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RESUMO

Ao lado dos biomateriais, as fototerapias laser e LED tém obtido resultados
positivos como terapias auxiliares ao processo de reparacdo Ossea,
principalmente quando envolvem grandes perdas teciduais. O objetivo deste
estudo foi avaliar; por meio de andlise histologica através de microscopia de luz
e espectroscopia Raman, a influéncia da fototerapia, laser ou LED, no
processo de reparo de defeitos 6sseos em fémur de ratos, com ou sem
implante de hidroxiapatita. Sessenta ratos Wistar albinus foram divididos em
seis grupos, cada um deles subdividido em dois subgrupos de acordo com o
periodo de sacrificio (15 e 30 dias). Sob anestesia geral, um defeito 6sseo
critico com 2mm? foi criado no fémur esquerdo de cada animal. No grupo
Coagulo, o defeito foi preenchido apenas por coagulo sanguineo, no grupo
Biomaterial o defeito foi preenchido com o implante de HA + R-TCP, no grupo
LED o defeito foi preenchido por coagulo sanguineo e irradiado com LED (A =
850 + 10 nm, P = 150 mW, CW, 20,4 Jicm? por sessdo, 142,8 Jicm? por
tratamento), no grupo LED + Biomaterial, o defeito foi preenchido com implante
de HA + B-TCP e irradiado com LED, no grupo Laser, o defeito foi preenchido
por codgulo sanguineo e irradiado com laser (A = 780 nm, P = 70 mW, CW,
20,4 J/cm? por sess&o, divididos em 4 pontos NSLO de 5,1 jlcm?, 142,8 J/cm?
por tratamento), no grupo Laser + biomaterial, o defeito foi preenchido com
implante de HA + R-TCP e irradiado com laser. Os protocolos de irradiacédo
foram realizados a cada 48 horas durante 15 dias. A morte dos animais ocorreu
apos 15 e 30 dias. As amostras foram divididas em duas metades, uma foi
analisada por espectroscopia Raman, para avaliar o grau de mineralizagao
Ossea através das intensidades dos picos de Raman do conteldo inorganico
(~960, ~1070 cm™) e organico (~1454 cm™) do tecido 6sseo. A outra metade foi
processada e avaliada qualitativamente através de microscopia de luz.
Histologicamente, a presenca das linhas basofilicas, indicou que o grupo Laser
+ Biomaterial encontrava-se em estagio mais avancado de reparo.
Espectroscopicamente, as fototerapias, laser e LED, aumentaram a deposicao
de HA e, consequentemente, a mineralizacdo do osso neoformado. Concluiu-
se que a fotobiomodulagédo Laser ou LED foram eficazes na melhora no
processo de reparo 6sseo de defeitos 6sseos confeccionados em fémur de
ratos, submetidos ou ndo, a implante de fosfoceramica bifasica de
hidroxiapatita e B-Fosfato tricalcico.

Palavras-chave: Biomaterial, Reparo 6sseo; Hidroxiapatita; Fototerapia Laser,
Diodo emissor de luz.



ABSTRACT

Beside of biomaterials, laser and LED phototherapy has shown positive results
as auxiliary therapies on bone repair process, especially when involving large
tissue losses. The aim of this study was to evaluate, through histological
analysis using light microscopy and Raman spectroscopy, the influence of laser
or LED phototherapy in the process of bone repair of bone defects in the femur
of rats, with or without Hydroxyapatite implant. 60 Wistar Albinus rats were
divided into 6 groups each subdivided into 2 subgroups according to the time of
sacrifice (15 and 30 days). After general anesthesia, a critical bone defect was
created with 2mm? in the left femur of each animal. In Group Clot, the defect
was filled only by blood clot, in group Biomaterial the defect was filled with the
HA + B-TCP implant, in Group LED the defect was filled by blood clot and
further irradiated with LED (A=850 + 10nm, P=150mW, CW, 20,4 J/icm? per
session, 142,8 J/cm? per treatment), in group LED + Biomaterial, the defect was
filled with HA + R-TCP implant and further irradiated with LED, in group Laser,
the defect was filled by blood clot and further irradiated with laser (A=780nm,
P=70mW, CW, 20,4 J/cm? divided into 4 points of 5,1 jlcm? per session, 142,8
Jicm? per treatment), in group Laser + Biomaterial, the defect was filled with HA
+ B-TCP implant and further irradiated with laser. The irradiation protocols were
performed every 48 hours during for 15 days. Animal death occurred after 15
and 30 days. The specimens were divided into two halves; one was analyzed
by Raman spectroscopy to assess the level of bone mineralization by using the
intensities of the Raman peaks of both inorganic (~960, ~1070 cm™) and
organic (~1454 cm™) contents of bone tissue were used. The other part was
routinely processed and evaluated by light microscopy. Histologically, despite
the similarity between the parameters, the presence of basophilic lines indicated
that the group Laser + Biomaterial was in a more advanced stage of repair.
Spectroscopically, laser and LED phototherapies increased deposition of HA
and therefore the mineralization of new bone. It was concluded that the laser or
LED photobiomodulation were effective in improving the process of bone repair
of bone defects on femur of rats submitted or not to hydroxyapatite and (-
tricalcium phosphate implant.

Keywords: Biomaterial; Bone Repair; Hydroxyapatite; Laser Phototherapy,
Light Emitting Diode.
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1. INTRODUCAO

O osso € um tecido biolégico dindmico, altamente organizado e
especializado composto por componentes organicos e inorganicos integrados
em uma estrutura rigida. Microscopicamente, apresenta poucas células
metabolicamente ativas, elementos hematopoiéticos da medula 6éssea e uma
grande quantidade de substancia intercelular formada a partir de fibras
coldgenas e substancias que conferem rigidez. O seu conteddo inorganico é
composto principalmente por fosfato de célcio e carbonato de calcio, com
pequenas quantidades de magnésio, fluoreto, e de sodio (KALFAS, 2001;
PINHEIRO; GERBI, 2006).

Um grave problema enfrentado pelos profissionais da area médica ou
odontoldgica sao os defeitos 6sseos. As perdas Osseas possuem diversas
etiologias, entre elas, patologias, traumas e cirurgias. Na tentativa de ajudar o
organismo a suprir grandes perdas, incapazes de reparacdo fisioldgica, a
utilizacdo de enxertos 0sseos, principalmente autélogos, e terapias auxiliares
devem ser consideradas. Assim, a busca por biomateriais € continua,
fornecendo vérias op¢des aos profissionais. A hidroxiapatita de céalcio (HA) é
um dos biomateriais mais utilizados, podendo ser produzida com composicdes
e formas diferentes. Pode ser utilizada isoladamente, associada a utilizacdo de
uma membrana, através da regeneracao 0ssea guiada (ROG), ou associada a
um enxerto 6sseo autdlogo (TORRES et al., 2008; PINHEIRO et al., 2010,
2012a,b; WEBER et al., 2006)

Outras técnicas tém obtido resultados positivos nesse processo, como

as fototerapias. Recentemente, a fototerapia laser e LED, principalmente nos
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comprimentos de onda no infravermelho préximo, estdo sendo utilizadas em
vérias condi¢cbes, tais como implantes dentarios (LOPES et al., 2007)
associada a enxertos 0sseos autologos (TORRES et al., 2008; WEBBER et al.,
2006) e vérios tipos de defeitos 6sseos (GERBI et al., 2008a,b; PINHEIRO et
al., 2009, 2010, 2012a,b). Embora haja um crescente uso dessas técnicas, com
varios estudos demonstrando resultados positivos, sdo escassos 0s relatos
sobre a associacao de fototerapias e biomateriais.

Uma possibilidade de avaliacdo, como as técnicas vibracionais, tais
como a espectroscopia Raman no infravermelho préximo, trazem informacdes
sobre as ligacbes quimicas entre moléculas, de maneira rapida e néo
destrutiva, sendo utilizadas a fim de fornecer informacdes sobre o estado
metabdlico do tecido 6sseo neoformado e também do enxerto remanescente.
O teor de minerais e composicdo da matriz 6ssea forneceréo indicacées do
sucesso ou falha do enxerto (PINHEIRO et al., 2009, 2010, 2012a,b), através
da identificacdo de alteracdes moleculares desses tecidos biolégicos
(KAVUKCUOGLU; PATTERSON-BUCKENDAHL; MANN, 2009).

O objetivo deste estudo foi avaliar, através de analise histoldgica e
espectroscopia Raman, o efeito da fotobiomodulacéo laser (A780nm) e LED
(N850 + 10nm) associada ou n&do a enxerto de Fosfoceramica Bifasica de
Hidroxiapatita e p-fosfato tricalcico (GenPhos®) em defeitos &sseos

confeccionados em fémur de ratos Wistar albinus.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1- Reparo Osseo

A cicatrizacdo de uma fratura € um dos mais notaveis processos de
reparacao do corpo humano, uma vez que resulta ndo em uma cicatriz, mas na
reconstrucdo do tecido lesado quase idéntico a sua forma original. O reparo
envolve problemas de homeostase celular que estdo entre 0s mais
fundamentais na biologia (PINHEIRO; GERBI, 2006).

Para que a reparacédo se inicie, 0 coagulo sanguineo, inicialmente serve
como fonte de células de sinalizacdo que tém a capacidade de iniciar as
cascatas de eventos celulares que sdo criticas ao processo de reparo. A
degranulacdo de plaquetas no coagulo libera moléculas sinalizadoras, tais
como fator de transformacéo de crescimento (transformation growth factor beta
- TGF-R3) e fator de crescimento derivado de plaquetas (platelet-derived growth
factor - PDGF), que sao importantes na regulacdo da proliferacdo e
diferenciacdo de células tronco mesenquimais (BOLANDER, 1992). Além
disso, algumas destas citocinas ou moléculas de sinalizacdo podem estar
envolvidas em outros processos, tais como a quimiotaxia, a angiogénese, e
podem também servir como fatores de competéncia e progressao de muitas
das respostas celulares (PINHEIRO; GERBI, 2006).

O periosteo e o enddsteo proximos a area fraturada respondem com
uma intensa proliferacdo, formando um tecido muito rico em células

osteoprogenitoras que constitui um colar em torno da fratura e penetra entre as
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extremidades 6sseas rompidas. Nesse anel ou colar conjuntivo, bem como no
conjuntivo que se localiza entre as extremidades Osseas fraturadas, surge
tecido 6sseo imaturo, tanto pela ossificacdo endocondral de pequenos pedacos
de cartlagem que ai se formam, como também por ossificacdo
intramembranosa. Podem, pois, ser encontradas no local de reparacdo, ao
mesmo tempo, areas de cartilagem, areas de ossificacdo intramembranosa e
areas de ossificacdo endocondral (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

Para os 0sso0s longos, assume-se que a ossificagcdo endocondral seja o
principal mecanismo responsavel pela sua formacdo e crescimento. Nestes
0ss0s, as células mesenquimatosas indiferenciadas iniciam um processo de
proliferacdo, condensacao e diferenciacdo em condroblastos que, sintetizam
matriz cartilaginosa e evoluem para condrécitos, formando cartilagem hialina
com o aspecto do futuro osso (PINHEIRO; GERBI, 2006).

Esse processo evolui de modo a aparecer, apds algum tempo, um calo
0sseo que envolve a extremidade dos ossos fraturados. O calo Osseo é
constituido por tecido 6sseo imaturo que une provisoriamente as extremidades
do osso fraturado. Seja qual for o processo de ossificacdo de base, o tecido
0sseo inicialmente resultante € sempre de tipo primario ou imaturo, sendo
trabecular pouco organizado e irregular, contrariamente ao que se verifica no
tecido 6sseo, normalmente observado no osso maduro, caracterizado por uma

estrutura lamelar organizada (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).
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Nas fases mais tardias do reparo, sabe-se que na remodelacdo O0ssea
fisiolégica, a reabsorcdo osteoclastica precede a neoformacdo O&ssea
osteoblastica, durante este processo, os mecanismos de formacdo 6ssea sao
ativados para substituir qualquer tecido 6sseo que tenha sido reabsorvido.
Assim, o processo de formacgéo sempre segue 0 processo de reabsorcdo. Além
disso, a formacéo de novo 0SSO ocorre apenas nas areas que se submetem a
reabsorcdo prévia. Isto sugere que sinais que atuam localmente estdo
envolvidos no processo de remodelacdo. Alguns desses fatores podem ser
identificados na juncdo onde a superficie reabsorvida encontra a superficie
neoformada, uma linha de reversao, visualizadas histologicamente como linhas
basofilicas. A formacdo dessas linhas ocorre de forma irregular no 0sso que
sofreu neoformacdo 6ssea e de maneira regular no 0sso com aspecto normal
(maduro), podendo ser caracteristica importante para avaliar o grau de
maturacdo 6ssea (ROMANO et al., 1997).

Porém, devido a diversidade de fatores envolvidos, tanto locais quanto
sistémicos, celulares e moleculares, esse processo pode ser dificultado pela
diminuicdo do suprimento sanguineo, instabilidade mecanica, alta proliferacao
de outros tecidos locais, condicdo sistémica do individuo, etc. Essas
caracteristicas tornam o processo de reparo objeto de estudos continuos, na
tentativa de superar as dificuldades naturais e, ainda, melhorar a qualidade do
osso neoformado e acelerar a finalizagdo do processo de reparo 0sseo de

fraturas (PINHEIRO et al., 2003).
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2.2 — Biomateriais

Como ja visto, o processo de reparo 6sseo € complexo e demorado,
envolvendo uma cascata de reacdes que dependem do organismo, da
condicdo do individuo e de fatores externos. Em alguns casos, algum desses
fatores impede o correto reparo de uma fratura 6ssea, e o profissional, médico
ou cirurgido-dentista, tem que utilizar técnicas e materiais que possam,
respectivamente, devolver o reparo ao seu curso natural ou substituir o tecido
0sseo em situacdes mais graves.

Os biomateriais sdo definidos como compostos ou substancias de
origem natural ou sintética, com excecdo dos farmacos e quimioterapicos,
biocompativeis, que podem substituir, de forma transitéria ou permanente,
diversos tecidos que constituem os Orgdos dos seres vivos, estimulando
reacdes quimicas e bioldgicas favoraveis a funcao deles (CARVALHO; BASSI;
VIOLIN, 2004).

Atualmente, o tratamento desta condi¢cdo possui como padrado-ouro 0s
enxertos 0sseos autélogos, baseado no enxerto de fragmentos &sseos
préprios, metais como as ligas de titanio e as bioceramicas. A principal
vantagem do enxerto autologo consiste na presencga de células osteogénicas e
fatores osteoindutores essenciais que estdo presentes no 0sso humano.
Porém, devido a dificuldade em obter este material, a quantidade limitada e alta
morbidade do paciente, é necessario o desenvolvimento e utilizacdo de outros

materiais (SALGADO; COUTINHO; REIS, 2004).
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A biologia dos enxertos 6sseos e seus substitutos devem ser entendidos
a partir da compreensao de algumas propriedades como a biocompatibilidade,
capacidade de promover osteogénese, osteoinducdo e osteoconducdo. A
osteogénese € a capacidade de, a partir de elementos celulares dentro do
enxerto que sobrevive ao transplante, induzir a neoformacdo éssea no local
enxertado. A osteoinducdo consiste na neoformacdo Ossea através do
recrutamento ativo de células-tronco mesenquimais do tecido adjacente, que
se diferenciam em osteoblastos. Este processo é facilitado pela a presenca de
fatores de crescimento no interior do enxerto, como as proteinas
morfogenéticas o6sseas (BMPs — Bone Morphogenetic Proteins). Na
osteoconduc¢édo, ocorre o enxerto de uma estrutura que serve como arcabougo
para facilitar a revascularizacdo da area receptora com consequente entrada
de fatores celulares que desencadeiam a neoformacdo O6ssea. Fatores
fisiologicos influenciam a taxa, quantidade e integridade de reparacao éssea e
incorporacao do enxerto (BURCHARDT, 1983).

Uma variedade de materiais artificiais tem sido usada em substituicdo
aos enxertos autélogos, visando minimizar a morbidade dos procedimentos e
evitar dois procedimentos cirurgicos simultdneos. Enxertos 0sseos sintéticos
possuem, no maximo, duas das quatro caracteristicas de um material ideal do
enxerto 6sseo. Os substitutos sintéticos ou aloplasticos idealmente devem ser
biocompativeis, provocar pouca fibrose, sofrer remodelacdo e promover a
formacdo de novo osso. De um ponto de vista mecanico, devem ter uma
resisténcia e modulo de elasticidade semelhante a do 0sso cortical/esponjoso

a ser substituido. Os materiais sintéticos que demonstram algumas destas
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propriedades sdo compostos de célcio, silicio ou aluminio (MOORE; GRAVES;
BAIN, 2001).

As bioceramicas a base de fosfato de célcio tém recebido muita atencao
como  substitutos  0sseos, principalmente  pela sua  excelente
biocompatibilidade, bioatividade e caracteristicas de osteoconducdo. A mais
amplamente utilizada bioceramica de fosfato de calcio sdo a hidroxiapatita e o
[3-fosfato tricalcico (B-TCP). HA é estavel no fluido corporal, enquanto que o 13-
TCP é bastante soluvel. A dissolucdo, caracteristica importante para a
absorcao/incorporacao de materiais utilizados como substitutos 6sseos, tanto in
vivo e in vitro é dependente da composicao, cristalinidade, e de seu pH. No
entanto, muitos estudos tém indicado que a dissolucdo da HA no corpo
humano apos o enxerto é baixa para alcancar os resultados desejados na
neoformacédo éssea. Alterando-se sua composicdo (como a adicao de R-TCP) e
seu método de fabricacdo, poderia ser modificada a velocidade de reabsorcéo
da HA, que pode indicar uma otimizacdo da incorporacdo do implante pelo
organismo (STEIN; SILVA; SILVA, 2009).

A fosfoceramica bifasica vem sendo bastante utilizada, uma vez que
este tipo de implante pode ser produzido utilizando composicdo e forma
diferentes. Além disso, pode ser utilizada isoladamente, associada a utilizacao
de uma membrana (regeneracdo Ossea guiada - ROG), ou associada a um
enxerto 6sseo autdlogo (TORRES et al., 2008).

A HA sintética é produzida em forma de ceramica ou ndo ceramica,
porosa ou sélida, e disponibilizada em blocos ou granulos. A forma ceramica

refere-se ao fato de os cristais de HA foram aquecidos entre 700 e 1300 °C
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para formar uma estrutura altamente cristalina. Essas preparacfes ceramicas
de HA s&o resistentes a reabsorcao in vivo, que ocorre a uma taxa de 1-2% por
ano. Inversamente, a HA ndo-ceramica € mais rapidamente reabsorvida. A HA
sintética tem boa resisténcia a compresséo, mas € fraca em relacdo a tenséo e
cisalhamento (MOORE; GRAVES; BAIN, 2001).

Aléem do tratamento de defeitos 0sseos usando biomateriais na
odontologia, outras técnicas estdo sendo estudadas, combinando varios tipos
de enxertos, membranas, a combinacdo de ambos e a associacdo com

fototerapias (PINHEIRO; GERBI, 2006).

2.3- Fotobiomodulacéo Laser

A absorc¢éo da luz laser pelos tecidos bioldgicos pode resultar em quatro
processos: fotoquimico, fototérmico, fotomecanico e fotoelétrico (PINHEIRO,
2010). Por causa do grande numero de efeitos clinicos que esses processos
ocasionam, eles podem ser subdivididos de acordo com a sua manifestacao
clinica. Dentro do grupo dos efeitos fotoquimicos podemos incluir a
biomodulacédo, que € o efeito da luz laser sobre processos moleculares e
bioquimicos que normalmente ocorrem nos tecidos, como, por exemplo, na
cicatrizagdo de feridas e no reparo 6sseo (PINHEIRO; BRUGNERA JR; ZANIN,
2010).

A fototerapia laser possui uma capacidade, dependente do comprimento

de onda da radiacg&o incidente, de alterar o comportamento celular na auséncia

de aguecimento significativo. A dispersdo da luz laser no tecido € muito
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complexa, pois esse fendbmeno é influenciado pelos componentes do tecido. Os
efeitos da fototerapia laser no osso ainda sao controversos, com estudos
anteriores mostrando resultados diferentes ou conflitantes. E possivel que o
efeito da fototerapia laser sobre a regeneracdo 6ssea dependa, ndo so da dose
total de irradiacdo, mas também sobre o tempo e modo de irradiacdo
(PINHEIRO; GERBI, 2006).

Foi demonstrado em varios estudos, in vitro e in vivo, que a
fotobiomodulacdo laser (FBML) no nivel celular estimula o fotorreceptor
citocromo-C-oxidase, resultando no aumento do metabolismo e producao de
energia, consequentemente aumentando o metabolismo oxidativo mitocondrial
(KARU; PYATIBRAT; AFANASYEVA, 2005). Iniciando uma cascata de
reacdes celulares que modulam o comportamento bioldgico, modulando a
angiogénese, macrofagos e linfocitos; a proliferacdo de fibroblastos e sintese
de colageno; diferenciacdo de células mesenquimais em osteoblastos, entre
outros, acelerando assim o processo de reparacdo 0ssea (LOPES et al., 2010;
TORRES et al., 2008; PINHEIRO et al., 2011).

No reparo 6sseo, estudos demonstraram que a fototerapia laser na faixa
do infravermelho préximo (FTL-IVP) é a mais adequada, devido a sua maior
profundidade de penetracdo no tecido, quando comparada com fototerapia
laser emitida no espectro visivel da luz. Seus resultados indicam que a area
Ossea irradiada com FTL-IVP mostra aumento da proliferacdo dos
osteoblastos, deposicdo de colageno e neoformacédo Ossea (GERBI, 2004;
GERBI et al., 2007; GERBI et al.,, 2008a,b; PINHEIRO; GERBI, 2006;

PINHEIRO et al., 2011, 2012, 2013). Sabe-se que esse efeito estimulador
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sobre o osso ocorre durante a fase inicial da proliferacdo de fibroblastos e
osteoblastos, bem como durante a fase inicial de diferenciacdo de células
mesenquimais. A proliferacao fibroblastica e o0 aumento de sua atividade foram
observados previamente em individuos irradiados e culturas de células, sendo
este o fator responsavel pela grande concentracdo de fibras de colagenas
vistas dentro do osso irradiado (GERBI, 2004; GERBI et al., 2007; GERBI et al.,

2008a,b; PINHEIRO; GERBI, 2006; PINHEIRO et al., 2011, 2012, 2013).

2.4- Fotobiomodulacdo LED

A terapia com luz € um dos métodos terapéuticos mais antigos utilizados
pelos humanos. O uso dos LEDs como fontes de luz viria a ser o proximo
passo no desenvolvimento tecnoldgico na terapia com luz (KARU, 2003).

LED é a sigla, em inglés, para Light Emitting Diode, que em portugués
significa diodo emissor de luz. Este tipo de emisséo é diferente dos Lasers, que
produzem emissdo estimulada e amplificada de radiagdo (WHELAN, et al.,
2003). Inicialmente, se atribuia os efeitos do laser a coeréncia, mas foi
mostrado que fontes ndo coerentes como os LEDs também alcancavam
resultados semelhantes (KARU et al., 2008).

O wuso da fototerapia LED cresceu apOs resultados positivos
demonstrados pela fototerapia laser na melhora do reparo 6ésseo em Vvarios
modelos como defeitos Osseos criticos em fémur de ratos (2mm), fraturas
provocadas e associacdo com implantes de biomateriais (PINHEIRO et al.,

2012a,b, 2013), porém ainda ha poucos relatos sobre o uso da fototerapia LED
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neste processo, principalmente quando da sua associacdo aos biomateriais.
Experimentos ao nivel celular evidenciaram que tanto a luz coerente como a
nao coerente, Nos mesmos comprimentos de onda, intensidade e tempo de
irradiacdo, promovem efeitos bioldégicos semelhantes (KARU et al., 1982,
1983). O sucesso do uso do LED em varias areas confirma essa afirmacao
(BAROLET, 2008; BAROLET et al., 2009; KARU et al., 2008; LOPES et al.,
2010; PINHEIRO et al., 2012a,b; TORRES et al., 2008).

O aumento na deposicdo de colageno apoés a irradiacdo com LED foi
documentado em culturas de fibroblastos (HUANG et al., 2007; WHELAN et al.,
2001), e em modelos humanos onde foi observado também a diminuicdo da
colagenase (BAROLET et al., 2009) na cicatrizacdo tecidual em modelos de
gueimadura de terceiro grau cicatrizantes modelos (MEIRELES et al., 2008), e
em lesdes bolhosas humanas (BAROLET et al., 2005). Ha evidéncias de que a
luz produzida por LEDs, nos mesmos comprimentos de ondas bioestimulatorios
de estudos anteriores com o laser tem efeitos bioquimicos similares (WHELAN
et al., 2002; SOUSA et al., 2009).

Estudos recentes mostram que a fototerapia LED acelerou o processo
de reparo, com presenca de osso neoformado maduro com a presenca de
trabeculado 0sseo e intensa deposicédo colagénica. Essas caracteristicas séo
observadas em diversos estudos onde foi utilizada fototerapia laser com
parametros semelhantes e métodos de avaliacdo que incluiram a analise
histol6gica por microscopia de luz e espectroscopia Raman (GERBI et al.,
2008; PINHEIRO et al., 2009; 2010, 2011, 2012a,b, 2013). Parece provavel

que os efeitos benéficos do LED s&o similares aqueles do laser. E possivel que



26

0 mecanismo envolvido seja similar, com a absorcéo da luz pelo citocromo-C-
oxidase presente na membrana mitocondrial (AL-WATBAN; ANDRES, 2006;
WEISS, 2005). Apesar do crescimento das aplicagcbes bem sucedidas da
fototerapia LED em diversas areas, seu uso no reparo 6sseo e associado a
enxerto de biomateriais precisa ser mais estudado (PINHEIRO et al., 2012a,b,

2013).

2.5- Biomateriais x Fototerapias

O uso de biomateriais para melhorar a capacidade do organismo
promover o reparo 0sseo € bem fundamentado na literatura. O mesmo pode
ser dito sobre a utilizacdo das fototerapias, que possuem resultados positivos
como terapia Unica ou associada a outras técnicas.

Weber e colaboradores (2006) estudaram os efeitos histolégicos da
Laserterapia de baixa intensidade associada a enxertos autdgenos de 0sso
sobre a regeneracdo de defeitos 0Osseos. Sessenta ratos Wistar foram
utilizados em quatro grupos: G1, como grupo controle, G2, com aplicacdo de
laser diretamente sobre a loja cirtrgica, G3, fototerapia laser sobre o enxerto,
G4, com fototerapia laser sobre o enxerto e a loja cirdrgica. O protocolo
utilizado para fototerapia laser (A830nm, ® = 0.5 cm?, 50 mW, 10 J/cm?) foi de
10 J/cmz2 divididos em quatro pontos, aplicado em dias alternados por 15 dias.
Os animais foram mortos com 15, 21, e 30 dias ap06s as cirurgias. Nos grupos

em que a fototerapia foi utilizada nos leitos cirargicos (G2/G4) durante o



27

transoperatério, a remodelacdo Ossea foi quantitativa e qualitativamente mais
evidente quando comparadas com os G1 e G3.

Pinheiro e colaboradores (2007), realizaram um estudo para avaliar o
efeito de fotobiomodulacdo do laser infravermelho sobre a incorporacédo de
hidroxiapatita (HA; ~960 cm™) e a qualidade do tecido 6sseo neoformado ao
redor de implantes dentarios, através de espectroscopia Raman e Microscopia
Eletronica de Varredura, respectivamente. Foram utilizados 14 coelhos que
receberam implantes de titanio na tibia; oito deles foram irradiados com Laser
de A830nm (sete sessfes a cada 48 horas de intervalo, 21,5 J/cm2 por ponto,
10 mW, ® = 0.0028 cm?, 86 J por sess&o) e seis serviram como grupo controle.
Os animais foram sacrificados com 15, 30 e 45 dias apés as cirurgias. Os
espécimes foram preparados adequadamente para a espectroscopia Raman e
a microscopia eletrbnica de varredura e as devidas leituras do osso ao redor
dos implantes foram realizadas. Os resultados mostraram aumento significante
na concentracdo de hidroxiapatita entre os espécimes do grupo irradiado e do
grupo controle nos 30 e 45 dias ap0s as cirurgias.

Gerbi e colaboradores (2008), realizaram um estudo para avaliar
histologicamente o efeito da fotobiomodulacdo laser no reparo ésseo de
defeitos criados em fémur de ratos Wistar albinus tratados ou ndo com
proteinas 0sseas morfogenéticas (BMPs) e membranas bovinas orgéanicas. A
fototerapia laser (A830 nm, 40 mW, ® = 0,6mm) totalizou 16J/cm? por sess&o.
Os periodos experimentais foram 15, 21 e 30 dias. Os pesquisadores
obtiveram resultados, referentes aos grupos irradiados em relacdo aos nédo

irradiados, que evidenciaram, histologicamente, um incremento na deposi¢cao
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de fibras colagenas (15 e 21 dias), bem como uma quantidade aumentada de
0sso trabeculado bem organizado no final do periodo experimental de 30 dias.
Concluiu-se que o uso de BMPs e membranas bovinas possuem um efeito
sinérgico aos efeitos fotobiomoduladores do laser no processo de reparo
0Sseo0.

Em um estudo anterior utilizando um biomaterial diferente, Lopes e
colaboradores em 2010, avaliaram a intensidade da HA fosfatada (~958 cm™)
em animais tratados com fraturas completas tratados com fixacao interna rigida
(FIR) associados ou ndo com fototerapia laser e associada ou ndo a BMPs e
regeneracdo Ossea guiada (ROG). Para avaliacdo dos dados, foi utilizada
analise por espectroscopia Raman, os autores concluiram que a utilizacdo de
fototerapia laser associada a BMPs e ROG foi eficaz na melhora da reparacéo
0ssea em 0ssos fraturados devido ao aumento dos niveis de HA observados.

Pinheiro et al. 2012, afirmaram que o uso da fototerapia LED associada
ao MTA, BMPs e regeneracdo 0ssea guiada foi eficaz na melhoria do reparo
0sseo, quando utilizados os parametros LED (A850 + 10 nm, 150 mW, & = 0,5
cm?, densidade de energia de 16 J/cm?, dose total do tratamento de 112 J/cm?)
com aplicagfes repetidas a cada 48 horas. Os resultados foram obtidos através
de espectroscopia Raman, onde foram avaliados os picos referentes ao
contetido inorganico (~958 cm™) e ao contelido organico (~1447 cm™). Os
autores afirmaram, ainda, que o0 avan¢o na maturacdo 0ssea Visto nos grupos
irradiados, esta ligado ao aumento na deposicao de colageno. Esse fato esta
associado a habilidade dos osteoblastos irradiados em secretarem mais HAC.

Recentemente, Pinheiro e colaboradores (2013) avaliaram, através de
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espectroscopia Raman, o reparo de fraturas cirurgicamente confeccionadas,
tratadas com FIR, associadas ou ndo com fototerapia laser (\780nm, 50mW,
16J/cm?, @= 0,05 cm? emissdo continua); associados ou ndo a enxerto de
fosfoceramica Bifasica e B-trifosfato de calcio e ROG. A espectroscopia Raman
mostrou diferencas significativas entre os grupos (p <0,001). Grupo FIR +
enxerto + fototerapia laser mostrou valores mais elevados e o grupo de FIR +
biomaterial, a menor. Em conclusdo, os resultados da investigacdo foram
clinicamente importantes, pois a analise espectral do componente 6sseo (~958
cm™) evidenciou aumento dos niveis de HA em locais fraturados usando a

associacao da luz de laser a um enxerto de ceramica.

2.6 - Espectroscopia Raman

A qualidade da cicatrizacdo do reparo 6sseo pode ser avaliada através
de diferentes formas, ou seja, além dos exames e técnicas tradicionais como a
histopatologia, morfometria, microscopia eletrbnica de varredura, Raio-X e
tomografia. Atualmente, também pode ser utilizada a ER-IVP na avaliacédo
tecidual.

A Espectroscopia Raman foi demonstrada experimentalmente criada por
Chandrasekhara Venkata Raman, na india em 1928, através da observacéo do
efeito Raman, recebendo o prémio Nobel de Fisica em 1930. O efeito Raman é
um processo fundamental de troca de energia entre a luz e a matéria. Essa
técnica espectroscopica, de natureza vibracional e vem sendo intensamente

estudada na ultima década. O espectro Raman traz informagfes das vibracdes
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entre as ligacdes quimicas dos diversos grupos moleculares. Como as bandas
de vibracdo molecular sdo Unicas e especificas, estreitas e sensiveis a
variacdo da estrutura molecular, diferencas que dependem do grupo molecular
analisado podem ser facilmente identificadas, funcionando como impresséo
digital da molécula, fornecendo informacdo bioquimica especifica, nao
encontrada em outras técnicas Opticas (HANLON et al., 2000; SILVEIRA
JUNIOR, 2001).

Pode-se utilizar um aparato que forneca radiacdo monocromatica para a
excitacdo do material (como o raio laser, por exemplo) um espectrégrafo que
faca a dispersdo da luz e um detector que converta este sinal luminoso em
elétrico, e estudar os movimentos vibracionais das moléculas dos diferentes
materiais, permitindo a sua identificacdo. Portanto, através desta técnica, €
possivel determinar as substancias presentes tanto no tecido biolégico normal,

como em processos patoldgicos (SILVEIRA JUNIOR et al., 2002).

2.6.1 Aplicagcdes Biomédicas

A espectroscopia Raman vem sendo usada como método de
identificacdo de alteracbes bioquimicas em diversas doencas humanas,
oferecendo possibilidades de diagnostico clinico e acéo terapéutica. Como a
radiacdo luminosa pode ser enviada e coletada por meio de fibras Opticas,
atraves da utilizacdo de cabos especialmente projetados para serem inseridos
em dispositivos clinicos, tais como laparoscépios, endoscépios, cateteres e

agulhas, o espectro Raman pode ser usado para a caracterizagcdo remota das



31

amostras, e também para o estudo in vivo em tempo real dos tecidos biol6gicos
(SILVEIRA JR et al., 2002; GIANA et al, 2003; NUNES et al, 2003;
NOGUEIRA et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2006; OTERO et al., 2004; PAULA
JR et al., 2009; ROCHA, et al. 2007a,b, 2008).

Morris e colaboradores (2002), estudou a mineralizacdo normal e
patologica in vivo e in vitro, através da espectroscopia Raman. Relatou que
através desta técnica pode-se observar 0s componentes organicos e
inorganicos do tecido 6sseo e a sua relacdo com o estagio de mineralizacao
ossea.

Além de avaliar a neoformacdo Ossea, a espectroscopia Raman
possibilita o estudo de outras caracteristicas do 0sso, como sua resisténcia e
propriedades mecanicas, através dos picos Raman, referentes aos diversos
constituintes da matriz organica e contetdo inorganico do 0sso. Sua resisténcia
ndo depende apenas da quantidade de mineralizacdo, mas também do grau de
cristalinidade, da distribuicdo 6tima dos diferentes tamanhos e formas dos
cristais (MORRIS; MANDAIR, 2011). O pico Raman mais utilizado
experimentalmente para verificar a cristalinidade mineral é a banda primaria do
fosfato em torno de ~960 cm™ (AKKUS et al., 2004; AWONUSI et al., 2007;
MORRIS; MANDAIR, 2011).

Os ions fosfato e carbonato possuem um efeito importante sobre a
formacdo e maturacdo do 0sso, uma vez que a sua concentracao relativa
indica a evolugéo estequiomeétrica da baixa cristalinidade da HA. Esta evolucao
prossegue pela transformacédo da fase inicial, pobre em HA, em uma fase

estavel e mais cristalina. O teor relativo de carbonato contra o teor de fosfato é
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geralmente aceito como um regulador da homeostase mineral e do
metabolismo 6sseo (KOURKOUMELIS; TZAPHLIDOU, 2010).

Na avaliacdo da qualidade Ossea, dois parametros distintos devem ser
analisados, a maturidade mineral e o indice de cristalinidade. Considerando
que esses dois parametros, muitas vezes evoluem concomitantemente, é
comum a maturidade mineral/cristalinidade sejam considerados apenas um
parametro. Por definicdo, eles ndo sdo equivalentes e correspondem a duas
entidades diferentes. A maturidade estd relacionada a transformacédo
progressiva da superficie imatura em uma estrutura de apatita madura e mais
estavel e, indice de cristalinidade mineral que esta relacionado ao tamanho e
aos tipos de hidroxiapatita. Parece essencial separar a maturidade mineral e o
indice de cristalinidade, porque eles ndo representam as mesmas
caracteristicas minerais (FARLAY et al., 2010).

Substituigdes ibnicas que ocorrem dentro dos cristais de apatita, podem
influenciar a vibracdo das moléculas, resultando no alargamento das bandas
relativas a estes cristais (FARLAY et al., 2010). O pico Raman ~960 cm™
refere-se & hidroxiapatita fosfatada, enquanto o pico ~1070 cm™ refere-se a
substituicdo do fosfato pelo carbonato na molécula da hidroxiapatita. A
espectroscopia Raman é sensivel a esta mudanca, permitindo sua distincao,
ao analisar bandas espectrais especificas da hidroxiapatita, e assim pode ser
utilizada para determinar a cristalinidade 0ssea.

A potencialidade da técnica Raman esta fortemente relacionada a
correta andlise e interpretacdo da informacdo espectral. A posicéo, largura,

intensidade relativa das bandas Raman podem ser utilizadas em um modelo de
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diagnoéstico, classificando as alteracbes em diferentes categorias
histopatolégicas de acordo com as diferencas espectrais observadas. Porém,
para a melhor exploracdo das informacdes presentes no espectro, a analise
deve levar em conta todo o espectro, e ndo apenas bandas proeminentes.
Diferencas relativas muito pequenas entre bandas e sobreposicbes podem
passar despercebidas, porém com uma andlise criteriosa de todo o espectro
pode-se obter resultados interessantes.

Atualmente, as formas de analise do conteldo espectral estédo
separadas em trés classes: andlise estatistica, analise quimica e analise
morfolégica. Na andlise estatistica, a informacdo espectral mais relevante de
um conjunto de dados é obtida matematicamente, utilizando principalmente as
intensidades dos picos Raman ou a Analise dos Componentes Principais (PCA
- Principal Components Analysis).

Por fim, o uso desta técnica fornece diversos tipos de informacdes
extraidas a partir do espectro Raman, em tempo real, de maneira nao invasiva,
sem a necessidade de preparacdo de amostra, sendo possivel a realizacao até
mesmo in vivo, ndo sendo necessaria remoc¢ao do tecido (SILVEIRA JUNIOR
et al., 2002; GIANA et al., 2003; NUNES et al., 2003; NOGUEIRA et al., 2005;
OLIVEIRA et al., 2006; OTERO et al., 2004; PAULA JR et al., 2009; ROCHA, et

al. 2007a,b, 2008).
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3. PROPOSICAO

3.1. Objetivo Geral

Avaliar a influéncia da fotobiomodulagao laser (A780 nm) ou LED (A850
+ 10 nm) no processo de reparo 0sseo de defeitos cirlrgicos confeccionados
em fémur de ratos, submetidos ou ndo, a implante de fosfoceramica Bifasica de

hidroxiapatita e B-Fosfato tricalcico.

3.2. Objetivos Especificos

- Descrever e comparar, histologicamente através de microscopia de luz,
0 processo de reparo 6sseo de defeitos cirtrgicos confeccionados no fémur de
ratos Wistar submetidos ou ndo a fotobiomodulacéo laser ou LED, submetidos
ou ndo a implante de fosfoceramica bifasica de hidroxiapatita e [-Fosfato
tricalcico, através da caracterizacdo dos eventos envolvidos com o reparo:
infiltrado inflamatorio, deposicao colagénica, reabsorcdo éssea e neoformacao
ossea.

- Avaliar através da espectroscopia Raman no infravermelho préximo, a
mineralizacdo 0ssea, utilizando como marcadores os picos de hidroxiapatita de
célcio fosfatada (~960 cm™), carbonatada (~1070 cm™) e o colageno (~1454
cm™) presente na matriz dssea, no processo de reparacdo éssea em defeitos
0sseos confeccionados no fémur de ratos Wistar, submetidos ou ndo a
fotobiomodulagcéo laser ou LED, e, associados ou ndo, a implante de

fosfoceramica bifasica de hidroxiapatita e B-Fosfato tricélcico.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 - Respaldo ético da pesquisa

Este experimento em animais seguiu as normas de conduta de
experimentacdo animal da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal
da Bahia (FOUFBA) e foi realizado ap6s a aprovacdo pela Comissdo de Etica
na Experimentacdo Animal (CEEA) desta Instituicdo (Anexo 01), sob o
protocolo de numero 08.2010, de acordo com a LEI N° 11.794, de 8 de outubro

de 2008.

4.2 - Delineamento

Este foi um estudo do tipo transversal, descritivo e comparativo.

4.3 - Amostra

Nesta pesquisa foram utilizados 60 ratos albinos da espécie Ratthus
norvegicus, classe Mammalia, ordem Roedentia, da linhagem Wistar, adultos
jovens, machos, com idade aproximada de dois meses, pesando entre 200 e
250 gramas cada um, obtidos do Centro de Criagdo de animais da Faculdade
de Medicina Veterinaria da UFBA. Os animais foram mantidos no Laboratorio
de Experimentagcdo Animal da FOUFBA em micro-isoladores de policarbonato
individuais, forrados com maravalha autoclavada trocada diariamente, com
temperatura de 22°C e luminosidade ambiente, acomodados em estante
ventilada (INSIGHT Equipamentos Ltda. — Monte Alegre, Ribeirdo Preto — S&o

Paulo) com injecdo direta de ar através de valvulas de aco inoxidavel que
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possuem fechamento automatico. O equipamento possui painel com comando
por teclado, tipo membrana, com sensor de pressao diferencial, indicador de
alarme luminoso da troca de filtros e problemas de pressdo e vazdo. Além
disso, possui sistemas independentes de insulflamento e exaustdo de ar, que
proporciona um baixo indice de infecc¢des, eliminacdo de odores provenientes
das excrecoes, e baixo volume de ruidos. A alimentacdo dos animais foi

realizada com a ragéo Labina® (Purina, S&o Paulo, Brasil) e 4gua ad libitum.

4.4 - Distribuicao dos grupos

Os animais foram aleatoriamente divididos em seis grupos com 10
animais e, subdivididos em grupos de cinco animais de acordo com o periodo
observacional de 15 e 30 dias. A distribuicdo dos Grupos pode ser vista na
Tabela 01.

Tabela 01 - Distribuic&o dos grupos de estudo (UFPB-UFBA, 2013).

Morte

Grupos (dias) Fototerapia Biomaterial n=animais
Coagulo 15 ou 30 - - 10
Biomaterial 15 ou 30 - X 10
LED 15 ou 30 LED - 10
LED + Biomaterial 15 ou 30 LED X 10
Laser 15 ou 30 Laser - 10
Laser + Biomaterial 15 ou 30 Laser X 10

TOTAL: 60 animais.

4.5 - Criacao do defeito 6sseo

Os procedimentos cirdrgicos foram realizados utilizando o instrumental

cirdrgico, organizado em conjuntos individuais, esterilizados em autoclave, bem
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como, equipamentos de protecao individual, observando-se todos os principios
de rotina de assepsia.

Os animais foram submetidos a anestesia geral, com injecao
intraperitoneal de Cloridrato de Quetamina 10% (Cetamin®, Syntec, Cotia, SP,
Brasil), na posologia de 0,12ml/100g e Cloridrato de Xilazina 2% (Xilazina®,
Syntec, Cotia, SP, Brasil) na posologia de 0,06ml/100g. Em seguida, foram
posicionados em decubito lateral direito para realizacdo da tricotomia da regido
coxofemoral esquerda, seguida de antissepsia do campo operatério com
clorexidina a 0,12%. Para o isolamento da regido, utilizou-se campo fenestrado
esteril.

O acesso cirargico ao fémur foi obtido por meio de uma inciséo na pele e
tecido subcutaneo, com utilizacdo de bisturi tipo Bard Parker montado com
lamina n°15, seguindo o longo eixo do 0sso, com extensdo aproximada de 2
cm. Apods incisdo da fascia muscular, a musculatura da regido foi divulsionada,
com auxilio de uma tesoura tipo Metzembaum e uma pinca de disseccao, até a
exposicao do periosteo. Em seguida, o periésteo foi incisado e posteriormente
descolado, com a utilizacdo de descolador de periésteo tipo Molt, para
exposicdo da area Ossea.

Em seguida, a fim de padronizar a area operada, todas as cavidades
O0sseas foram confeccionadas no terco superior, da face lateral do fémur
esquerdo. A perfuracéo foi realizada através da utilizacéo de broca tipo trefina
(SIN — Sistema de Implantes, Sao Paulo, SP, Brasil) com 2 mm de diametro,
montada em contra-angulo com reducdo de 16:1, resisténcia maxima de 35N

(NSK, Nakanishi Inc. — Tochigi, Japdo) em angulo reto com a cortical 6ssea. O
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diametro foi obtido em virtude do diametro da prépria broca e apos o
rompimento da cortical e acesso a regido medular do osso. Uma sondagem foi
realizada por meio de uma sonda milimetrada de Williams) para constatar a
profundidade de 3 mm da cavidade. Todas as perfuracdes ocorreram sob-
refrigeracdo constante com solucéo fisiologica estéril de cloreto de Sédio a
0,9%, com auxilio de um motor cirdrgico para implantes, com reducdo de
velocidade de 1/16 (NSK, Nakanishi Inc. — Tochigi, Japao) (Fig. 01).

Apds a confeccdo do defeito Osseo, o0s animais dos grupos
experimentais, que utilizariam biomaterial, receberam o implante da
fosfoceramica bifasica (GenPhos®, BAUMER, Mogi Mirim, SP, Brasil) composta
de 70% de hidroxiapatita e 30% de B-fosfato tricalcico, tendo de 1 a 60% de
porosidade com propriedade osteocondutora (Fig. 02). Para isso, o material foi
depositado em pote de vidro tipo Dappen, devidamente esterilizado, e
embebido em soro fisiologico a 0,9% para facilitar a manipulagéo/aglutinacao.
A insercdo do material foi realizada com o auxilio de espatula metalica n°07.

O procedimento de sutura, em todos os animais, foi realizado por
planos, utilizando-se fio reabsorvivel catgut simples, 2.0, agulhado, com 75 cm
de comprimento, montado em agulha atraumatica 3/8, circular/cilindrica com 3
cm (Catgut®, Technofio, Goiania, GO, Brasil) nos planos internos (muscular e
fascial). Para a sutura da pele, utilizou-se fio seda preto, trangado 3.0, com 45
cm de comprimento, montado em agulha de 1,7 cm, 3/8 circular/triangular

(Seda®, Technofio, Goiania, GO, Brasil), em pontos interrompidos.
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Apés o procedimento cirargico, os animais foram acondicionados nos
micro-isoladores individuais, devidamente identificados, e mantidos em
observacao constante e diaria por todo o periodo de estudo.

No pés-operatorio, foi ministrada medicacdo analgésica Buprenorfina
(Bupag® Multidose 0,3 mg/ml, dose=0,01-0,05 mg/kg, pela via sub-cutanea),
dose uUnica em todos os animais. Nao foi ministrada medicacdo anti-
inflamatoria ou antibidtica, no pré ou pés-operatorio, a fim de que o processo

de cicatrizacdo seguisse 0 seu curso natural.
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]

Figura 01 — Defeito 6sseo confeccionado, preenchido pelo coagulo sanguineo (SOARES,
2013).

Figura 02 — Defeito Osseo preenchido com implante de fosfoceramica bifasica
(GenPhos®) (SOARES, 2013).
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4.6 - Protocolo de fototerapia

Para contencdo dos animais foi desenvolvido um dispositivo baseado
em garrafas tipo PET, que foram devidamente higienizadas com Clorexidina
0,2% e, em seguida, removido seu fundo. Os animais foram entdo
posicionados no interior da garrafa de maneira que a parte posterior ficou fora
do dispositivo, possibilitando acesso ao fémur dos animais (GERBI, 2004).

Os grupos que nado receberam fototerapia foram manipulados de forma
semelhante aos que a receberam, para que fosse submetido ao mesmo stress
e consequentemente, possuirem as mesmas interferéncias no periodo de
cicatrizacao.

Neste trabalho utilizou-se o SAEF (spatial average energy fluence) de
20,4 J/cm? no intuito de equalizar a densidade de energia das fototerapias laser
e LED sobre a area de tecido irradiado, em observancia as diferencas no modo

de aplicacdo das duas fototerapias, pelo tamanho dos spots (SOUSA, 2009).

4.6.1 - Laser

Os animais dos grupos experimentais receberam irradiacdo com laser
de Arseneto de Galio e Aluminio (Twinflex Evolution®, MMOptics, S&o Carlos,
SP, Brasil) (Fig. 03) seguindo o protocolo (A780 nm, P = 70 mW, emisséo
continua, ® = 0,04 cm? 20,4 J/cm? por sessdo, t= 299 s, 1428 J/cm? por
tratamento). O protocolo foi iniciado imediatamente apés o procedimento
cirargico, sendo aplicado com a ponteira do equipamento posicionada em

contato com a pele do animal e perpendicular ao osso fémur, dividido em
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quatro pontos (NSLO — 5,1 J/cm? cada ponto) ao redor do defeito 6sseo. As
sessOes foram repetidas a cada 48 horas durante 15 dias, totalizando 8

aplicacoes (ACIOLE, 2010; GERBI, 2004).

4.6.2-LED

Os animais dos grupos experimentais que previam fototerapia LED,
receberam o tratamento com LED (FisioLED®, MMOptics, S&o Carlos, SP,
Brasil) (Fig. 04) seguindo o protocolo (A850 + 10 nm, 150 mW, emissao
continua, ®= 0,5 cm? 20,4 J/cm? por sessdo, t = 128 s, 142,8 J/cm? por
tratamento) O protocolo foi iniciado imediatamente apds o procedimento
cirtrgico, sendo aplicado com a ponteira do equipamento posicionada em
contato com a pele do animal e perpendicular ao osso fémur, em apenas um
ponto sobre o defeito 6sseo devido ao tamanho da ponteira. As sessdes foram
repetidas a cada 48 horas durante 15 dias, totalizando 8 aplicagbes (ACIOLE,

2010; GERBI, 2004).
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Figura 03 — Aparelho utilizado no experimento para realizagdo da fototerapia laser
(Twinflex Evolution®, MMOptics, S&o Carlos, SP, Brasil).

Figura 04 — Aparelho utilizado no experimento para realizacdo da fototerapia LED
(FisioLED®, MMOptics, S&o Carlos, SP, Brasil).
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4.7 - Obtencao da amostra tecidual

Para a obtencdo das amostras teciduais, os animais foram mortos de
acordo com os periodos experimentais de 15 ou 30 dias ap0s as cirurgias. Os
indicativos de morte sdo a auséncia de movimentos respiratérios, batimentos
cardiacos e perda dos reflexos. Para a morte dos animais utilizou-se camara
de gas dioxido de carbono (EB 248, Insight Equipamentos, Ribeirdo Preto, SP,
Brasil), recomendada para esse fim pela legislacao vigente, que dispde de uma
camara dimensionada e ambiente condizente para evitar a inalagdo por
pessoas. Este gas tem rapida acdo letal por provocar depressdao do sistema
nervoso central, mas ainda assim, apdés deteccdo de parada respiratoria,
recomenda-se manter os animais na camara por mais 10 minutos, para

confirmacédo de sua morte.

Apls a constatacdo da morte do animal, foi realizada uma incisdo
longitudinal, acompanhando a cicatriz cutanea existente ao longo do fémur
operado. ApGs exposicdo 6ssea e localizacdo da ferida cirargica, a peca foi
removida, recortando o 0sso a aproximadamente 5 mm de cada lado da ferida,
com auxilio de motor cirargico de baixa rotacdo com irrigacdo externa profusa,
com disco diamantado montado em peca reta. A peca foi dividida
longitudinalmente com auxilio de motor de baixa rotacdo com resfriamento
continuo e disco de carborundum.

Parte dos espécimes foi armazenada em nitrogénio liquido (-196°C),
para analise através da Espectroscopia Raman no infravermelho préximo (ER-
IVP). Para a analise de todos os espécimes através da espectroscopia Raman

€ necessario o alinhamento unico do sistema, para diminuir erros de calibracao



45

no sistema oOptico e minimizar o crescimento de bactérias aerdbias. A fixacéo
quimica ndo € aconselhavel para este sistema devido a emissdo de
fluorescéncia das substancias fixadoras (TIMLIN et al., 1999).

A outra metade das pecas foi colocada em frascos previamente
preparados e etiquetados, contendo solucdo de paraformaldeido tamponado
4%, sendo fixados por trés dias (ACIOLE, 2010; PINHEIRO et al., 2013) e em
seguida encaminhados ao Laboratério de Patologia Oral do Departamento de
Propedéutica e Clinica Integrada da Faculdade de Odontologia da
Universidade Federal da Bahia (FOUFBA), onde foram processados. Cortes

de 1/5

4.8 — Avaliacao pela Espectroscopia Raman

Foi utilizado o sistema de Espectroscopia Raman Dispersivo no
Laboratério de Espectroscopia Raman do Centro de Biofotbnica da FOUFBA.

O espectrobmetro Raman dispersivo, que utiliza um espectrofotbmetro
Andor Shamrock SR-303i® (ANDOR Technology, Belfast, Irlanda do Norte.
Também utiliza um laser de diodo estabilizado, sintonizado em A785 nm
(infravermelho préximo) (B&WTEK, Newark, NJ, USA) para excitacdo da
amostra, obtendo-se na saida da fibra optica uma poténcia total de 300 mW. A
excitacdo da amostra e coleta dos espectros Raman foi realizada por um
sistema de cabos de fibra 6ptica denominado “Raman Probe” (modelo BRM-
785-0.30-100-0.22.s BWTEK®, Newark, NJ, EUA). O “Raman probe” possui
uma fibra de excitacdo de 1005 um, e uma fibra de coleta do sinal Raman de

200 um. A fibra de coleta é acoplada a um espectrometro dispersivo SR-303i,
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composto por um espectrografo de imagem e uma camera CCD iDUS (ANDOR
Technology, Belfast, Irlanda do Norte) ‘back thinned, deep depletion” 1024x128
pixels, refrigerada por Peltier, que dispersam e capturam a luz Raman
espalhada. O software SOLIS® (Andor- Newark, NJ, EUA) controla a cAmera
CCD e espectrografo nas fungbes de tempo de leitura, numero de
acumulacdes e calibragédo espectral e do deslocamento Raman, fornecendo
uma resolucéo espectral de 4 cm™. A poténcia do laser na extremidade de

excitagao do “probe” é de 300 mW.

4.8.1 Calibracédo do equipamento e filtragem dos espectros Raman

A calibrac&o da resposta espectral corrige a dependéncia da intensidade
da Optica de coleta do espectrometro Raman (lentes/espectrografo/CCD) com
relacdo ao comprimento de onda da radiacdo. Utilizou-se uma lampada de
tungsténio, padrdo de irradiancia espectral de 50 W (Oriel Instruments, CT,
USA, modelo 63358), rastreada pelo NIST (“National Institute of Standards and
Technology”), para a obtencéo da curva de corre¢cao da resposta espectral RE
(1) do sistema em fun¢do do comprimento de onda (SILVEIRA JR et al. 2000;

ROCHA et al., 2007a,b; ROCHA et al., 2008).

4.8.2 Obtencgéo e processamento dos Espectros Raman

O sistema Raman, controlado por um microcomputador executando o

programa Windows® (Microsoft, Redmond, WA, EUA), onde foi realizado o

armazenamento e pré-processamento dos dados espectrais.
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O tempo de aquisicdo espectral para cada ponto de recolhimento foi de
20 segundos. Para maior confiabilidade dos resultados, cinco pontos foram
medidos na superficie da area cortical do defeito em cada uma das 60
amostras, o que resultou num total de 300 espectros. A escolha da area
cortical do defeito, para obtencdo dos espectros, baseou-se em estudos
anteriores que utilizaram o mesmo protocolo (CARVALHO et al. 2011;
PINHEIRO et al. 2010, 2012a,b, 2013). Todos os espectros foram adquiridos
no mesmo dia e, sob condicbes ambientais, para evitar desalinhamentos
opticos e alteracfes na poténcia do laser.

As bandas Raman selecionadas para avaliacdo foram em ~960 e ~1070
cm™ sdo atribuidas & HA fosfatada e HA carbonatada, respectivamente. A
banda ~1454 cm™ é atribuida ao componente de colageno da matriz 6ssea
(MORRIS; MANDAIR, 2011; TIMLIN; CARDEN; MORRIS, 1999; PENEL et al.,
1998).

O processamento dos espectros Raman envolveu na primeira etapa a
remocado da emissao de fluorescéncia de fundo (componente espectral de
baixa frequéncia) e a filtragem do ruido eletrébnico e ruido de foton
(componente de alta frequéncia). Os programas utilizados para o manejo dos
espectros foram o Matlab® (The Mathworks, MA, USA, versédo 4.2) e o Excel®
(Microsoft Corporation, WA, USA), ambos lendo arquivos do tipo ASCII
formatados com separacao de colunas por tabulagdo. A emissao fluorescente,
sem importancia em termos de caracteristicas espectrais para o Raman, foi
removida por meio de um filtro passa-altas com a ajuda do software Matlab®

(SILVEIRA JR et al., 2002; ROCHA et al., 2007a,b, 2008).
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4.9 — Avaliacao histoldgica por espectroscopia de luz

ApGs o periodo de fixagdo (72 horas), as amostras foram descalcificadas
em solucdo de &cido férmico 5% por um periodo de 48 horas e, em seguida
submetidas ao processamento pela técnica histologica de rotina e incluidas em
parafina. Os cortes foram realizados em micrétomo com espessura de 5 um,
semi-seriados de 1/5, corados por hematoxilina-eosina (HE), Picrosirius para
colageno, e examinados em microscopia de luz.

Os espécimes processados foram avaliados através de analise
descritiva comparativa, no Laboratério de Patologia Oral do Departamento de
Propedéutica e Clinica Integrada da FOUFBA, utilizando os critérios descritos

na Tabela 02.

Tabela 02 — Critérios semi-quantitativos utilizados para andlise através de microscopia
de luz (UFPB-UFBA, 2013).

Critérios Discreto Moderado Intenso
Reabsorcdo Presenca <25% de 25-50% de reabsorcao >75% de reabsor¢éo
Ossea reabsorcdo de 0sso de osso remanescente  de 0SSO remanescente
remanescente e/ou leito e/ou leito cirdrgico e/ou leito cirdrgico
cirdrgico
Neoformacao <25% de neoformagcdo  25-50% de formacdo de >50% de formacéo de
Ossea de osso similar ao 0SS0 similar ao 0SS0 similar ao
adjacente nao tratado adjacente nao tratado adjacente ndo tratado
Infiltrado <25% de céls. 25-50% de céls. >50% de céls.
Inflamatério mononucleares mononucleares mononucleares
Deposicao <25% de deposicéo 25-50% de deposicdo >50% de deposicao

Colagénica

colagénica

colagénica

colagénica
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4.10 Andlise estatistica

Foram obtidas as intensidades dos picos Raman em cm™. Os dados
foram inicialmente analisados para verificar sua distribuicdo, tendo sido
constatada sua normalidade. Por isso, foram escolhidos os testes estatisticos

paramétricos ANOVA e teste-T de Student (pareado e nao pareado).
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5. RESULTADOS

5.1 — Andlise histologica

Os resultados foram obtidos através da microscopia de luz, para os

grupos controle e experimentais como descrito anteriormente.

5.1.1 Grupo Coéagulo

Aos 15 dias, os espécimes desse grupo mostraram a ferida cirdrgica
parcialmente preenchida por osso neoformado caracterizado por trabéculas
Osseas delgadas e interconectantes ou ndo, com ostedcitos no interior,
osteoblastos na superficie e linhas basofilicas irregulares. De permeio, havia
uma inflamacdo crénica moderada e diferenciacdo cartilaginosa. Ao final do
periodo experimental, os espécimes desse grupo mostraram a ferida cirargica
completamente preenchida por osso neoformado, mas diferentemente do
periodo anterior, as trabéculas 6sseas eram espessas e com linhas basoéfilas
paralelas entre si (Fig. 05). Ostedcitos no interior eram frequentes e também,
por vezes, osteoblastos em superficie. A inflamacdo era crénica e variou de
moderada a intensa em ambos 0s periodos experimentais, o colageno era

intenso e maduro (Fig. 06).
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Figura 05 - Fotomicrografia mostrando ferida completamente preenchida por osso
neoformado espesso, maduro apresentando ostedcitos no interior e linhas basofilicas

paralelas entre si (30 dias — HE) (SOARES, 2013).

Figura 06 — Fotomicrografia mostrando osso neoformado apresentando colageno
maduro em toda sua extensdo. (30 dias — Picrosirius) (SOARES, 2013).
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5.1.2 Grupo Biomaterial

Aos 15 dias, os espécimes desse grupo apresentaram ferida cirdrgica
completamente preenchida por osso neoformado caracterizado por trabéculas
Osseas de formato variado, por vezes mostrando ostedcitos irregulares no seu
interior e osteoblastos na superficie. Frequentemente, estas trabéculas
circundavam ou aprisionavam um material anfofilico, em pequenas ou grandes
quantidades, o qual foi interpretado como sendo remanescente do biomaterial
(Fig. 07). Na éarea correspondente ao biomaterial, poucos osteoblastos em
superficie eram vistos, sendo também observada a presenca de reacdo
gigantocelular tipo corpo estranho em torno do remanescente. Discreta ou
moderada inflamacao mista permeava todo o espécime. O coldgeno maduro foi
observado no tecido 6sseo neoformado, mas ausente no remanescente do
biomaterial. Ao final do periodo experimental, a maioria dos espécimes desse
grupo, de maneira similar ao periodo anterior, mostrou ferida -cirdrgica
completamente reparada por neoformacdo Ossea apresentando trabéculas
Osseas interconectantes, espessas, de formato variado. Também, por vezes,
sob a forma de glébulos, muitas dessas trabéculas encontravam-se
circundando material anfofilico, interpretado como sendo remanescente do
biomaterial (Fig. 08). O colageno era intenso e maduro na maioria dos

espécimes (Fig. 09).
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Figura 07 -— Fotomicrografia mostrando, no lado
direito, osso remanescente do leito cirargico, do
gual partem trabéculas Osseas delgadas e
interconectantes, com osteécitos no interior, as
quais aprisionam o biomaterial remanescente. (15
dias — HE) (SOARES, 2013).

Figura 08 — Fotomicrografia mostrando osso
neoformado caracterizado por trabéculas
Osseas, predominantemente espessas, com
ostedcitos no interior e linhas basofilicas
paralelas entre si. Note o remanescente do
biomaterial ora aprisionado ora envolvido pelo
o0sso neoformado, além de inflamacéo crbnica.
(30 dias — HE) (SOARES, 2013).

Figura 09 - Fotomicrografia mostrando, no lado
direito, osso do leito cirdrgico, do qual partem
trabéculas 6sseas neoformadas com coladgeno
semelhante ao do leito cirlrgico, mas pouco

distribuido no biomaterial (30 dias - HE)

(SOARES. 2013).
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5.1.3 Grupo LED

No 15° dia, os espécimes desse grupo mostraram a ferida cirdrgica
parcialmente preenchida por osso neoformado caracterizado por trabéculas
Osseas delgadas e interconectantes, com ostedcitos no interior, preenchidas
por medula 6ssea vermelha (Fig. 10). Nao havia sinais de reabsorcdo, mas
inflamac&o discreta e moderada foi observada. O colageno estava presente de
forma intensa e maduro por entre o osso neoformado. Aos 30 dias, os
espécimes desse grupo mostraram a ferida cirargica ora completa ora
parcialmente completa, onde foi observado osso neorformado, caracterizado
por trabéculas Osseas interconectantes ndo tdo espessas, mostrando
ostedcitos no interior e linhas basofilicas ndo paralelas entre si. Por vezes,
foram vistas trabéculas com osteoblastos na superficie (Fig. 11). Nao foram
observadas areas de reabsorcdo 0ssea. Diferenciacdo condroblastica também
foi evidente bem como uma inflamacgé&o cronica que variou de discreta a
moderada. O colageno presente nas trabéculas Osseas apresentou-se de

forma intensa e madura (Fig. 12).



Figura 10 - Fotomicrografia mostrando osso
neorformado em pouca quantidade,
caracterizado por trabéculas ésseas delgadas
com ostedcitos e linhas basofilicas no interior.
(15 dias — HE) (SOARES, 2013).

Figura 11 - Fotomicrografia mostrando osso

neorformado em pouca quantidade,
caracterizado por trabéculas ésseas delgadas
com ostedcitos, linhas basofilicas no interior,
além de osteoblastos em superficie (30 dias —
HE) (SOARES, 2013).
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Figura 12 - Fotomicrografia mostrando osso
neoformado apresentando coldgeno maduro
em toda a sua extensédo (30 dias — Picrosirius)
(SOARES, 2013).
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5.1.4 Grupo LED + Biomaterial

Nos primeiros 15 dias, 0os espécimes desse grupo mostraram feridas
cirdrgicas pouco preenchidas por osso neoformado, caracterizado por glébulos
ou trabéculas Osseas delgadas e interconectantes com linhas basofilicas
paralelas entre si e ostedcitos no interior, permeada por inflamacédo crénica
moderada (Fig. 13). Diferenciacdo condroblastica também esteve presente,
bem como raras éareas focais com material anfofilico, interpretado como
remanescente do biomaterial, e reacdo gigantocelular tipo corpo estranho. O
colageno estava presente de forma moderada e era maduro. Ao término do
periodo experimental, os espécimes desse grupo mostraram ferida cirargica
completamente reparada na qual foi observada osso neoformado com
trabéculas 6sseas de formato e espessura variavel, por vezes sob a forma de
glébulos, exibindo poucos ostedcitos e linhas basofilicas paralelas entre si.
Muitas dessas trabéculas encontram-se circundando material anfofilico
interpretado como sendo remanescentes do biomaterial. Inflamagéo cronica foi
observada e variou de discreta a moderada (Fig. 14) Reabsorcéo foi observada
em apenas um espécime. O colageno era maduro foi observado de forma

intensa em todos os espécimes (Fig. 15).
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Figura 13 - Fotomicrografia mostrando 0sso
neoformado apresentando glébulos 6sseos com
biomaterial aprisionado, em meio a inflamacao
cronica (15 dias — HE) (SOARES, 2013).

Figura 14 - Fotomicrografia mostrando osso
neoformado sob a forma de trabéculas e glébulos
gue exibem linhas basofilicas paralelas entre si,
com ostedcitos no interior. Destaca-se a
presenca de remanescente do biomaterial na
regido central, bem como remanescente de
medula éssea vermelha (30 dias HE) (SOARES,
2013).
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Figura 15 - Fotomicrografia evidenciando a
presenca de colageno maduro representando por
coloragcdo vermelho intensa, ao contrario do
remanescente do biomaterial envolvido pelo osso
neoformado (30 dias - Picrosirius) (SOARES,
2013).
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5.1.5 Grupo Laser

Aos 15 dias, os espécimes desse grupo mostraram ferida cirargica
completamente preenchida por osso neoformado composto por glébulos ou
trabéculas Osseas de espessura variavel, interconectantes ou nao, com
ostedcitos no interior e por vezes osteoblastos em superficie. Inflamacao
cronica variou de discreta a moderada e areas focais de reabsorcdo foram
também observadas (Figs. 16 e 17). O colageno era intenso e maduro por
entre 0 0sso neoformado. No trigésimo dia, 0os espécimes desse grupo
mostraram feridas completamente preenchidas por o0sso neoformado
caracterizado por um trabecular mais espesso e organizado, apresentando
ostedcitos no interior e linhas basofilicas ndo paralelas entre si (Fig. 18).

Havia intensa inflamacdo crénica. Nao foram vistos sinais de
reabsorcdo. O colageno presente no osso neoformado era maduro e intenso

(Fig. 19).
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Figura 16 - Fotomicrografia mostrando, no lado direito, osso remanescente do leito
cirargico e, a esquerda, pequeno glébulos e trabéculas de osso neoformado com
ostedcitos no interior. H& sinais de reabsorcéo e também inflamagao cronica de permeio

(15 dias — HE) (SOARES, 2013).
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Figura 17 — Fotomicrografia mostrando trabéculas 6sseas neoformadas com areas de
reabsorcéo (15 dias — HE) (SOARES, 2013).
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Figura 18 — Fotomicrografia onde se observa osso neoformado lamelar espesso, com
linhas basofilicas, apresentando ostedcitos no interior, canais vasculares e
remanescente de medula 6ssea vermelha (30 dias — HE) (SOARES, 2013).

maduro em toda a sua extens&o (30 dias — Picrosirius) (SOARES, 2013).
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5.1.6 Grupo Laser + Biomaterial

No 15° dia, os espécimes desse grupo mostraram feridas cirargicas
preenchidas completamente por osso neoformado representado por trabéculas
Osseas de espessura nao variavel, as quais, mostram aprisionamento de
material anfofilico em toda extensao, interpretado como sendo remanescente
do biomaterial (Fig. 20). Embora nédo frequentemente, osteoblastos foram
vistos na superficie bem como éareas focais de reabsorcdo 6ssea (Fig. 20).
Diferenciacdo cartilaginosa também estava presente. Por entre 0 0SSO
neoformado o coldgeno era intenso e maduro. Ao término do estudo, o0s
espécimes desse grupo mostram ferida cirirgica completamente preenchida
por trabéculas Osseas de espessura varidvel e interconectantes, com
ostedcitos no interior, apresentando também linhas basofilicas. O o0sso
neoformado frequentemente envolvia ou aprisionava material anfofilico inerte
interpretado como sendo remanescente do biomaterial (Fig. 21). Por vezes, o
0sso neoformado e o biomaterial depositado formavam uma massa sélida onde
poucos espacos medulares foram observados (Fig. 22). A inflamag&o cronica
variou de ausente a moderada. Osteblastos em superficie foram observados,
mas nao frequentemente, ndo havendo sinais de reabsorcdo. O colageno, de
um modo geral, era maduro e intenso, embora, nas areas correspondentes ao

remanescente do biomaterial nem sempre fosse encontrado (Fig. 23).
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Figura 20 — Fotomicrografia mostrando, no lado direito, osso do leito cirargico, do qual
partem trabéculas 0sseas espessas, as quais mostram com frequéncia remanescente do
biomaterial aprisionado. Ha evidéncia de sinais de reabsorcdo e remanescente de
medula 6ssea vermelha (15 dias — HE) (SOARES, 2013).

Figura 21 - Fotomicrografia mostrando, no lado direito, osso do leito cirdrgico da qual
parte osso neoformado maduro com trabéculas 6sseas espessas, com remanescentes
do biomaterial aprisionado. H4, também, remanescente de medula éssea vermelha (30
dias — HE) (UFPB-UFBA, 2013).
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Figura 22 - Fotomicrografia mostrando onde se pode notar osso neoformado com
ostedcitos no interior envolvendo remanescente do biomaterial (30 dias — HE) (SOARES,
2013).

Figura 23 — Fotomicrografia mostrando osso neoformado representado por trabéculas
O0sseas maduras e espessas contendo colageno em sua extensdo. Note, de permeio,
biomaterial, com fraca marcacao (30 dias — Picrosirius) (SOARES, 2013).
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A fim de facilitar a compreensédo dos diversos critérios utilizados para
descricdo histologica das laminas, foi realizada uma sumarizacdo dos dados
obtidos.

Aos 15 dias, a inflamacé&o variou de discreta a moderada em todos o0s
grupos, a deposicao de colageno foi intensa em todos 0s grupos, com excecao
do grupo LED + Biomaterial onde a deposicdo foi moderada. A reabsorcao
Ossea foi observada apenas nos grupos Laser e Laser + Biomaterial. Em
relacdo a neoformacdo 6ssea, o preenchimento do defeito foi completo, ou
seja, houve intensa deposicdo de 0sso novo, nos grupos Biomaterial, Laser e
Laser + Biomaterial, moderado nos grupos Coagulo e LED e, discreta, no grupo
LED + Biomaterial. Nesse periodo experimental, a presenca de remanescentes
cartilaginosos no defeito foi utilizada com o intuito de estabelecer um estagio
mais avancado de maturacdo Ossea entre 0S Qrupos que apresentaram
preenchimento completo do defeito 6sseo. Nesses grupos, 0s remanescentes
estavam presentes apenas no grupo Laser + Biomaterial, 0 que pode indicar
que esse grupo encontrava-se em estagio mais avancado do reparo. O resumo
da descricao pode ser visto na Tabela 03.

No final do periodo experimental, a inflamag&o variou de discreta a
moderada nos grupos Coagulo, Biomaterial, LED e LED + Biomaterial, no
grupo Laser + Biomaterial variou de ausente a moderada, e no grupo Laser foi
intensa. A deposicao de colageno foi intensa em todos os grupos. Em relacéo a
reabsorcéo 0ssea, foi ausente em todos 0s grupos, com excecgédo do grupo LED
+ Biomaterial, onde estava presente. A neoformacdo Ossea observada foi

intensa em todos os grupos com preenchimento completo do defeito em todos
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0S grupos, com excecao do grupo LED, onde foram observados alguns
espécimes com fechamento parcialmente completo (neoformacdo Ossea
moderada). Com o intuito de diferenciar o grau de maturacdo Ossea desses
grupos que obtiveram descricdo semelhante do processo de reparo, foi
utilizada a deposicao/organizacdo de linhas basofilicas no tecido 0sseo
neoformado, estando elas, presentes e paralelas entre si apenas no grupo
Laser + Biomaterial, 0 que pode indicar que esse grupo encontrava-se em

estagio mais avancado do processo de reparo 0sseo (Tab. 04).



Tabela 03 — Sinopse descritiva da analise histolégica, no periodo de 15 dias (SOARES, 2013).

Critérios / Inflamacé&o Colageno Reabsorcdo Ossea Neoformagao 6ssea Remanescentes
Grupos (preenchimento) cartilaginosos

Coéagulo Moderada Intenso Ausente Moderado Presente
Biomaterial Discreta/Moderada Intenso Ausente Completo (intenso) Ausentes
LED Discreta/Moderada Intenso Ausente Moderado Ausentes
LED + Biomaterial Moderada Moderado Ausente Discreto Presentes
Laser Discreta/Moderada Intenso Presente Completo (intenso) Ausentes
Laser + Biomaterial Discreta/Moderada Intenso Presente Completo (intenso) Presentes

Tabela 04 — Sinopse descritiva da analise histolégica, no periodo de 30 dias (SOARES, 2013).

Critérios / Inflamacéo Colageno Reabsorcdo Ossea Neoformagao 6ssea Linhas Basofilicas
Grupos (preenchimento)

Coéagulo Discreta/Moderada Intenso Ausente Completo (intenso) Paralelas
Biomaterial Discreta/Moderada Intenso Ausente Completo (intenso) Ausentes
LED Discreta/Moderada Intenso Ausente Moderado/Completo Irregulares
LED + Biomaterial Discreta/Moderada Intenso Presente Completo (intenso) Paralelas
Laser Intensa Intenso Ausente Completo (intenso) Irregulares
Laser + Biomaterial Ausente/Moderada Intenso Ausente Completo (intenso) Paralelas
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5.2 — Andlise dos Espectros Raman

O Espectro Raman do osso mostrou bandas vibracionais proeminentes
relacionadas a sua composicao tecidual. Inicialmente espectros de 0sso ndo
tratado e do biomaterial utilizado foram produzidos, e os picos de interesse
especificados (Fig. 24). Espectros de todas as amostras foram obtidos

conforme a metodologia descrita anteriormente (Secao 4.8)
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Figura 24 — Espectros Raman do osso cortical ndo tratado e do biomaterial utilizado

(Genphos®), onde se observam os deslocamentos Raman estudados. Em destaque, sutil
diferenca é observada com relagdo ao pico de ~960cm™ (SOARES, 2013).

A média espectral “deslocada” no eixo y de cada grupo em cada tempo

experimental (15 e 30 dias) pode ser vista nas Figuras 25 e 26.
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Figura 25 — Picos Raman de todos os grupos, aos 15 dias. Os espectros foram
“deslocados” no eixo y de acordo com o pico de ~960cm™ (SOARES, 2013).
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Figura 26 — Picos Raman de todos os grupos, aos 30 dias. Os espectros foram
“deslocados” no eixo y de acordo com o pico de ~960cm™ (SOARES, 2013).
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Os picos estudados foram divididos em dois grupos. No primeiro grupo
foram analisados os picos relacionados aos componentes inorganicos (HA
fosfatada e carbonatada), representados pelos picos de ~960 e ~1070 cm™. No
segundo grupo, foi analisado o pico referente ao contetido organico (lipideos e
proteinas) da matriz 6ssea, representado pelo pico de ~1454 cm™.

A medicdo das intensidades dos picos relacionados ao conteudo
inorganico (HA) aos 15 dias mostrou para ~960 cm™, uma maior média no
grupo Biomaterial (9392 + 4287) e a menor no grupo Laser (3345,6 = 1290,3)
(Fig. 27). Aos 30 dias a maior intensidade média foi observada no grupo Laser
+ Biomaterial (15177 + 8193) e a menor no grupo Coagulo (3949 + 1522) (Fig.
27). Para o pico ~1070 cm™, aos 15 dias, o maior valor médio foi detectado no
grupo LED (559,9 + 207,3), e 0 menor no grupo Laser (338,8 £ 124,1) (Fig. 28).
Aos 30 dias a maior intensidade média foi observada no grupo Laser +
Biomaterial (789,2 + 314,7), e a menor no grupo Coagulo (488,3 + 174,9) (Fig.

28).
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Figura 27 - Intensidades médias de todos os grupos para pico Raman ~960 cm™, nos
periodos observacionais de 15 e 30 dias (SOARES, 2013).
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Figura 28 — Intensidades médias de todos os grupos para o pico Raman de ~1070 cm™,
nos periodos observacionais 15 e 30 dias (SOARES, 2013).

Com relacao ao contetido organico presente no tecido 6sseo (~1454 cm’
!y aos 15 dias, a maior intensidade média foi vista no grupo Biomaterial (548,9
+ 268,6), e a menor no grupo Laser (330,6 + 491) (Fig. 29). Aos 30 dias, a
maior intensidade média foi observada no grupo Laser + Biomaterial (711,1 *

247,1) e a menor no grupo LED + Biomaterial (362,48 + 99,4)(Fig. 29).
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Figura 29 - Intensidades médias de todos 0s grupos para o pico Raman ~1454 cm™, nos
periodos observacionais de 15 e 30 dias (SOARES, 2013).

Um resumo dos resultados das intensidades médias estudadas e seus

desvios-padrdo podem ser vistos nas Tabelas 05 e 06.



Tabela 05 — Valores médios (+ desvio padrdo) das intensidades dos picos Raman estudados, aos 15 dias (SOARES, 2013).

Grupo Coagulo Biomaterial LED LED+Biomaterial Laser Laser+Biomaterial
Raman Shift
(cm™)
960 4196 + 1047 9392 + 4287 5066 + 1695 7539 + 2518 3345,6 + 1290.3 6429 + 1558
1070 380,1+854 431,6 +301,1 559,9 + 207,3 527,3 £ 285,9 338,8+£124,1 395,6 £ 129,3
1454 402,94 + 13,86 548,9 + 268,6 440,09 £ 55,2 384,94 £91,6 330,6 £ 491 403,6 £ 70,5

Tabela 06 — Valores médios (+ desvio padrdo) das intensidades dos picos Raman estudados, aos 30 dias (SOARES, 2013).

Grupo Coagulo Biomaterial LED LED+Biomaterial Laser Laser+Biomaterial
Raman Shift
(cm?)
960 3949 + 1522 7128 £ 2117 5270 + 1159 5084 + 2373 4977,6 £ 654,3 15177 + 8193
1070 488,3+174,9 750,2 £ 324,3 599 + 133.2 357,4£122 602,9 + 94,1 789,2 £ 314,7
1454 383,2+95,1 506,9 £ 101,4 401,46 + 65,2 362,48 + 99,4 469,8 + 102,3 711,1 £247,1
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5.2.1 Anélise estatistica

A primeira fase da andlise constou da verificagdo de possiveis
diferencas entre todos os grupos nos dois tempos experimentais (Tabs. 05 e
06). Para tal, os dados foram avaliados através de ANOVA, cujos resultados
podem ser vistos na Tabela 07. Na segunda fase foi realizada, quando
apropriado, analise comparativa entre os grupos dois a dois, cujos resultados
podem ser vistos nas Tabelas 08 e 09. Em seguida, foi feita a avaliacdo de

possivel influéncia do tempo nos resultados (Tab. 10).

Tabela 07 - Resultados do teste ANOVA para cada pico nos periodos de 15 e 30 dias
(SOARES, 2013).

Raman Shift (cm™) 15 dias 30 dias
~960 p < 0.001 p < 0.001
~1070 NS p <0.001
~1454 p=0.03 p < 0.001

NS — ndo significativo



Tabela 08 — Analise estatistica entre os grupos, dois a dois, aos 15 dias (SOARES, 2013).

Grupo Coéagulo * Biomaterial ° LED° LED+Biomaterial Laser © Laser+Biomaterial '
Raman Shift
cm™)
~960 4196 + 1047 P9f 9392 + 4287 *°f 5066 + 1695 ° 7539 + 2518 #¢° 3345’%,5.}290’3 6429 + 1558 2Pce
~1070 380,1 + 85,4 431,6 +301,1 559,9 + 207,3 527,3 + 285,9 338,8 + 124,1 395,6 + 129,3
~1454 402,94 + 13,86°°® | 548,9 +268,6 **® | 440,09 + 55,2 ¢ 384,94 +91,6 °° 330,6 + 491 &Pedf 403,6 + 70,5 ¢

*As letras indicam as diferencas observadas utilizando-se os resultados do Teste T.

Tabela 09 — Andlise estatistica entre 0os grupos, dois a dois, no periodo observacional de 30 dias (SOARES, 2013).

Grupo Coéagulo ? Biomaterial ° LED °© LED + Biomaterial ° Laser © Laser + Biomaterial '
Raman Shift
(cm™)
~960 3949 + 1522 Pedel | 7108 + 2117 2% | 5270 + 1159 *Pf 5084 + 2373 2P 4977,6 + 654,3 %" | 15177 + 8193 *Pcde
~1070 488,3 +174,9 P¢4et | 7502 + 324,32¢ 599 + 133,2 *4f 357,4 + 122 &Pcef 602,9 + 94,1 ¢ 789,2 +314,7 >
~1454 383,2 + 95,1 P°f 506,9 + 101,4 %" | 401,46 + 65,2 > 362,48 + 99,4 P 469,8 +102,3*%" | 711,1 + 247,71 *Pcde

* As letras indicam as diferencas observadas utilizando-se os resultados do Teste T.



Tabela 10 - Resumo da analise estatistica (Teste t de Student) dos picos Raman dentro de cada grupo, em relagcéo ao tempo (15 e 30 dias)

(SOARES, 2013).

Grupo
Raman Sh'_It Coagulo Biomaterial LED ) LED +. Laser _Laser +.
(cm™) Biomaterial Biomaterial
Tempo (d)
15d!| 4196 + 1047 9392 + 4287 5066 + 1695 7539 + 25182 | 3345,6 + 1290,3 | 6429 + 1558 2
~960 2
30d?| 3949 + 1522 7128 + 2117 5270 + 1159 5084 + 27641 | 4977,6 +654,31 | 15177 +81931
15d'| 380,1+854 431,6 +301,1%2 | 559,9+207,3 | 527,3+2859% | 338,8+124,1> | 395,6 + 129,3°
~1070
30d?| 380,1+174,9 750,2 + 324,31 599 + 133,2 3574 + 1221 602,9+94,1' | 7892+314,71
15d' | 402,94 +13,86 | 548,9+268,6 | 440,09 +5522 | 384,94 + 91,65 330,6 + 4912 403,6 + 70,5°
~1454
30d?| 383,27+9512 | 506,9+101,4 | 401,46 +6520 | 362,48 +99,39 | 4698 +102,3" | 711,15 +247,1*

*Os numeros em sobrescrito indicam as diferengas entre os tempos (Teste T de Student).
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6. DISCUSSAO

Os defeitos 6sseos sdo bons modelos para o estudo do processo de
reparo tecidual. Ao contrario das fraturas, os defeitos sdo menos propensos a
influencia de fatores mecanicos e influéncias maiores do suprimento
sanguineo. O rato € amplamente utilizado, como modelo experimental por
pesquisadores para avaliar o reparo 6sseo; devido ao fato do processo de
reparo ser similar ao observado em humanos, inclusive sendo o DNA dos ratos
homélogos com o humano; desta forma a resposta reparativa, sob uma
variedade de condicdes, tem sido bem documentada justificando a nossa
escolha pelo referido modelo animal (PINHEIRO et al., 2011, 2012a,b, 2013).

O biomaterial de enxerto utilizado neste estudo (fosfoceramica bifasica)
foi escolhido devido a sua biocompatibilidade, ndo toxicidade, incorporacéo
lenta, osteocondutividade, por possuir uma estreita semelhanca mineral,
estrutural e quimica, com o osso humano. A hidroxiapatita, constituinte da
fosfoceramica bifasica, que apresenta uma acéo osteocondutora muito eficaz
na formacdo de um novo tecido 6sseo, sendo por isso um biomaterial bastante
estudado atualmente. Outro fator importante foi a confec¢cdo da HA com adicao
B-fosfato de tricalcio, uma alteragéo no processo de sinterizacdo que modifica a
relacdo P/Ca da molécula, alterando sua dissolug¢éo no tecido 6sseo, esse fator
esta diretamente relacionado com a modulacdo na taxa de incorporacdo do
enxerto, uma vez que, na HA sintética a dissolugdo € muito lenta, e em alguns
tipos de ceramicas é muito rapida, o que em ambos os casos € desfavoravel ao
processo de reparo 0sseo (CARVALHO et al. 2011; PINHEIRO et al. 2009,

2013; WEBER, et al. 2006; TORRES, et al. 2007).
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O protocolo de fototerapia laser/LED utilizado neste estudo ¢é
semelhante aos utilizados em estudos anteriores e, em todos os protocolos,
modelos e parametros utilizados anteriormente ficou demonstrado que o0 uso
das fotoretapias no IV-Préximo causa respostas teciduais importantes durante
O reparo e gque estas causam um processo de reparacdo mais rapido, bem
como ocasiona uma melhoria da qualidade do osso recém-formado. E possivel
que o efeito de diferentes fontes de luz sobre a regeneracédo 0ssea dependa
nao s6 do comprimento de onda e da dose total de irradiagcdo, mas também
sobre o tempo de irradiacdo e o modo de irradiacdo e mais importante ainda da
fonte de luz utilizada (PINHEIRO, et al. 2009, 2011, 2012a,b, 2013).

A ideia para a combinacdo de enxerto de HA + B-TCP e as fototerapias
laser/LED neste estudo, foi baseada no fato da substancia enxertada possuir
propriedades osteocondutoras e a fototerapias utilizadas possuirem efeitos
positivos, ja descritos na literatura, sobre a funcéo e a proliferacdo de células, e
secrecdo de fatores de crescimento como BMPs, PDGF e TGF-B. Esses
fatores utilizados isoladamente foram eficazes na aceleracdo do processo de
reparo em varios modelos experimentais. Justificando assim sua associacao
com o uso de biomateriais como a HA. Essa associacdo pode modular a
reparacdo de defeitos 0sseos de uma forma semelhante ao que ocorre apés
enxerto de 0sso autdgeno, evitando apenas suas complicacdes e limitagdes. O
enxerto autdgeno continua a ser o padrédo-ouro para o tratamento de defeitos
0sseos (PINHEIRO et al. 2012a,b, 2013).

Para avaliacdo do reparo 6sseo, foram escolhidos dois periodos

experimentais, 15 e 30 dias. Durante as fases iniciais do reparo 0sseo, O
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componente celular (principalmente fibroblastos e osteoblastos) € mais
proeminente e mais propenso a ser afetado pela luz. Aos 30 dias, o processo
de reparo encontra-se em um estagio mais avancado, sendo bastante utilizado
para avaliacdo do reparo 0sseo em diversos estudos ja publicados
(CARVALHO et al., 2011; GERBI et al. 2008; PINHEIRO et al., 2012a,b, 2013;
TORRES et al., 2007; WEBER et al., 2006).

Tendo em vista a complexidade do desenho experimental do presente
estudo, optou-se por uma discussdo por fonte de luz e posteriormente a
comparacdo entre ambos. Inicialmente foram discutidos os achados
histol6gicos, em seguida, os achados obtidos através da espectroscopia
Raman.

No presente estudo, optou-se por realizar uma andlise histologica
qualitativa, para descrever os mecanismos envolvidos no processo de reparo
0sseo de defeitos tratados ou ndo com fototerapia laser ou LED, isoladamente
ou associada ou nao a fosfoceramica bifasica de HA + B-TCP. A descricdo
seguiu os parametros estabelecidos na metodologia (Sec¢ao 4.9).

Os fenbmenos observados nos grupos nao submetidos ao uso do
biomaterial foram similares a relatados anteriores conforme a metodologia
utilizada. Assim sendo, diferencas maiores ndo foram observadas
histologicamente no processo de reparo dos grupos, Coagulo, Laser e LED em
ambos os periodos experimentais. Portanto, depreende-se desses achados
que, os grupos irradiados, apresentaram um processo de reparo mais
avancado e de qualidade que o grupo néo irradiado (Coagulo) (PINHEIRO et

al., 2009, 2011, 2012a).
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Para todos os parametros utilizados no presente estudo, a utilizagdo do
biomaterial + Laser / LED mostraram melhores resultados. Este aspecto tem
sido descrito em estudos anteriores nos quais a utilizacdo de luz laser/LED
estaria associada a um aumento da proliferacdo de fibroblastos, condroblastos
e osteoblastos e consequente aumento da deposicdo de colageno, importante
precursor da deposicdao da matriz mineral (PINHEIRO et al., 2009, 2011,
2012a). Dessa forma, o aumento da neoformacdo Ossea esta intimamente
relacionado, com ambos, aumento do numero de osteoblastos e de sua
atividade secretora.

A presenca de um precursor cartilaginoso foi observada apenas, aos 15
dias, nos grupos Coagulo, LED + Biomaterial e LASER + Biomaterial, o que
denotaria um processo reparativo em um estagio mais avancado que nos
demais grupos. Interessante se observar que ao término do periodo
experimental apenas o grupo LED apresentou este tecido.

O aspecto trabecular variou também entre os grupos estudados. No
periodo inicial do reparo, as trabéculas eram delgadas nos grupos Coagulo,
LED, LED + Biomaterial e apresentavam-se de forma variavel nos demais
grupos. Ao término do periodo experimental, a espessura trabecular foi
espessa nos grupos Coagulo, Biomaterial e Laser + Biomaterial, e, variavam de
espessura nos demais grupos. Ressalta-se que no grupo Laser as trabéculas
além de espessas eram de certa forma mais organizadas no tecido.
Interessante foi a observacdo da atividade remodelativa ainda presente,
evidenciada pela presenca das linhas basofilicas. Estas linhas foram

observadas na maioria dos grupos ao final do tempo experimental e se
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mostraram ora paralelas ora nédo paralelas. Estas linhas ndo foram observadas
no grupo Biomaterial. De fato, este aspecto foi observado apenas no grupo
Coagulo, no qual a presenca cartilaginosa parece ter tido influéncia no
resultado uma vez que foi 0o grupo no qual a cartilagem aparentemente
progrediu para um trabecular delgado aos 15 dias e espesso aos 30 dias. A
razdo para tal necessita clarificacdo futura e pode estar relacionado com o
biomaterial ou com a fonte de luz, que podem ter, de alguma forma, acelerado
ou atrasado a diferenciagéo cartilaginosa, fato que poderia ser evidenciado em
estudo utilizando tempos intermediarios entre os dois usados neste trabalho
bem como no uso de marcadores especificos para este tecido.

Em relacdo as linhas basofilicas presentes no tecido ésseo, foram
observadas inicialmente (15 dias) em todos 0s grupos, exceto o Biomaterial.
Porém, apenas no grupo LED + Biomaterial as linhas encontravam-se
depositadas de forma regular, paralelas entre si, 0 que pode ser indicativo de
um 0sso mais maduro jA nos periodos iniciais do reparo. Ao final do periodo
experimental o padrdo observado anteriormente se manteve. O fato de que no
grupo Biomaterial elas ainda nao foram detectadas pode ser indicativo de um
processo de remodelacao mais lento ou até mesmo mais tardio.

O fato de ter sido observada resposta inflamatéria e, em alguns casos,
reacao de corpo estranho ao redor do biomaterial € um achado esperado. Nao
importa quao biocompativel seja o biomaterial, este continuard sendo um
agente ou material estranho. E interessante se observar que, em estudo
anterior usando outro biomaterial (MTA), esta reacdo foi detectada de forma

mais marcante e intensa que no presente estudo. Este aspecto pode ser
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indicativo de que o material usado no presente trabalho € menos irritante ao
tecido que o MTA (PINHEIRO et al., 2012a).

Ao final do periodo experimental, foi observada uma resposta
inflamatoria intensa no grupo Coagulo, onde nao foi realizado enxerto de
biomaterial, diferentemente do observado em todos os demais grupos. Isto
pode ser explicado por resultados obtidos em estudos anteriores que indicaram
gue a persisténcia da resposta inflamatdria nas fases posteriores da reparacao
O0ssea pode ser resultado de atividade flogistica provocada pelos coagulos de
sangue residual (CONEGLIAN, 2007; PINHEIRO et al., 2011).

O processo de reparo 6sseo foi avaliado também, por espectroscopia
Raman, através do estudo de picos que identificaram a HA fosfatada e
carbonatada e o colageno, na avaliacdo da qualidade 6ssea. A espectroscopia
Raman foi utilizada para avaliar a constituicdo molecular do tecido e, em
seguida, classifica-los de acordo com as diferencas observadas nos espectros.
Estudos anteriores mostraram o0 uso da espectroscopia Raman como uma
ferramenta de diagndstico para 0ssos saudaveis, patol6gicos ou em processo
de reparo. Este método de avaliagdo é considerado como padrdo-ouro para
estudar componentes 0sseos e sua constituicdo, revelando alteracdes
bioquimicas associadas ao processo de reparo (ACIOLE, 2010; LOPES et al.,
2010; PINHEIRO et al., 2010, 2012)

A analise dos componentes 0sseos através da espectroscopia Raman,
fornece informagdes a respeito do estado metabdlico da célula (CARVALHO et
al., 2011; PINHEIRO et al., 2012a,b, 2013). Estudos recentes, utilizando esse

meétodo de andlise, encontraram aumento nos picos referentes a HA durante o
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processo de reparo, constatando que o método € eficaz na analise dos
componentes minerais do tecido 6sseo através da HA fosfatada (~960 cm™) e
dos estagios transicionais, através da HA carbonatada (~1070 cm™), e também
dos componentes organicos, como o colageno (~1454 cm™), justificando sua
escolha como marcador 0sseo neste trabalho (MORRIS, MANDAIR, 2011;
PINHEIRO et al., 2013).

Como mostrado (Fig. 25), a maior parte das bandas de um espectro de
Raman do osso pode ser atribuida a HA fosfatada, carbonatada, ou matriz
colagena. Esses espectros dos constituintes inorganicos e organicos estéo
correlacionados com a rigidez do osso cortical, médulo de flex&do, resisténcia a
tracdo (MORRIS; MANDAIR, 2011). A relacdo mineral (~960 cm™) / matriz
(~1454 cm™); relagdo carbonato (~1070 cm™) / matriz (~1454 cm™) é o mais
forte indicador das propriedades mecéanicas do o0sso. A cristalinidade, que
também estad correlacionada tanto com a relacdo mineral/matriz quanto a
relacdo mineral entre a HA carbonatada (~1070 cm™) / fosfatada (~960 cm™)
(YERRAMSHETTY, J. S.; AKKUS, 2008).

Quando da utilizacdo da fototerapia laser, os resultados da presente
investigagdo demonstraram que o uso da luz laser associado ao biomaterial
mostrou melhores resultados no que diz respeito a mineralizagdo (Fig. 28).
Este aspecto tem sido descrito em estudos anteriores nos quais a utilizacao da
luz laser associada a hidroxiapatita causou um aumento da proliferacdo de
fibroblastos e também na sua secrecdo de colageno (Fig. 30), importante
precursor da matriz 6ssea. O aumento da formacdo de osso neoformado esta

intimamente relacionado com aumento, tanto do nimero de osteoblastos como
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da sua capacidade de secrecdo (CARVALHO et al., 2011; PINHEIRO; GERSBI,
2006; PINHEIRO et al., 2012b, 2013).

Os resultados do presente estudo estdo alinhados com relatos
anteriores e indicam que a associacdo de luz laser com enxerto de
fosfoceramica bifasica melhora a reparacdo de defeitos O0sseos, onde foi
observada uma maior deposicao de tecido 6sseo maduro, medida através do
pico ~960 cm™ (CARVALHO et al., 2011; PINHEIRO et al., 2011, 2013). A
analise global dos resultados indica que as diferencas estatisticamente
significativas entre os picos estudados foram principalmente detectaveis no
final do periodo experimental (picos de HA em ~960 e ~1070 e o colageno em
~1454 cm™).

Durante as fases iniciais do reparo, a atividade osteoblastica é
principalmente proliferativa e deposicdo da matriz comeca mais tarde, isto
resulta na formagcdo de osso imaturo, ainda pobre em HA. Esta posterior
maturagéo representa uma melhor capacidade de osteoblastos maduros em
secretar HA em animais irradiados (CARVALHO et al., 2011; PINHEIRO et al.,
2011, 2013).

O presente trabalho mostrou que, no fim do tempo experimental, a
medicdo dos componentes relacionados com a mineralizacdo, picos em ~960 e
~1070 cm™) foram mais elevados no grupo Laser + Biomaterial. A partir destes
resultados, € possivel notar que a intensidade destes picos aumentou em todos
0S grupos e que este seria indicativo do aumento da deposi¢cédo de HA ao longo
do tempo de reparacéo e de aumento da mineralizacdo do 0sso recentemente

formado. O tempo influenciou significativamente estes picos quando o
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biomaterial, o laser ou a associagdo de ambos foi utilizada (CARVALHO et al.,
2011; PINHEIRO et al, 2011, 2013). Observacbes semelhantes foram
relatadas anteriormente, utilizando outros tipos de enxertos, como BMPs
(GERBI et al., 2008; LOPES et al.,, 2010) e MTA (PINHEIRO et al., 2010,
2012a,b). O que pode representar uma maior capacidade dos osteoblastos
maduros de secretarem HA em tecidos 6sseos irradiados, enquanto que em
grupos nao irradiados, a proliferacdo celular ainda estava ocorrendo (TORRES,
et al., 2008; WEBER et al., 2006).

A intensidade do pico Raman da HA fosfatada (~960 cm™) esta
diretamente relacionada com a concentracao/incorporacao de HA pelo osso. O
aumento da quantidade de HA no osso € indicativo de um 0sso mais resistente.
Como demonstrado na Figura 29, a maior intensidade para esse pico, ao final
do periodo experimental, foi observada no grupo Laser + Biomaterial, sendo o
valor estatisticamente significativo (p<0.001) quando comparado com todos o0s
demais grupos (Teste-T) (Tab. 09). O pico de HA fosfatada (~960 cm™) é
proeminente no tecido ésseo maduro, assim, seu aumento indica uma maior
mineralizacdo. O pico ~1070 cm™ representa a HA carbonatada, que se origina
através da substituicdo do grupo fosfato pelo grupo carbonato na estrutura
molecular da HA, essa substituicAo provoca alteracdo no tamanho e
organizagdo dos cristais e caracteriza um 0sso transicional (imaturo), com
propriedades diminuidas. Para este pico, 0 maior valor meédio foi observado no
grupo Laser + Biomaterial, sendo estatisticamente diferente dos grupos
Coagulo, LED e LED + Biomaterial. O menor valor médio foi visto no grupo

LED + Biomaterial, que foi estatisticamente significativo quando comparado a
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todos os demais grupos. Essas leituras podem indicar que esse grupo possuia
menor quantidade de osso transicional (imaturo), e que 0 0SSO presente,
independente da quantidade, era maduro.

Mineralizacdo pode também ser medida pela presenca da matriz
organica do 0sso em reparo. A matriz organica é principalmente composta por
diferentes tipos de colageno. No que diz respeito ao teor de matriz organica, tal
como indicada por picos Raman na faixa entre ~1400 - ~1700 cm™, as
diferencas de intensidade observadas dependeram do fator tempo de
maturacdo do tecido para o pico de ~1454 cm™, vistos na Tabelas 05 e 06,
nos grupos Laser e Laser + Biomaterial, essa diferenca parece estar
relacionada com alteracées no conteido organico. E importante observar que a
intensidade do pico de ~1454 cm™ foi reduzida ao longo do tempo de
reparacdo em grupos nao irradiados e aumentou nos grupos Laser e Laser +
Biomaterial (Fig. 30), sendo esta diferenca significativa com todos os grupos
(p<0.001). Este pico esta relacionado com a quantidade de colageno
depositado ao longo do reparo, e que a intensidade é aumentada no 0sSso mais
maduro, cuja matriz estaria mais organizada e onde a HA poderia ser
incorporada. Assim, isto pode ser indicativo da presenca de um tecido 6sseo
em um reparo mais avancado e maduro em individuos irradiados. No entanto,
guando comparados os dois grupos irradiados, é claro que este fendmeno foi
mais intenso no grupo Laser + Biomaterial, ou seja, havia uma maior
guantidade de colageno tipo I, cicatricial, devido a presenca do enxerto.

Finalmente, € importante se considerar que, a maior deposi¢céo de 0sso

maduro e organizado, em um modelo animal, com o uso de fototerapia laser
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associada ou ndo ao uso de diferentes tipos de biomateriais, como observado
neste estudo, € consistente com estudos anteriores que mostraram efeitos
positivos quando do uso isolado de cada um (CARVALHO et al., 2011; GERBI,
2004; GERBI et al., 2008, LOPES et al., 2010; PINHEIRO et al., 2009, 2012a,b,
2013).

Especificamente em relacéo a utilizacdo da fototerapia laser, os efeitos
sobre as reacfes celulares tais como um aumento da sintese de ATP, a
estimulacdo da cadeia de transporte de elétrons, e a reducdo do pH celular
(KARU, et al. 2005a) e alteracdes bioquimicas outras e da condutividade da
membrana celular, podem aumentar a atividade de macréfagos, fibroblastos,
linfécitos, e de outras células envolvidas no reparo. O aumento da sintese de
DNA e de colageno, aumento da deposicdo de Ca (YAMADA, 1991), aumento
da funcéo de células do periésteo (TRELLES, 1987), o aumento da funcédo de
osteoblastos e ostedcitos (MORRIS; MANDAIR, 2011; PENEL et al., 2003),
neovascularizacdo melhorada (TANG, 1986), séo alguns dos efeitos positivos
da fototerapia laser na reparacao Ossea relatados anteriormente e que podem
explicar os resultados deste estudo.

Com relacdo aos grupos tratados com fototerapia LED, os resultados do
presente estudo demonstraram que, na fase inicial (15 dias), o nivel de
mineralizacao variou entre os grupos. Isto foi claramente observado quando se
analisou o pico em ~960 cm™ (HA fosfatada), que foi mais elevado em defeitos
enxertados irradiados ou ndo quais nao foram significativamente diferentes
nesta fase. Isso provavelmente ocorreu devido a presenca do biomaterial rico

em HA fosfatada. Isto pode ter sido causado pelo fato de que a utilizacdo do
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biomaterial resultou em altos niveis de HA no osso até o fim do tempo
experimental. E importante notar que a HA do biomaterial e a do 0sso sdo
indistinguiveis uma da outra. Infelizmente, isto é uma limitacdo da técnica
quando usada em tecidos biologicos. Outro aspecto € que o nivel de HA
carbonatada nao variou entre 0s grupos neste tempo. Isto € indicativo de que a
presenca de 0sso (imaturo) de transicdo nao era muito detectavel neste tempo.
E interessante se notar que, no fim do tempo experimental, foram
detectadas diferencas significativas no que diz respeito aos picos de HA
fosfatada; sendo o grupo biomaterial o que mostrou valores mais elevados. No
entanto, o nivel de HA carbonatada também variou entre os grupos, sendo a
leitura mais baixa vista no Grupo LED + biomaterial. A presenca de HA
carbonatada denota a presenca de um o0sso de transicdo (imaturo) e, em
ambos os grupos irradiados, os niveis deste componente foi menor do que nos
grupos Coagulo e Biomaterial. Isto é indicativo de que a irradiacdo LED
resultou em uma maturacdo da matriz 6ssea mais rapida do que quando a luz
nao foi utilizada. Isto é corroborado por diversos estudos que mostraram
fototerapias aceleraram a mineralizacéo do osso (PINHEIRO et al., 2012a,b).
Em relagéo ao pico de ~1454 cm™ foi utilizado para avaliar os niveis de
colageno. E interessante notar que, em ambos tempos, 0s niveis de colageno
no defeito variou entre os grupos, sendo niveis menores encontrados nos
grupos irradiados, enxertados ou ndo, e maiores no grupo Biomaterial. Como o
colageno é importante para a mineralizacdo, € esperado que seu nivel
influenciasse o a reparacao. Os resultados desta analise indicam que, no fim

do tempo experimental, defeitos enxertados e irradiados com LED mostraram
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menor quantidade de matriz organica, o que pode indicar uma possivel
diferenca dos efeitos dessa luz no tecido 6sseo.

Através da comparacéo entre a avaliacdo dos componentes inorganicos
e organicos durante a reparacdo, € possivel observar que o grupo LED +
Biomaterial apresentou os melhores resultados, uma vez que revelou pico mais
intenso de HA fosfatada, e picos menores de HA carbonatada e de matriz
organica, portanto, no fim do tempo experimental, estes defeitos estavam em
uma fase mais avancada do reparo.

Como visto as possibilidades de aplicacbes para uma série de
problemas na biologia O0ssea bdsica, biomecéanica e doencas podem ser
usadas, como por exemplo, para identificacdo de riscos de fratura obtido
através da composicdo do osso avaliado, avaliacdo do estado metabdlico do
enxerto, enfatizam os pontos fortes de espectroscopia Raman como uma
ferramenta de medicdo de qualidade Gssea, especialmente sua aplicabilidade
para o tecido fresco, animais vivos e até mesmo seres humanos (MORRIS;
MANDAIR, 2011).

Os resultados deste estudo indicam que a fototerapia com laser e LED
associadas ao enxerto de Fosfoceramica Bifasica de Hidroxiapatita e B-Fosfato

tricalcico, aumentou a concentracao de HA.
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7. CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos no presente estudo, baseado na
metodologia utilizada parece-nos licito concluir que:

- A fotobiomodulacéo Laser (A780nm) ou LED (A850 = 10nm) foram
eficazes na modulagcdo do processo de reparo 0sseo de defeitos Osseos
confeccionados em fémur de ratos, submetidos ou ndo, a enxerto de
fosfoceramica bifasica de hidroxiapatita e B-Fosfato tricélcico.

- Histologicamente, utilizando-se o grau de maturacao 6ssea através da
deposicao/organizacado de linhas basofilicas no tecido ésseo neoformado, o
grupo Laser + Biomaterial foi o que se encontrava em estagio mais avancado
do processo de reparo 6sseo ao término do experimento.

- Espectroscopicamente, utilizando-se o grau de mineralizagdo 0ssea
através dos picos Raman da HA fosfatada (~960 cm™), carbonatada (~1070
cm™) e do colageno (~1454 cm™), os resultados obtidos indicam que ambas as
fototerapias, laser e LED, quando associadas ao enxerto de Fosfoceramica
Bifasica de Hidroxiapatita e B-fosfato tricalcico promoveram a deposicao de

tecido 6sseo maduro e organizado ao final do periodo experimental.
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