol gor 4 horas (SYNTH) para impregragio
(eidadndu) o ikt s Cemptesl ® des sooasss. Do seyuiie, sains sy G mias son ieupte des U abkading
adequedos, com Parsplast * fundido por 4 homs. Apde s impregnac8o. as amosiras serSo colOGAdEs em Um pequeno
reciplente coberio com parafing & debadas par endurecer, formando um biloco contendo o 1eckio. Para @ microlomia serlo
Mabzados cOngs com 5 i S0 aspasaun am micrdlomo LEICA RM 2125 RT. Ums ez precedicd o prigarn das smoslrss
o8 cortes serdo colocados em |Amings para saem corados, com Hemalodina-Eosina (M E.). Apds a coloragdio os cores
serdo montados em Wminas permanenies para posienor andlise em microsodpio dptico e fologradadas atraves de ssiema
de micrefolograta (Olympus System Micreacops Model CX 41 - Clympus PM10SP Automatc Photomicrographic System)

US 8354 G080 Sidadd DU MBEA & PHO 0Eind DRITED Ol MARA U ISiuBAdss 5600 JULMHAE & aniie
de vardnca (ANOVA) & os valores de p indcados staiso dos gréficos apemsantados nests Fatalho.

Metodologis condizente com o8 odjetivos deliseados.

Animals {procedénoky, raga, inhagem, numero de anfmals, peso, sero): Serdo utitzados 48 ratos Wistar machos
peando antre 150 @ 200q [ +/- 60 das do vida), com e acesso 4 4.4 @ raglo, provsnienias do Elotéro da Universidade
Nove do Jutho, Os snimais sado mantidos am ambane com 1empenies contolada § ok dariescro da 12 homs

Condigdes de alojamento ¢ autrigho: Os anmais serio obtides do bioldrio de criagho da Universdade Nove de Juho ¢
mantidos am condiches confroladis de umidede (SOA-E0N), lumingidade (ar) & Bmpestrs (22'C - 25°C) no bioNrio
de mpenmentacho da Usiversidade Nowe de Jubo,

Medidas pars evitar estrosse elou dor nos animads; Uso de Trwmal, § mgihg, inksperiioresl por 2 das spds & ndugdo
da contuso, a cada 4 horas

Procedimento Anestésico aou Analpésico (lnckwr dose o wvios de administragho): Uso de Tramal, 5 mghyg,
trapertioneal, por 2 das apis a nducdo da contuslo, a cada 4 horas.

Eutandsis: Overdose de Anestesia, Xiasina/Netamena, 20ma'mi e 270mgiml, L.p. respectvamente.

Pertidacin ¢ vafor ciennfico do eatwdo propoafo. A mpodnca da utiizacho de ferapaa ndo Mmecicamenioan
RESOCIRARE Com MenicRs INRdIZNaE Com O LSO do Dlomatanals reprasenta um falor sltamenta rdavanta para o Sklema de
Saude, sspecialments am Noeso pRi. No entanto poucos asludam AROMdam REpecios UNGonGis @ Diomacinicos do Beer
de baixa polAncis no processo e Meparo dsseo,

Dsta de iniclo: 10122014
ata do tdemino: 10723015

Apresentado a este Comité para andlise ebica, lol considerado:
(%) Aprovado, sendo que este projeto deverd permanecor arquivado por 8 [cinco) ancs nesta Secretaria.

() Com pendéncia {relacionar), devendo 0 Pesguisador encamintar as modficaghes sugenidas, o inkclar a colela de dades
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