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RESUMO 

 

Biomateriais de diversas composições associados ou não à fotobiomodulação vem 

sendo utilizados como recurso para favorecer e estimular o reparo ósseo. O objetivo 

do presente estudo foi analisar, in vivo, o processo de reparação óssea guiada pela 

membrana de poliestireno com colágeno e norbixina (MPSCN) e fotobiomodulada 

por diodo emissor de luz (LED). Para esta pesquisa, 40 ratos foram divididos 

aleatoriamente em quatro grupos: C= controle; M= membrana; LED= LED; MLED= 

LED + membrana e subdivididos em 2 subgrupos de eutanásia (15 e 30 dias). Um 

defeito ósseo foi criado na calvária de cada animal. Os grupos LED e MLED foram 

submetidos à fotobiomodulação com LED, imediatamente ao pós-operatório (λ = 945 

nm, P= 48 mW, área do feixe de 0.5 cm2 e t=150s), em dias alternados 

subsequentes ao pós-operatório até a eutanásia. A fluência de energia foi de 30 

J/cm2. Os fragmentos de ossos foram analisados por microscopia óptica (análise 

histológica), espectroscopia Raman e Microscopia eletrônica de varredura (MEV). A 

análise estatística foi descritiva, inicialmente realizado o teste de normalidade 

Kolmogorov Smirnorv, e os dados paramétricos foram analisados pelo teste ANOVA 

para comparação entre grupos, seguido do teste de Tukey, com intervalo de 

confiança de 95% e nível de significância p< 0,05. O uso da MPSCN reduziu o 

processo inflamatório, serviu de arcabouço e favoreceu a neoformação óssea. Ao 

associá-la com o LED ocorreu remodelação óssea, porém, de maneira 

desorganizada e irregular. A fotobiomodulação com LED influenciou positivamente a 

formação óssea com aumento na deposição de hidroxiapatita, nos diferentes 

intervalos de tempo, sendo maior no final do experimento, resultando em osso mais 

compacto e linear. O uso simultâneo da MPSCN e fotobiomodulação não apresentou 

efetividade. 

 
 
 

Palavras-chave: hidroxiapatita; membrana biocompatível; fotobiomodulação LED; 

espectroscopia Raman; MEV; histológico; osso. 

 

 



 
 

In vivo study of guided bone repair with biological membrane of polyestyrene, 

collagen, norbixin and photobiomodulated with LED 

ABSTRACT 

 

Biomaterials of different compositions associated or not with photobiomodulation 

have been used as a resource to promote and stimulate bone repair. The aim of the 

present study was to analyze, in vivo, the bone repair process guided by the 

polystyrene membrane with collagen and norbixin (MPSCN) and photobiomodulated 

by light emitting diode (LED). For this research, 40 rats were randomly divided into 

four groups: C = control; M = membrane; LED = LED; MLED = LED + membrane and 

subdivided into 2 subgroups of euthanasia (15 and 30 days). A bone defect was 

created in the calvaria of each animal. The LED and MLED groups were subjected to 

photobiomodulation with LED, immediately after the operation (λ = 945 nm and P = 

48 mW, beam area of 0.5 cm2 and t = 150s), on alternate days after the operation 

until euthanasia. The energy fluency was 30 J / cm2. The bone fragments were 

analyzed by optical microscopy (histological analysis), Raman spectroscopy and 

scanning electron microscopy (SEM). The statistical analysis was descriptive, initially 

the Kolmogorov Smirnorv normality test, and the parametric data were analyzed 

using the ANOVA test for comparison between groups, followed by the Tukey test, 

with a 95% confidence interval and significance level p <0, 05. The use of MPSCN 

reduced the inflammatory process, served as a framework and favored bone 

neoformation. When associating it with the LED, bone remodeling occurred, 

however, in a disorganized and irregular manner. Photobiomodulation with LED 

positively influenced bone formation with increased deposition of hydroxyapatite, at 

different time intervals, being greater at the end of the experiment, resulting in more 

compact and linear bone. The simultaneous use of MPSCN and photobiomodulation 

was not effective. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

A alta frequência de acidentes de trânsito ocasiona efeitos negativos sobre a 

saúde da população pela gravidade das lesões teciduais e ósseas decorrentes, 

sendo considerado um dos mais importantes problemas de saúde pública. Estima-se 

que, entre 20 a 50 milhões de pessoas, a cada ano, sofram ferimentos não fatais, 

evoluindo com certo grau de deficiência e/ou morbidade, e em torno de 1,25 milhões 

morrem em acidentes de trânsito em todo o mundo (WORLD HEALTH 

ORGANIZATION, 2018). 

A população brasileira tem apresentado um ganho de sobrevida generalizado 

que pode ser acompanhado de comorbidades que acarretam incapacidade funcional 

à pessoa idosa pela maior chance de quedas e traumas; e consequentemente 

fraturas nessa população (CAMARGOS, 2019). 

Os defeitos ósseos podem ocorrer por causas multifatoriais, tais como, 

trauma, infecção, tumor e osteólise periprotética (SANTOS et al., 2019). O 

autoenxerto, geralmente, é o mais indicado para o tratamento dos defeitos ósseos, 

no entanto, as deficiências reconhecidas nos enxertos ósseos autógenos para o 

tratamento destas condições conduziram estudos voltados para o desenvolvimento 

de novos substitutos ósseos (NAUTH; SCHEMITSCH, 2012; ANAND et al., 2019). 

O tecido ósseo é especializado com características específicas para o 

processo de consolidação óssea, que depende do equilíbrio existente entre 

formação e reabsorção. Várias condições determinam o reparo no tecido ósseo, 

dentre elas, a irrigação sanguínea, a estabilidade mecânica e o tamanho da lesão. 

Em algumas situações, o processo regenerativo do osso apresenta-se limitado, e 

surge a possibilidade do uso de recursos para auxiliar o processo (KIM et al., 2020). 

O desenvolvimento de novos biomateriais com o objetivo de imitar as 

características do enxerto ósseo autólogo tem crescido nos últimos anos. Estudos in 

vitro e investigações clínicas vêm demonstrando que alguns destes substitutos 

ósseos podem estimular a consolidação (EMARA; DIAB; EMARA, 2015).  A 

engenharia de tecidos vem se desenvolvendo através do uso de vários biomateriais 

para o tratamento de defeitos ósseos, como membranas biológicas (PINHEIRO et 

al., 2009; GUIMARÃES et al., 2011; MAIORANE et al., 2011; TOSTA et al., 2013; 

GERBI et al., 2018; KASUYA et al., 2018). 
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O uso bem-sucedido de membranas biológicas no tratamento de defeitos 

ósseos tem sido creditado ao seu potencial para manter e estabilizar o coágulo 

sanguíneo e na capacidade de isolar células epiteliais, com o princípio da 

regeneração de tecido ósseo guiada (ROG) (SHEIKH et al., 2016). As membranas 

biocompatíveis estão sendo usadas com o intuito de proporcionar estrutura de 

suporte para a neoformação óssea, manter a concentração dos fatores estimulantes 

da osteogênese e reparação tecidual; e servir de proteção da região do defeito 

ósseo contra a invasão dos tecidos moles adjacentes que se proliferam (COSTA et 

al., 2016). 

As membranas usadas para ROG devem apresentar biocompatibilidade para 

prevenir reações adversas com o tecido circundante e com o organismo; integração 

do tecido para favorecer a incorporação no tecido circundante e permitir uma 

progressiva integração das fibras de colágeno; permeabilidade seletiva para 

proliferação de células osteogênicas; função de criação de espaço a fim de fornecer 

espaço para um coágulo de sangue estável para regeneração óssea (CALCIOLARI 

et al., 2018).  

Os polímeros são materiais orgânicos contendo ligações simples e duplas 

alternadas em sua cadeia carbônica principal (SHERMAN; XIAO; PERCEC, 2017, 

KHANSARY et al., 2017). Os polímeros apresentam boa biocompatibilidade, 

flexibilidade, biodegradação, processabilidade, e baixo custo de fabricação em 

relação a outros tipos de biomateriais, e a partir deles, pode-se produzir membranas 

poliméricas atóxicas que podem ser eliminadas por vias metabólicas normais (DOS 

SANTOS; MARINHO; MIGUEL, 2013). 

O colágeno é um polímero que apresenta baixa imunogenicidade, boa 

capacidade hemostática, ação quimiotática em células regenerativas, como 

fibroblastos e osteoblastos e boa estabilidade dimensional sendo usados na 

preparação de membranas biocompatíveis (ZHANG et al., 2017; SBRICOLI et al., 

2020). A elastina é um polímero altamente insolúvel que confere elasticidade a 

diferentes tecidos do corpo (BOLAGH; MITHIEUX; WEISS, 2016). Membranas com 

colágeno e elastina representam uma nova alternativa terapêutica para o reparo 

ósseo (SANTOS et al., 2019). 

A norbixina é um composto do qual se obtém polímeros biodegradáveis e 

biocompatíveis, extraído do urucum, planta da América (MAGESTE et al., 2012). Os 

extratos do urucum têm sido empregados na área da saúde com efeitos 
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antimicrobiológicos (IROBI; MOO-YOUNG; ANDERSON, 1996) anti-hemorrágicos e 

cicatrizantes (LIMA et al., 2001); anti-inflamatórios (CAPELLA et al., 2016); 

osteoindutores (NISHIED et al., 2015); não citotóxico (MONTE et al., 2016); e para 

arcabouço ósseo (ALVES et al., 2018). 

O poliestireno (PS) é um polímero sintético citocompatível, não biodegradável, 

usado para preparar membranas e biomateriais biocompatíveis para uso no 

processo de regeneração óssea, cuja função é revestir o composto e impedir a sua 

degradação. É amplamente usado como substrato para cultura de células, pois tem 

a capacidade de oferecer grande área de superfície capaz de garantir a infiltração, 

propagação e proliferação de células oferecendo uma solução promissora, assim 

como uma superfície para a regeneração óssea em grandes defeitos ósseos 

(SERAFIM et al., 2014). As fibras promovem proliferação e diferenciação celular in 

vitro e sua porosidade interconectada também promove a angiogênese que é 

responsável pelo transporte de células osteoprogenitoras, oxigênio e nutrientes para 

o sítio enxertado (BAKER et al., 2006; SERAFIM et al., 2014; TERRANOVA et al., 

2016). 

A fotobiomodulação, pelo seu efeito fotoquímico nos tecidos, promove uma 

alteração química conhecida como fotobioestimulação, que influencia a liberação de 

diversos fatores de crescimento envolvidos na formação de células epiteliais, 

fibroblastos, colágeno e proliferação vascular, tornando-se uma terapia que promove 

a cicatrização de feridas e redução da dor, estimula a síntese de enzimas que agem 

nos lisossomos e mitocôndrias, aumenta o metabolismo celular, facilitando a 

angiogênese e síntese de colágeno (ESCUDERO et al., 2020). 

A fotobiomodulação para a estimulação tanto do reparo quanto da 

cicatrização óssea apresenta-se vantajosa, por ser um método não invasivo, de 

baixo custo, em comparação com outros tratamentos. Vários estudos experimentais 

indicaram efeitos benéficos do uso da fotobiomodulação no aumento do 

metabolismo ósseo e consolidação da fratura (PINHEIRO et al., 2014; SOARES et 

al., 2014; SOARES et al., 2015; PINHEIRO et al., 2017; ALVES et al., 2018).  

Pinheiro et al., (2014), demonstraram em seu estudo, por meio da análise por 

Espectroscopia Raman, que a fotobiomodulação com laser ou com LED associadas 

ao uso de biomaterial resultou no aumento da deposição de colágeno tipo I e da 

mineralização óssea. Além disso, são recursos relativamente seguros, do ponto de 
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vista físico e biológico, e apresentam custos relativamente baixos com técnicas de 

aplicação simples. 

Os lasers diodos emissores de luz (LEDs) emitem luz em uma largura de 

banda mais ampla do que o laser que pode impactar a capacidade do dispositivo de 

LED para atingir tecido com energia eficiente. Uma diferença significativa entre 

lasers e LED é a forma como a energia da luz é fornecida, os LEDs oferecem um 

fornecimento muito mais suave dos mesmos comprimentos de onda de luz em 

comparação com lasers e substancialmente menor produção de energia (LOPES et 

al., 2010; PINHEIRO et al., 2017). 

No entanto, apesar do crescimento de relatos de sucesso de diferentes 

aplicações de fotobiomodulação, em diversas áreas, a sua utilização na reparação 

óssea, associada ao uso de biomateriais, necessita de mais estudos (PINHEIRO et 

al., 2014). 

Nesse sentido, objetiva-se com o presente estudo, analisar o processo de 

reparação óssea guiada pela membrana de poliestireno com colágeno e norbixina, 

fotobiomodulada ou não por LED. 
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2 JUSTIFICATIVA 

  

Na literatura, as informações sobre os efeitos e propriedades biológicas da 

membrana de norbixina e colágeno em tecidos animais são escassas e ainda há 

número reduzido e não conclusivos de estudos sobre a associação do uso do LED e 

membranas biocompatíveis. 

O uso de membranas, a fotobiomodulação ou a associação destes, apresenta 

perspectivas promissoras para o processo reparo ósseo. 

O estudo pode ser justificado levando em consideração a falta de estudos 

comparativos do uso da fotobiomodulação associada às membranas no processo de 

reparo ósseo e o interesse pelo entendimento da interação de membranas 

biológicas de poliestireno com colágeno e norbixina. Além disso há necessidade de 

conhecimento de métodos terapêuticos que estimulem o reparo ósseo e a 

consolidação de fraturas, por meio da análise de cortes histopatológicos e testes 

mutagênicos.  

Outro ponto relevante é questionar se membranas biológicas de poliestireno 

com colágeno e norbixina estimuladas por LED poderão otimizar o processo de 

reparo ósseo. As membranas poliméricas, como a da presente pesquisa, 

apresentam boa biocompatibilidade, flexibilidade, biodegradação, processabilidade, 

fácil aplicabilidade e baixo custo de fabricação em relação a outros tipos de 

biomateriais e membranas comerciais.  

O trabalho apresenta importância social, econômica e cientifica, uma vez que, 

os achados da pesquisa podem representar alternativas terapêuticas reconstrutivas 

em condições clínicas relacionadas aos defeitos ósseos. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Geral 

 

Analisar o processo de reparação óssea guiada pela membrana de 

poliestireno com colágeno e norbixina fotobiomulada ou não por LED. 

 

3.2 Específicos 

 

Verificar, por meio da Espectroscopia Raman, a influência da membrana de 

poliestireno com colágeno e norbixina associada ou não à fotobiomodulação com 

LED, na deposição da matriz orgânica e inorgânica nos defeitos ósseos em ratos; 

Analisar por meio da Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV), quanto à 

morfologia, a influência da membrana de poliestireno com colágeno e norbixina 

associada ou não à fotobiomodulação com LED, na capacidade de regeneração 

guiada dos defeitos ósseos em ratos; 

Avaliar, histopatologicamente, a ação da membrana de poliestireno com 

colágeno e norbixina associada ou não à fotobiomodulação com LED, em defeitos 

ósseos na calvária de ratos. 
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4 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 4.1 Tecido ósseo, modelação, remodelação e reparação óssea 

 

O osso é uma estrutura rígida que apresenta integração bioquímica de 

componentes inorgânicos e orgânicos. A porção orgânica, que corresponde a 25% 

do peso do tecido ósseo, é constituída de colágeno tipo I, proteoglicanos e protéinas 

sem colágeno. O conteúdo inorgânico é, principalmente, composto por cálcio e 

fósforo sob a forma de hidroxiapatita com pequenas quantidades de magnésio, 

fluoreto, e de sódio (PINHEIRO; GERBI, 2006; PINHEIRO et al., 2010). 

A estrutura óssea é constituída por osso compacto (80%) e esponjoso (20%) 

(RANG; DALE; RITTER, 2001). O osso cortical corresponde à parte densa e 

compacta organizada em ostéons ou sistema de Havers; e o esponjoso possui 

lamelas dispostas irregularmente, formando trabéculas, e as cavidades existentes 

entre as trabéculas são preenchidas por medula óssea, produtora de células 

sanguíneas. Assim, o osso trabecular é metabolicamente mais ativo e também mais 

afetado por fatores que levam à perda óssea (TORTORA; GRAWBOSKI, 2008). 

 

Figura 1- Figura esquemática ilustrando o tecido ósseo e suas estruturas 

 

Fonte: adaptado (KONIG; LIEBICH, 2016) 

 

Várias células ósseas estão envolvidas no processo de formação, modelação 

e remodelação envolvendo atividade osteoblática e osteoclástica (STANDRING, 

2009).  

Em condições fisiológicas, o processo de remodelação óssea ocorre 

especialmente pela carga que o osso é submetido durante as atividades 
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(GRANJEIRO; TAGA, 2005). Esse aspecto é conceituado pela Lei de Wolf que 

determina a relação entre a intensidade das forças aplicadas com o estímulo ao 

processo de neoformação e reabsorção (CARVALHO; LUPPINO; MENDES, 2002). 

A regeneração óssea representa uma série de eventos biológicos 

desencadeados por mediadores e componentes celulares que levam ao 

recrutamento, proliferação e difusão de células (EINHORN; GERSTENFELD, 2014).  

O reparo do tecido ósseo é dividido em fase de cicatrização óssea primária e 

cicatrização óssea secundária. A fase de cicatrização secundária é dividida em fase 

inflamatória, reparadora e remodeladora (Fig. 2) (DUTTON, 2012; GRIFFON, 2014). 

 

Figura 2- Figura esquemática descrevendo as fases de cicatrização óssea secundária: 1- 
Fase Inflamatória; 2- Fase de Reparação; 3- Fase de Reparação; 4- Fase de Remodelação 

 
Fonte: DUTTON, 2012; GRIFFON, 2014 

 

A fase de reparação está intimamente relacionada ao processo de 

angiogênese, que constitui etapa crucial para a osteogênese. O estágio inicial do 

processo de reparo ósseo é caracterizado pela proliferação próximo à fratura de 

células do periósteo, as quais são precursoras dos osteoblastos responsáveis pela 

sedimentação da substância entre as células (CROCI et al, 2003). A fase reparadora 

finaliza com a reabsorção de células desnecessárias e com o calo ósseo sendo 

formado sobre tensão (ROBBINS, 2001). 

Na fase remodeladora, o calo ósseo é reabsorvido e remodelado, neste 

processo atuam as células osteoclásticas e osteoblásticas, conhecidas como 
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unidade óssea multicelular, cuja interação entre absorção e deposição óssea são os 

aspectos responsáveis pela remodelação (BETTI, 2004). 

As causas dos defeitos ósseos são multifatoriais, exigindo-se, muitas vezes, 

procedimentos cirúrgicos para a reparação. No entanto, podem ocorrer falhas nos 

processos biológicos e cirúrgicos de consolidação óssea levando à não união 

dessas estruturas (SANTOS et al., 2019).  

 Em algumas situações, o processo regenerativo do osso apresenta-se 

limitado, necessitando de um método para preencher os defeitos ósseos e surge a 

possibilidade do uso de recursos para auxiliar o processo (KIM et al., 2020). 

 

4.2 Modelo Experimental e Tamanho Crítico do defeito 

  

O defeito ósseo de tamanho crítico, em estudos experimentais, deve ser 

aquele que durante o período da pesquisa não ocorrerá a reparação espontânea da 

lesão (GOSAIN et al., 2000). Podem ocorrer variações no diâmetro do defeito crítico 

de 2 a 9 mm (MESSORA et al., 2008; ALMEIDA et al., 2014; TOKER et al., 2012; 

CUNHA et al., 2014; PINHEIRO et al., 2017).  

Vários modelos experimentais animais foram usados para avaliar o processo 

de consolidação óssea, com defeitos ósseos realizados em diferentes regiões como 

tíbia de ratos (OLIVEIRA et al., 2012; PINHEIRO et al., 2013; PINTO et al., 2013; 

SOARES et al., 2014), fêmur de ratos (BROWN et al., 2011); em tíbia de coelhos 

(MAIA FILHO et al., 2013); crâniomadibulofacial (SCHMITZ; HOLLINGER, 1986; 

GOSAIN et al., 2000); calvária de ratos (ALMEIDA et al., 2014; SBRANA, 2015; 

ALVES et al., 2018; OHSUGI et al., 2018; KASUYA et al., 2018). 

A escolha do animal deve se basear na complexidade do manuseio clínico e 

da sedação; além do menor custo, assim, os animais de pequeno porte, como os 

ratos, apresentam maiores vantagens quando comparados aos de grande porte 

(MENDES et al., 2001). 

A localização anatômica da calvária óssea permite a confecção de defeito 

ósseo uniforme com padrão adequado para análise histológica e com capacidade 

para implantação de biomateriais (DONOS et al., 2004).  
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4.3 Regeneração óssea guiada  

 

O tecido ósseo é especializado com características para o processo de 

consolidação óssea, a qual depende do equilíbrio entre formação e reabsorção 

óssea. Várias condições determinam o reparo do teciso ósseo, dentre elas, a 

irrigação sanguínea, a estabilidade mecânica e o tamanho da lesão. Em algumas 

situações , o processo regenerativo do osso encontra-se limitado, e surge a 

possibilidade do uso de recursos para auxiliar o processo (KIM et al., 2020). 

Os defeitos podem ser decorrentes de fatores genéticos, traumas e 

procedimentos cirúrgicos, e em muitas situações, existe a necessidade de métodos 

coadjuvantes para auxiliar o processo de reparo ósseo (SANTOS et al., 2019). 

Diversos materiais tem sido usados para estimular a osteogênese ou até mesmo 

guiar ou direcionar o processo de consolidação óssea (MARTINEZ; PINHEIRO; 

RAMALHO, 2008; PINHEIRO et al., 2013; PINHEIRO et al., 2014; SOARES et al., 

2015).  

O tratamento considerado padrão-ouro no processo de reparação óssea 

corresponde aos enxertos ósseos autólogos, baseado no enxerto de fragmentos 

ósseos próprios, metais como as ligas de titânio e as biocerâmicas. O enxerto 

autólogo apresenta células osteogênicas e fatores osteoindutores essenciais que 

estão presentes no osso humano, o que constitui sua principal vantagem. No 

entanto, existem desvantagens, dentre elas, a dificuldade de obtenção do material, a 

quantidade reduzida e alta morbidade do paciente. Assim, torna-se necessário o 

desenvolvimento e o uso de outros materiais (SALGADO; COUTINHO; REIS, 2004). 

A regeneração óssea guiada (ROG) funciona como uma barreira por meio de 

membranas restauráveis ou não, sintéticas ou biológicas, impedindo migração dos 

tecidos moles sobre o tecido ósseo (CHEN; JIN, 2010; TOBITA; MIZUNO, 2010; 

PINHEIRO et al., 2011; CHANG et al., 2015; COSTA et al., 2016). 

O uso da ROG associada ao uso de biomateriais é considerado benéfico para 

o reparo ósseo e, atualmente, têm-se buscado substâncias que possam ser 

utilizadas em engenharia de tecidos para o desenvolvimento de biomateriais para 

serem aplicados no processo de renovação e recuperação óssea (HENDOW et al., 

2016).  

Os biomateriais são definidos como compostos de origem natural ou sintética, 

que podem substituir, de forma transitória ou permanente diversos tecidos, que 
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constituem os órgãos dos seres vivos, estimulando reações químicas e biológicas 

favoráveis às suas funções (CARVALHO et al., 2004). Devem ser utilizados para a 

difusão de nutrientes, fatores de crescimento e outros agentes biologicamente ativos 

no domínio da regeneração de tecidos e apresentar combinação de moléculas de 

sinalização celular e andaimes para aumentar a capacidade de regeneração da 

articulação natural e restaurar a estrutura e função saudável (RATNER; BRYANT, 

2004; GUASTALDI; APARECIDA, 2010). 

O conhecimento das propriedades mecânicas, físicas e químicas do material 

a ser usado para a fabricação do biomaterial é de fundamental importância, visto 

que, as membranas são usadas para criar um microambiente favorável de reparação 

de cartilagem articular (VLEGGEERT-LANKAMP et al., 2007).  

As membranas utilizadas para a realização da ROG podem ser classificadas 

em não absorvíveis ou absorvíveis. A membrana deve ser biocompatível, inerte, 

semipermeável, mecanicamente resistente, esterilizável, não alergênica e não 

carcinogênica (JAKUS; SHAPIRO; HALL, 2008). Um material biocompatível é aquele 

que causa menor rejeição pelo tecido vivo contribuindo para adesão e a migração de 

células dentro das suas estruturas em relação aos polímeros sintéticos, além de 

apresentarem menor custo (LI et al., 2015). 

As biocerâmicas à base de fosfato de cálcio são as mais usadas como 

substitutos ósseos, podendo ser fabricadas em diferentes composições e formas. 

Elas podem ser usadas sozinhas ou em associação com uso de uma membrana 

(ROG) (PINHEIRO et al., 2011; PINHEIRO et al., 2014).  

A biocompatibilidade, a bioatividade e as características de osteocondução 

são as propriedades mais importantes das biocerâmicas à base de fosfato de cálcio, 

das quais, as mais usadas são a hidroxiapatita (HA) e o ß-fosfato tricálcico (ß-TCP). 

A HA é estável no fluido corporal, já o ß-TCP é muito solúvel. A dissolução é uma 

característica fundamental para a absorção/incorporação de materiais utilizados 

como substitutos ósseos. A dissolução da HA no corpo humano após o enxerto é 

baixa para alcançar os resultados desejados na neoformação óssea. Alterando-se 

sua composição (como a adição de ß-TCP) e seu método de fabricação, poderia ser 

modificada a velocidade de reabsorção da HA, que pode indicar uma otimização da 

incorporação do implante pelo organismo (STEIN; SILVA; SILVA, 2009). 

Os compostos de colágeno, por correspoder a um componente orgânico do 

osso, apresentam-se como substância osteocondutora (BHAKTA et al., 2013). O 
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colágeno é um biomaterial com várias vantagens em virtude de sua baixa 

citotoxicidade, biocompatibilidade e pouca antigenicidade (ROCHA; GOISSIS; 

ROSSI, 2002). 

A norbixina (C24H2804) é um produto extraído das sementes de urucum (Fig. 

3), da qual obtém-se polímeros biodegradáveis e biocompatíveis (MAGESTE et al., 

2012).  

Monte et al., (2016) realizou um estudo in vivo, em ratos, para determinar o 

potencial genotóxico da membrana de colagéno, norbixina e poliestireno onde 

puderam demonstrar o efeito não citotóxico da mesma, evidenciando assim a 

segurança para a sua aplicabilidade in vivo. 

Estudos tem demonstrado efeitos positivos do uso de polímeros derivados do 

urucum, como aumento do processo cicatricial da pele (CAPELLA et al., 2016); 

propriedades antioxidantes.  
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Figura 3- Fotografia de sementes de urucum

 
Fonte: Fabri e Teramoto, 2015 

 

4.4 Aplicação da fotobiomodulação no reparo ósseo 

 

 A modulação de processos biológicos vem sendo usada a partir de 

intervenções com a fototerapia, sendo denominado atualmente como 

fotobiomodulação (FBM) (HASLERUD et al., 2017). A fotobiomodulação constitui o 

efeito da luz sobre processos moleculares e bioquímicos que normalmente ocorrem 

nos tecidos, como, por exemplo, na cicatrização de feridas e no reparo ósseo 

(PINHEIRO; BRUGNERA JUNIOR; ZANIN, 2010). 

A FBM consiste na aplicação de luz utilizando-se um equipamento de laser ou 

diodo emissor de luz e vem sendo utilizada para reabilitação de lesões, promoção da 

regeneração tecidual, redução da inflamação e o alívio da dor em geral (HUANG et 

al., 2009). 

O laser exerce efeitos sobre as reações celulares, tais como, aumento da 

síntese de adenosina trifosfato (ATP), transporte de elétrons e redução do pH celular 

(KARU,1989; CAMERON et al.,1999) e estas alterações nas membranas celulares e 

bioquímicas podem aumentar a atividade de macrófagos, fibroblastos, linfócitos 

(PASSARELLA et al.,1985; YOUNG et al.,1989), sintese de DNA, aumento na 

deposição de cálcio e da função das células de periósteo (YAMADA,1991), além de, 

aumento de osteoblastos e da função dos osteócitos e melhora da 

neovascularização (MANDAIR; MORRIS, 2011).  

Estudos in vitro com células osteoblásticas demostraram que a FBM com 

laser é capaz de aumentar a atividade mitocondrial, a síntese de DNA e RNA 

(OLIVEIRA et al., 2018), a expressão do gene de osteopontina e a atividade da 

fosfatase alcalina (ALP) (YAIOTA et al., 2000).  
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Oliveira et al., (2012), em estudo comparativo com objetivo de comparar a 

fotobiomodulação com laser e ultrassom no reparo ósseo associado ao uso de um 

suporte (arcabouço) de biosilicato, por meio de análise histológica e morfométrica, 

evidenciaram que a FBM com laser não foi capaz de melhorar as propriedades 

bioativas dos arcabouços de biosilicato. No entanto, ao ser usado isoladamente, o 

laser este estimulou a neoformação óssea. 

De Oliveira et al., (2018), em estudo com objetivo de avaliar os efeitos do 

laser na cicatrização de defeitos ósseos enxertados por biomateriais de origem 

xenogênica, aloplástica e coágulos, concluíram que a FBM melhorou o potencial 

osteocondutor dos enxertos. 

Análises, por meio da Espectroscopia Raman, do processo de reparação 

óssea em fraturas fotobiomoduladas com laser associado ao uso de biomaterial, 

demonstraram que a FBM aumentou a cicatrização óssea independente da 

presença do biomaterial (SOARES et al., 2013), a proliferação dos osteoblastos, a 

deposição de colágeno, o aumento da deposição de hidroxiapatita de cálcio e a 

neoformação óssea (PINHEIRO et al., 2013; PINHEIRO et al., 2014). 

Os mecanismos biológicos envolvidos na melhora do crescimento do tecido 

ósseo irradiado por laser ainda não são claramente entendidos. Apesar do sucesso 

observado em vários estudos, com diferentes fontes de luz, por meio de modelos 

diversos, o conhecimento do processo de regeneração óssea e interações de luz 

ainda é limitado. Alguns autores sugerem que o comprimento de onda próximo do 

infravermelho é o mais adequado para a reparação de osso, devido à sua maior 

profundidade de penetração no tecido ósseo quando comparado à luz visível 

(PINHEIRO; GERBI, 2006; PINHEIRO et al., 2013; PINHEIRO et al., 2014).  

O êxito da terapia depende da aplicação adequada de todos os parâmetros, o 

que inclui comprimento de onda, densidade de energia, tempo de aplicação, 

densidade de potência e potência (BELANGER, 2012). A dosagem empregada no 

tecido para ação terapêutica localiza-se entre 1 a 6 J/cm2, na qual a densidade de 

energia usada para regeneração tecidual é de 3 a 6 J/cm2 (AGNES, 2011). 

Altas densidades de energia e tempos prolongados de exposição podem inibir 

as respostas biológicas (CHUANG et al., 2012). Pacheco et al., (2013), 

demonstraram que densidades de energia de 90 e 150 J/cm2 não estimulam a 

produção de células osteoblásticas e a fosfatase alcalina.  
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Os diodos emissores de luz (LEDs) são dispositivos semicondutores de 

estado sólido que tem a capacidade de transformar a corrente elétrica em espectro 

estreito de luz incoerente, apresenta vários comprimentos de onda, que variam de 

radiação ultravioleta (UV), para visível, até próximo do infravermelho (IV) (PINHEIRO 

et al., 2012). 

A emissão de luz do LED é diferente dos lasers, que produzem emissão 

estimulada e amplificada de radiação (WHELAN; BUCHMANN, DHOKALIA, 2003). 

Inicialmente, se atribuía os efeitos do laser à coerência, mas foi mostrado que fontes 

não coerentes como os LEDs também alcançavam resultados semelhantes (KARU 

et al., 2008). O laser irradia fotons de maneira coerente e colimada, já a luz emitida 

pelo LED é não coerente e não colimada (MATTOS et al., 2015). 

Evidências científicas demonstram que a FBM com LED ocasiona efeitos 

biológicos similares ao laser, no entanto, a forma das ondas eletromagnéticas 

formadas são diferentes (TAKHTFOOLADI et al., 2015). A fotobiomodulação com 

laser e LED exercem efeitos biomoduladores do espectro visíveis da luz, produzido 

espécies reativas de oxigênio (ERO) ou fotoestimulando grupos flavinas ligadas à 

cadeia de transporte de elétrons mitocondriais desidrogenase dinucleotídeo adenina 

nicotinamida (NADH) (HUANG et al., 2009). 

Os LEDs usados na FBM são os que emitem luz visivel, ou próximo do 

infravermelho e têm demontrado eficácia na proliferação celular, na síntese de 

colágeno, fibroblasto e angiogênese (NASCIMENTO et al., 2019). A 

fotobiomodulação por LED depende de aspectos como comprimento de onda, 

densidade de energia, potência, modo de emissão, tempo, além de parâmetros 

clínicos como número de pontos irradiados, modo de aplicação, área tecidual 

irradiada e tempo de tratamento (LIMA; SÉRGIO; FONSECA, 2019). 

Pesquisas in vitro e in vivo, com diferentes comprimentos de onda 

demonstraram a influência da terapia com LED na reparação de tecidos e sugerem 

que os efeitos do LED sejam semelhantes ao laser (VINCK et al., 2005; WEISS et 

al., 2005; DESMET et al., 2006; HIGUCHI et al., 2007). 

Nesse sentido, os LEDs apresentam grande potencial de ação e podem 

exercer uma boa relação custo benefício. A terapia com LED aumenta a síntese de 

RNA, DNA e ATP, maior proliferação celular, aumento na produção de fibroblastos e 

síntese de colágeno (KARU; KOLIAKOV, 2005). 
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Estudos recentes mostram que a fotobiomodulação com LED acelerou o 

processo de reparo ósseo, com neoformação óssea, presença de trabeculado ósseo 

e aumento na deposição de colágeno (PINHEIRO et al., 2012; SOARES et al., 2015; 

OLIVEIRA et al., 2016). Essas características são observadas em diversos estudos 

onde foi utilizada a FBM laser com parâmetros semelhantes e métodos de avaliação 

que incluíram a análise histológica por microscopia de luz e espectroscopia Raman 

(MARTINEZ; PINHEIRO; RAMALHO, 2008; PINHEIRO et al., 2009; 2010; 2011; 

2012; 2013). É possível que o mecanismo envolvido no reparo ósseo usando laser e 

LED seja similar, com a absorção da luz pelo citocromo-C oxidase presente na 

membrana mitocondrial (WEISS, 2005; AL-WATBAN; ANDRES, 2006).  

Estudo realizado com objetivo de comparar dois espectros de irradiação com 

laser e LED, na proliferação e diferenciação de osteoblastos, demonstrou que 

ambos modulam o metabolismo dos osteoblastos humanos, com aumento dessa 

proliferação por mecanismo dependente ou não da ativação de sinais extracelulares 

(ERK) e marcadores de diferenciação osteogênica. O LED aumenta a expressão de 

colágeno do tipo I, e incrementa a síntese de RNA, em diferentes doses, já o laser 

aumenta a mineralização dependendo da dose e do tempo (OLIVEIRA et al., 2016).  

Diamantino et al., (2017), em estudo com objetivo de analisar a eficácia do 

LED com comprimento de onda de 945 nm no reparo ósseo de ratos diabéticos e 

não diabéticos, pela análise por Espectroscopia de Fluorescência de Raios- X por 

energia dispersiva (EDX), Microscopia Eletrônica de varredura (MEV), análise 

histomorfométrica e densitometria óssea verificaram que a terapia com LED 

influenciou positivamente a formação óssea nos estágios iniciais do reparo ósseo, 

sem causar mudanças na densidade óptica e volume de tecido nas fases finais. Ao 

final do estudo não foi observada influência da terapia com LED na porcentagem de 

cálcio ou fósforo, razão Ca / P. 

A fotobiomodulação com LED representa uma alternativa segura no processo 

de reparo tecidual, mas os efeitos biológicos, usos clínicos de diferentes tipos de 

comprimento de onda não estão bem caracterizados (MAMALIS; GARCHA; JAGDE, 

2015). Não existem protocolos definidos com parâmetros terapêuticos do LED. 

Novas pesquisas são necessárias para se determinar a fluência de luz, potência, 

densidade de energia, comprimento de onda e analisar os efeitos da interação da luz 

LED com os tecidos (SACONO et al., 2008). 
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4.5 Biomodulação e biomateriais 

 

A Regeneração óssea guiada (ROG) tem eficácia de regeneração limitada em 

defeitos com reabsorção óssea vertical (PINHEIRO et al., 2011), o que justifica o uso 

dessa terapia associados à terapia de fotobiomodulação (GERBI et al., 2018). 

O uso de biomateriais para melhorar a capacidade do organismo e promover 

o reparo ósseo é bem fundamentado na literatura (PINHEIRO et al., 2011; BHAKTA, 

2013; MAIA FILHO et al., 2013; MAIA FILHO et al., 2014). Várias pesquisas, com 

modelos animais, já comprovaram que o uso da FBM laser associada ou não ao uso 

de diferentes tipos de biomateriais aumenta a cicatrização óssea (LOPES et al., 

2005; LOPES et al., 2007; LOPES et al., 2010; PINHEIRO et al., 2013; SOARES et 

al., 2013; ALVES et al., 2018), assim como a FBM LED (PINHEIRO et al., 2014; 

SOARES et al., 2014; SOARES et al., 2015; PINHEIRO et al., 2017; PINHEIRO et 

al., 2018). 

Estudo realizado com sessenta ratos Wistar, divididos em 4 grupos, com 

objetivo de avaliar os efeitos histológicos do laser associada a enxertos autógenos 

de osso sobre a regeneração de defeitos ósseos, usando FBM laser com 

comprimento de onda (λ) 830 nm; área do feixe (Ф)= 0.5 cm²; densidade de energia 

de 10 J/cm²; e potência de 50 mW, divididos em quatro pontos, aplicado em dias 

alternados, mostrou remodelação óssea quantitativa e qualitativamente mais 

evidente nos grupos fotobiomodulados e nos fotobiomodulados associados com 

enxerto ósseo (WEBER et al., 2006). 

Pinheiro et al., (2009), em estudo para avaliar o efeito de fotobiomodulação do 

laser infravermelho sobre a incorporação de hidroxiapatita (HA; ~960 cm-1) e a 

qualidade do tecido ósseo neoformado ao redor de implantes dentários, através de 

espectroscopia Raman e Microscopia de Varredura (MEV), respectivamente, 

evidenciaram aumento significante na concentração de hidroxiapatita entre os 

espécimes do grupo fotobiomodulado (λ) 830nm (sete sessões a cada 48 horas de 

intervalo, 21,5 J/cm² por ponto, 10 mW, Ф = 0.0028 cm2, 86 J por sessão) e do grupo 

controle nos 30 e 45 dias após as cirurgias. 

Martinez, Pinheiro, Ramalho (2008), avaliaram, histologicamente, o efeito do 

laser no processo de reparo ósseo de defeitos criados em fêmur de ratos Wistar 

albinus tratados ou não com proteínas ósseas morfogenéticas (POM) e membranas 
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bovinas orgânicas (MBO). A FBM com laser (λ830 nm, 40 mW, Ф = 0,6mm) totalizou 

16J por sessão, em períodos de 15, 21 e 30 dias. Os grupos fotobiomodulados 

apresentaram um incremento na deposição de fibras colágenas (15 e 21 dias), 

aumento do osso trabeculado bem organizado no final do período experimental de 

30 dias, evidenciando-que o uso de POMs e MBO possuem um efeito sinérgico aos 

efeitos fotobiomoduladores do laser no processo de reparo ósseo. 

Pinheiro et al., (2012), analisaram histologicamente e morfometricamente, o 

uso do LED em defeitos ósseos de ratos tratados com mineral trióxido agregado 

(MTA), POMs e ROG com os parâmetros (λ850 ± 10 nm, 150 mW, Φ = 0,5 cm2, 

densidade de energia de 16 J/cm2, dose total do tratamento de 112 J/cm2) com 

aplicações repetidas a cada 48 horas. O uso do LED reduziu drasticamente a 

inflamação, quando usado sozinho, no entanto, a sua utilização em associação com 

MTA e/ou POM/ROG aumentou a gravidade da reação inflamatória. Quanto à 

reabsorção óssea, um resultado menos significativo foi visto quando a luz LED foi 

associada com o MTA/POM/ROG. Já em relação à deposição de colágeno e 

neoformação óssea foi observado aumento quando a luz LED foi associada com a 

MTA/POM. 

Pinheiro et al., (2013), avaliaram, por meio da espectroscopia Raman, o 

reparo de fraturas tratadas com miniimplantes associadas ou não com  laser 

infravermelho (λ780nm, 50mW, 16J/cm2, φ= 0,05 cm2, emissão contínua); e enxerto 

de fosfocerâmica Bifásica e β-trifosfato de cálcio e ROG. A espectroscopia Raman 

mostrou diferenças significativas entre os grupos (p < 0,001). Os grupos FBM com 

laser e tratados com a cerâmica apresentaram um aumento da proliferação 

osteoblástica, deposição de colágeno, incremento na deposição e neoformação 

óssea quando comparado ao grupo não irradiado. Em conclusão, os resultados da 

investigação foram clinicamente importantes, pois a análise espectral do 

componente ósseo (~958 cm-1) evidenciou aumento dos níveis de HA em locais 

fraturados usando a associação da luz de laser a um enxerto de cerâmica. 

O uso do laser com comprimento de onda de 780 nm, densidade de energia 

de 5 J/cm2, associado ao uso de biomaterial em defeito ósseo de ratos demonstrou 

neoformação óssea e deposição de colágeno em estágio mais avançado de 

maturação óssea (SOARES et al., 2013). 

Soares et al., (2014) e Pinheiro et al., (2017) realizaram estudos semelhantes 

com objetivo de comparar a influência da FBM Laser e LED no reparo de defeitos 



32 
 

ósseos cirúrgicos enxertados com hidroxiapatita (HA) microgranular sintética mais 

fosfato de beta-tricálcio (FBT), pela análise Raman. Soares et al., (2014), 

evidenciaram que o uso do LED promove melhor reparação óssea ao se avaliar 

componentes orgânicos e inorgânicos do osso, nos defeitos ósseos sem o 

biomaterial. 

Pinheiro et al., (2017), concluíram que o biomaterial é capaz de estimular a 

produção da nova matriz óssea, mas ao associá-lo com a fototerapia LED, esta 

passa a inibir a formação da matriz óssea. Os autores afirmam que ao se avaliar os 

resultados nos grupos enxertados com HA, a reparação foi maior nos grupos 

irradiados por laser. 

Soares et al., (2015), em estudo com objetivo de avaliar, histologicamente, o 

efeito da associação de HA com LED no reparo ósseo de fêmur de ratos, mostraram 

que a FBM com LED foi eficaz na modulação positiva do processo de reparação 

óssea, independente do uso de biomaterial. 

Pinheiro et al., (2018), em estudo com análise por espectroscopia Raman, 

com objetivo de avaliar o reparo de fraturas de tíbias de coelho tratadas com 

osteossíntese com fio e uso ou não de laser ou LED e MTA, evidenciaram que, a 

FBM laser e LED associados ao MTA, foram eficazes no reparo, aumentando a 

síntese de colágeno, criando um arcabouço de carbonato de cálcio e a subsequente 

deposição de hidroxiapatita. 

Santos et al., (2019), em estudo com o objetivo de analisar a regeneração em 

defeitos ósseos com membrana de colágeno e elastina fotobiomodulados com laser, 

observaram o efeito bioestimulador no recrutamento, proliferação e diferenciação 

das células ósseas e o efeito biomodulador na remodelação óssea. Ao combinar o 

laser com membrana de colágeno e elastina, observaram aumento do volume 

ósseo. 

Apesar do crescimento das aplicações bem sucedidas da FBM com LED em 

diversas áreas, seu uso no reparo ósseo e associado a enxerto de biomateriais 

precisa ser mais estudado (PINHEIRO et al., 2012; 2013).  

 

No quadro 1, encontram-se relacionados alguns estudos que utilizam a 

fototerapia associada à biomateriais como método auxiliar no processo de reparo 

ósseo. 
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Quadro 1 - Estado da arte do efeito da fotobiomodulação e biomateriais no processo de 
reparo ósseo em modelo animal. 

Autor (ano) Fototerapia (nm) /biomaterial Dosimetria Efeito 

Martinez, (2008) LBI (830) + POM + MBO 
P= 0,04 W 

DE= 4 
J/cm2 + 

Pinheiro et al., 
(2009) 

LBI (830) + HA 
P= 0,07 W 

DE= 5 
J/cm2 + 

Pinheiro et al., 
(2012) 

LED (850)+MTA/POM 
P= 0,15 W DE= 16 J/cm2 + 

Pinheiro et al., 
(2013) 

LBI (780) + cerâmica bifásica 
P= 0,07 W DE= 5 J/cm2 + 

Pinheiro et al., 
(2014) LBI (780)/LED(850)+ HA+FBT DE= 5 J/cm2 + 

Soares et al., (2013) LBI (780) + HA 
P= 0,07 W DE= 5 J/cm2 + 

Soares et al., (2014) LBI (780)/LED(850)+ HA+FBT 
P= 0,07/0,15 W 

DE= 5 
J/cm2 

 
+ 

Soares et al., (2015) LED (850) + HA + (ß-TCP). 
P= 0,15 W DE= 20 J/cm2 + 

Pinheiro et al., 
(2017) 

LBI (780)/ LED (850) + HA + FBT. 
P=0,7/0,15 W DE= 5,1 J/cm2 + 

Gerbi et al., (2018) 

AsGaAl (830) 
P= 0,4 W 

Membrana biológica bovina 
Proteínas ósseas morfogenéticas (POM) 

DE= 6 
J/cm2 + 

Alves et al., (2018) 
AsGaAl (780nm) 

P= 0,6 W 
MPSCN 

DE= 6 
J/cm2 

Laser + 
Laser/ 

MPSCN - 

Oliveira et al., (2018) 

AsGaAl (880nm) 
P= 0,6 W 

biomateriais de origem xenogênica, 
aloplástica e coágulos 

DE=4 
J/cm2 

+ 
 

Pinheiro et al., 
(2018) 

LBI (780)/LED(850)+ MTA 
P=0,7/0,15 W 

 

DE=5,1 
J/cm2 + 

Santos et al., (2019) 
AsGaAl (930nm) 

P= 0,1 W 
Membrana de colágeno e elastina 

DE= 4 
J/cm2 + 

Legenda: POM (proteínas morfogenéticas); MBO (membranas bovinas orgânicas); HA (hidroxiapatita); MTA 
(mineral trrióxido agregado); FBT (fosfato beta-tricálcico); AsGaAl (arseneto de gálio alumínio); MPSCN 
(membrana de poliestireno, colágeno e norbixina); LBI (laser de baixa intensidade); DE (densidade de energia); 
LED (diodo emissor de luz). 
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4.6 Espectroscopia Raman  

 

A qualidade da cicatrização do reparo ósseo pode ser avaliada de diferentes 

maneiras, além das técnicas tradicionais como histopatologia, morfometria, 

microscopia eletrônica de varredura, Raio-X e tomografia, atualmente, também pode 

ser utilizada a Espectroscopia Raman. 

A Espectroscopia Raman foi demonstrada experimentalmente criada por 

Chandrasekhara Venkata Raman, na Índia em 1928, pela observação do efeito 

Raman, processo fundamental de troca de energia entre a luz e a matéria. Constitui 

uma técnica de natureza vibracional e vem sendo amplamente usada para avaliar 

componentes minerais e da matriz de colágeno do osso, podendo ser usada para 

medidas não-invasivas em animais vivos (MANDAIR; MORRIS, 2015). 

As posições dos picos geradas pelos espectros da espectroscopia Raman 

refletem a variação de energia da luz laser dispersa medida que interage com 

subunidades moleculares específicas dentro da amostra e a intensidade de 

dispersão dos picos é proporcional à prevalência da subunidade. A impressão digital 

do material é gerada com informações quantitativas da composição da amostra. As 

propriedades físico-químicas do tecido ósseo com resolução menor do que 5 µm são 

detectadas pela Espectroscopia Raman identificando características microscópicas 

(LANE et al., 2006). 

Informações química e estrutural sobre colágeno são identificadas no 

espectro do osso (MANDAIR; MORRIS, 2015) com a apresentação sobre a espinha 

dorsal do peptídeo de colágeno nas bandas (1666 - 1667 cm -1), que corresponde à 

amida I e (1247 - 1248 cm-1) equivalente amida III (1247 - 1248 cm-1) (BARTH; 

ZSCHERP, 2002). 

 A espectroscopia Raman foi aplicada anteriormente em um estudo sobre 

reparo ósseo com fotobiomodulação com laser ou LED, associados ao uso de 

hidroxiapatita + fosfato de Beta-tricálcio. Os picos avaliados foram 854/881 cm-1 

(colágeno tipo II / colágeno do tipo I, relacionadas com a qualidade do colágeno e 

colágeno ligação cruzada), entre mineral e matriz: 960/854 cm-1 e 960/1454 cm-1 

(HA, relacionada com a quantidade de mineralização relacionado com a matriz do 

colagénio), e composição óssea: 1070/960 cm-1 e 1070/1077 cm-1 e as posições e 

largura de banda de 960 cm-1 (maturação óssea / HA cristalinidade). A gradual 
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deposição de HA evidenciou os melhores resultados na consolidação óssea 

(PINHEIRO et al., 2014). 

 Além de avaliar a neoformação óssea, a espectroscopia Raman permite 

avaliar a resistência e as propriedades mecânicas do osso, por meio dos picos 

Raman referentes aos diversos constituintes da matriz orgânica e conteúdo 

inorgânico do osso. A resistência depende da quantidade de mineralização e do 

grau de cristalinidade, da distribuição ótima dos diferentes tamanhos e formas dos 

cristais (MANDAIR; MORRIS, 2015). O pico Raman mais usado para verificar a 

cristalinidade mineral é a banda primária do fosfato em torno de ~960 cm-1 (AKKUS; 

ADAR; SCHAFFLER, 2004; AWONUSI; MORRIS, TECKLENBURG, 2007).  

A maturidade mineral e o índice de cristalinidade são critérios usados para 

avaliação da qualidade óssea. A maturidade corresponde à transformação 

progressiva da superfície imatura e um uma estrutura de apatita madura e estável, 

uma vez que, o índice de cristalinidade mineral está relacionado ao tamanho e aos 

tipos de hidroxiapatita (FARLAY; PANCZER; REY, 2010). O pico Raman ~960 cm-1 

refere-se à hidroxiapatita fosfatada, enquanto o pico ~1070 cm-1 refere-se à 

substituição do fosfato pelo carbonato na molécula da hidroxiapatita. 

 

4.7 Microscopia eletrônica de varredura (MEV)  

 

A microscopia eletrônica de varredura (MEV) é um método que fornece 

rapidamente informações sobre a morfologia e a identificação de elementos 

químicos de uma amostra sólida. A principal razão de sua utilidade é a alta 

resolução que pode ser obtida quando as amostras são observadas (DEDAVID; 

GOMES; MACHADO, 2007).  

A análise por MEV permite a visualização de imagens com alta ampliação (até 

300.000 X) e resolução, possibilitando a observação e o registro de imagens 

tridimensionais (PICON et al., 2006). 

Pesquisas demonstraram a capacidade da análise por MEV em observar 

arquitetura óssea, a neoformação óssea em casos de maturação e reparação 

(LOPES et al., 2007; CRUZ et al., 2007). 

Estudo realizado com o objetivo de avaliar as quantidades de cálcio (Ca) e 

fósforo (P) por espectroscopia de dispersão de energia (EDS) em três pontos 

distintos usando o MEV como instrumento de análise para o tecido ósseo em três 
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grupos experimentais: controle (procedimento de cirurgia sem implante de 

cerâmica), grupo implantes Al2O3 não revestidos e grupo implantes Al2O3 revestido 

com apatita revelou maiores níveis de Ca e P nos grupos que foram aplicados 

cerâmica associada à hidroxiapatita. As micrografias obtidas por MEV da superfície 

do implante cerâmico com o osso após 30 dias da cirurgia evidenciaram uma área 

mais homogênea no grupo cerâmica+hidroxiapatita do que nos outros tratamentos, 

onde pôde ser notado um aspecto de osso compacto e sem o relevo do material 

implantado (MAIA FILHO et al., 2013). 

Alves et al., (2018), evidenciaram, em estudo de reparação óssea em calvária 

de ratos, por análise MEV e histológica, que a fotobiomodulação com LBI diminuiu o 

processo inflamatório e melhorou a resposta biológica do tecido ósseo, estimulando 

a deposição de osso recém-formado no local da lesão. 

Santos et al., (2019), concluíram por análise histológica e MEV que o 

protocolo de biomodulação com laser foi capaz de acelerar a regeneração óssea em 

defeitos em fêmur de ratos, principalmente quando associado ao biomaterial 

polimérico.  
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5 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

A metodologia empregada neste estudo foi dividida em etapas e o fluxograma 

abaixo sumariza as etapas metodológicas adotadas nesta tese. (Fig.4) 
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Figura 4- Fluxograma das etapas realizadas na pesquisa. 

 

Fonte: Autor. 
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5.1 Delineamento do estudo e Aspectos Éticos 

 

Tratou-se de um estudo experimental, com abordagem quantitativa/qualitativa 

com o objetivo de verificar in vivo o processo de reparação óssea guiada pela 

MPNSC quando fotobiomodulada por LED.  

O protocolo de pesquisa foi submetido à análise e aprovado pela Comissão 

de Ética em Pesquisa Animal (CEUA) da Universidade Estadual do Piauí (UESPI), 

sob o número de protocolo 08649/2016 (ANEXO A). 

 

5.2 Local do Estudo 

 

O estudo foi desenvolvido no Laboratório de Cirurgia Experimental do Núcleo 

de Biotecnologia e Biodiversidade da Universidade Estadual do Piauí (NPBIO- 

UESPI). 

 

5.3 Amostra 

 

No estudo foram usados 40 ratos machos wistar (Rattus novergicus, albinus), 

com peso entre 300 e 350g, clinicamente sadios, obtidos no Biotério Núcleo de 

Biotecnologia e Biodiversidade da Universidade Estadual do Piauí (NPBIO- UESPI). 

Os animais foram mantidos em espaço acusticamente isolado, dentro de gaiolas de 

polipropileno, com ração e água ad libitum, em condições adequadas de 

temperatura (19 ºC) e com luz (ciclo de 12h de ciclo claro-escuro). Todas as 

recomendações do Comitê de ética em pesquisa animal foram obedecidas, no que 

diz respeito ao conforto e bem-estar dos animais. 

 

5.4 Grupos experimentais  

 

Os 40 animais foram aleatoriamente divididos em quatro grupos, cada um 

contendo 10 ratos, em dois períodos de tempo de eutanásia (15 e 30 dias) (Quadro 

2). 
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Foram divididos em C (controle - defeito ósseo e sem membrana), M (defeito 

ósseo e membrana), LED (defeito ósseo estimulado com LED), MLED (defeito 

ósseo, LED e membrana). Cada grupo contou com 10 animais, onde 5 foram 

eutanasiados com 15 dias e 5 com 30 dias de tratamento (Quadro 2).  

 

Quadro 2 - Distribuição dos grupos do estudo 
Grupo Membrana LED Eutanásia (dia) N 

C - - 15 e 30 10 

M X - 15 e 30 10 

LED - X 15 e 30 10 

MLED X X 15 e 30 10 
Grupo C- Controle; Grupo M - Defeito e membrana; Grupo LED - 
Defeito e LED; Grupo MLED- Defeito, membrana e LED. 

 

5.5 Obtenção da Membrana 

 

A membrana de poliestireno, colágeno e norbixina (MPSCN) (Fig.5), utilizada 

no presente estudo, foi obtida em parceria com pesquisadores do Mestrado em 

Ciências de Materiais do Instituto Federal do Piauí (IFPI). As características de 

produção da membrana foram previamente descritas por Alves et al. (2018). 

 

Figura 5- Amostras da Membrana de Poliestireno, Colágeno e Norbixina (MPSCN) utilizada 
no estudo. 

 

Fonte: Alves et al., 2018 

 

5.6 Procedimento Cirúrgico 

 

Todos os animais receberam pré-tratamento, por via subcutânea, de atropina 

na dosagem de 0,04 mL para cada 100g de peso corpóreo, seguido de repouso de 

15 minutos para o procedimento anestésico. Por via intramuscular, foi administrado 

Ketalar (cloridrato de cetamina 10%; Instituto Biochimico Indústria Farmacêutica 

LTDA) com a dosagem de 0,1ml para cada 100g de peso corpóreo; Xilazin 
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(cloridrato de xilazina 2%; Syntec) com dose de 0,1mL para cada 100g de peso 

corpóreo, usando uma seringa de insulina de 1 m L para cada animal. 

Posteriormente ao procedimento anestésico, o animal foi posicionado em 

decúbito dorsal na prancha cirúrgica e realizado a tricotomia e limpeza da pele. Uma 

incisão de 0,5 cm na região occiptal foi realizada com tesoura cirúrgica seguida de 

divulsão com pinça Kelly (Fig. 6a). Logo após criou-se defeito crítico de 08 mm na 

calvária do rato (Fig. 6b) com uso de broca trefina (DSP Biomedical, Campo Largo, 

Paraná, Brasil).  

Em todos os animais dos grupos M e MLED, o fragmento da MPSCN foi 

colocado no local do defeito crítico. Os demais animais dos grupos C e LED não 

receberam membrana ou qualquer material no local do defeito crítico; e em todos os 

grupos, foi realizado a sutura com fio monofilamento de seda 4-0. 

Após o procedimento cirúrgico, os ratos foram mantidos em gaiolas de cinco 

animais. Durante os três primeiros dias do experimento, os animais receberam 

medicação analgésica (50 mg/kg de 12 em 12 horas de dipirona) (Ultrafarma, 

Teresina, Piauí, Brasil). 
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Figura 6- Sequência de fotos ilustrando o procedimento cirúrgico e implantação da MPSCN: 
Região tricotomizada e incisão na região occiptal (A); criação do defeito crítico com broca de 
trefina (B); defeito crítico (C); implantação da MPSCN (D); e sutura com fio seda (E). 

 

Fonte: Autor 

 

5.7 Protocolo de fotobiomodulação LED 

 

Foi utilizado um LED Protótipo cedido pelo laboratório IP&D/Centro de 

laserterapia e fotobiologia (CELAPO), com comprimento de onda de 945 nm, 

potência de 48 mW, área de colimador igual a 0,5 cm2 (Fig. 7). 

A fotobiomodulação LED, nos grupos LED e MLED, foi realizada sobre a 

incisão cirúrgica, perpendicularmente e em contato com a pele, em um único ponto 

(Fig. 8), imediatamente após a cirurgia, e em dias alternados após a cirurgia até a 

eutanásia.  A sonda foi protegida por uma película translúcida. Os parâmetros de 

biomodulação por LED estão descritos no Quadro 3. 

Anteriormente à fotobiomodulação dos animais, a potência do equipamento 

de LED foi aferida usando um medidor de potência (MODEL 13 PEM/J, MellesGriot, 

Holanda). O procedimento de fotobiomodulação obedeceu às recomendações de 

biossegurança para utilização de terapia fotobiomoduladora, com uso de óculos 

protetor opaco para o pesquisador.  

A B 
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Figura 7- Imagens ilustrativas do Protótipo de LED (945 nm) usado na 
pesquisa (A) e do colimador (B). 

 

Fonte: Autor  
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Figura 8- Imagens ilustrativas do ponto de aplicação da Fotobiomodulação com LED em 
defeito crítico de calvária de ratos (A) e aplicação do LED no defeito crítico da calvária de 
ratos (B). 

 

Fonte: Autor 

Quadro 3 - Parâmetros do equipamento de FBM utilizado. 
Parâmetros / Equipamento LED 
Registro da ANVISA N° - 
 
Comprimento de onda (nm)  

945+- 20 

SAEF 
 

3  

Energia (J) 6 
Potência de saída (mW) 48 
Potência de saída W) 0.048 
Frequência (Hz) Contínua 
Aplicação Contato 
Área do feixe (cm2) 0,04  
Densidade de Energia (J/cm2) 144 
Número de pontos  1  
Densidade de potência (W/cm2) 0,04 
Tempo de irradiação (s) por ponto (s) 150 

                        Legenda: *SAEF – potência x tempo de irradiação por ponto 
                         x número de pontos/ área total irradiada. 
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5.8 Eutanásia e distribuição das amostras 

 

Os animais foram eutanasiados, nos períodos de 15 e 30 dias, por excesso 

de anestesia (tionembutal sódico) (Ultrafarma, Teresina, Piauí, Brasil), de acordo 

com as orientações do Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA,1991). 

Uma amostra do tecido com o defeito ósseo foi dividida longitudinalmente, em duas 

partes. Metade das amostras foi encaminhada para a análise por Microscopia óptica 

e a outra metade para Espectroscopia Raman e MEV (Fig. 9). 

 

 

Figura 9- Organograma da amostra de tecido com defeito ósseo, dividido em partes 
encaminhadas para as diferentes técnicas de análise. 

 
Fonte: Autor 
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5.9 Análise histológica 

 

As amostras foram mantidas em solução de formol neutro a 10% por 48 

horas, e em solução de ácido fórmico 20% por 7 dias, para descalcificação. 

Posteriormente foram submetidas ao processo de desidratação em etanol (70-

100%), diafanização em xilol, e incluídas em parafina (CAPUTO, GITIRANA, 

MANSO, 2010). Após a obtenção dos blocos, foi realizado um corte longitudinal de 

05 micrômetros de espessura, que foram submetidos à coloração pela hematoxilina-

eosina (HE), para análise por microscopia de luz (Olympus, Opitical CoLtda, Tokyo, 

Japão, ampliação de x 31). As lâminas foram numeradas de acordo com o número 

do animal e subgrupo ao qual pertenciam. 

A análise descritiva foi feita por análise cega, por um patologista. Os 

parâmetros analisados no processo de reparo foram as alterações inflamatórias, 

grau de reparação e remodelação dos tecidos. 

 

5.10 Análise por microscopia eletrônica de varredura (MEV)  

 

As amostras foram submetidas ao processo de desidratação em etanol (10%, 

50%, 70%, 80% e 100%) por 10 minutos em cada etapa, em seguida submetidas ao 

processo de secagem em estufa a 60 ºC (DEDAVI, GOMES, MACHADO, 2007). 

Posteriormente, as amostras foram pulverizadas com uma fina camada de ouro na 

ordem de 2 mm em uma metalizadora à vácuo, (modelo K550X, EMITECH, MHz 

Electronics, Inc.) e analisadas no microscópio eletrônico de varredura (MEV EVO MA 

10, Carl STM Zeiss TM). As imagens foram capturadas com um aumento de 200´. 

 

5.11 Análise por Espectroscopia Raman  

 

Utilizou-se um sistema Raman (Bruker, modelo Senterra) acoplado a um 

detector (CCD-Charge Coupled Device), com radiação de excitação laser com 

comprimento de onda de 785 nm e objetiva de 40´. 

A coleta do sinal Raman foi realizada por um CCD e o registro feito 

computador, na qual a potência incidente na amostra era de 20 mW. Cada espectro 

foi obtido com 2 integrações de 10 segundos/cada (20 segundos por espectro). A 
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resolução espacial axial foi de 5 µm, e foi coletado um ponto na região cortical no 

interior do defeito ósseo em todos os grupos.  

Para ter um parâmetro para o controle positivo, no grupo controle, além do 

ponto na região cortical do defeito, foi coletado também um ponto na região cortical 

óssea normal. Após a coleta dos espectros, um ajuste polinomial de quarta ordem foi 

executado para cada espectro na região entre 900-1200 cm-1 e 2700-3500 cm-1para 

eliminar a fluorescência utilizando o software PeakFit (Systat Software, Inc.) e o 

programa Origin. Para identificar as modificações dos componentes minerais do 

osso formado realizou-se o cálculo da área do pico em 960 cm-1 para caracterizar 

alterações de componentes minerais de osso neoformado (ALVES et al., 2018).  

 

5.12 Análise estatística 

 

A análise dos dados descritivos foi feita por meio das médias mais ou menos 

desvio padrão. Para a comparação entre os grupos e inferência foi realizado o teste 

ANOVA seguido do teste de Bonferroni. O nível de significância foi de 5% (p < 0,05). 

Os resultados foram analisados e expostos em gráficos e tabelas no software 

estatístico GraphPadPrism 5.0 (Graphpad Software, Inc.). A análise histológica e 

análise das micrografias obtidas por MEV foram feitas apenas qualitativamente.  
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6 RESULTADOS 

 

6.1 Análise Histológica 

 

No primeiro intervalo experimental (15 dias), fibras colágenas são vistas ao 

longo dos defeitos experimentais, com trabéculas ósseas imaturas não lamelares, 

apenas nas extremidades do defeito cirúrgico. A espessura da calvária original não 

foi reestabelecida em nenhum grupo neste período. No grupo C (Fig. 10A) e M (Fig. 

10C), LED (Fig.11A) e MLED (Fig. 11C) observou-se neoformação óssea, com 

extensões variáveis. Nas amostras do grupo LED (Fig. 11A), a neoformação óssea 

ocorreu em direção ao centro da lesão. No grupo MLED (Fig.11C) ocorreu uma 

pequena formação de osso trabecular com distribuição irregular. 

Após 30 dias, observa-se que no grupo C (Fig. 10B) ocorreu neoformação 

óssea e no grupo M (Fig. 10D), remodelação óssea demonstrado pelo fechamento 

dos defeitos ósseos, no entanto, o tecido ósseo apresentava-se imaturo e lamelar, 

em ambos os grupos. No grupo LED (Fig. 11B) verificou-se um processo de 

remodelação óssea mais acentuado do que nos demais, no qual o defeito cirúrgico 

foi completamente preenchido por osso organizado e maduro. 

No grupo MLED (Fig. 11D), observou-se pequena quantidade de remodelação 

óssea, apresentando-se de maneira irregular e desorganizada sem fechamento do 

defeito cirúrgico. 
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Figura 10- Superfície óssea próxima ao local do defeito ósseo nos tempos experimentais de 
15 dias (A, C) e 30 dias (B,D). Fotomicrografias mostrando a aparência do tecido ósseo nos 
grupos C (controle) e M (membrana), para ambos os períodos, 15 e 30 dias. (coloração de 
hematoxilina e eosina; ampliação original × 40). IN, infiltrado inflamatório; IB, osso intacto; 
NF, osso neoformado; R, remodelação. As bordas do defeito ósseo foram delineadas para 
facilitar a identificação.  

 
                     Legenda: Osso intacto (IB); osso neoformado (NF); remodelação (R). 

Fonte: Autor 
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Figura 11- Superfície óssea próxima ao local do defeito ósseo nos tempos experimentais de 
15 dias (A, C) e 30 dias (B, D). Fotomicrografias mostrando a aparência do tecido ósseo nos 
grupos LED e MLED, para ambos os períodos, 15 e 30 dias. (coloração de hematoxilina e 
eosina; ampliação original × 40). IN, infiltrado inflamatório; IB, osso intacto; NF, osso 
neoformado; R, remodelação. As bordas do defeito ósseo foram delineadas para facilitar a 
identificação. 

 

                         Legenda: Osso intacto (IB); osso neoformado (NF); remodelação (R). 

Fonte: Autor 
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6.2 Análise por Microscopia Eletrônica 

 

A MPSCN, utilizada no presente estudo, apresenta superfície homogênea (Fig. 

12). Após 15 dias, no grupo controle (C) e membrana (M), as bordas do defeito 

ósseo são claramente observadas (Fig. 13A, Fig. 13C; setas) e a área da lesão 

apresenta-se delimitada e recoberta por tecido ósseo neoformado fino, de aspecto 

trabecular (Fig.13A, Fig.13C; asteriscos). Com 30 dias, a borda do defeito 

apresenta-se menor, porém ainda evidente (Fig. 13B, Fig. 13D; setas) e preenchida 

por tecido ósseo mais compacto (Fig. 13B, Fig. 13D; asteriscos).  

Os grupos LED (Fig. 14A, asteriscos) e MLED (Fig. 14C, asteriscos), com 15 

dias, mostraram superfície lisa na área da lesão com uma fina camada de osso 

depositada no defeito ósseo. No periodo de 30 dias, o grupo LED (Fig. 14B), 

apresentou osso mais compacto, fechando completamente a borda da lesão; já o 

MLED (Fig. 14D, setas) permaneceu com a borda da lesão evidente. 

 O processo de maturação óssea foi maior no grupo fotobiomodulado com 

LED quando comparado aos grupos C, M, e MLED, nos dois intervalos de tempo. 

Aos 30 dias, nos grupos C (Fig. 13B), M (Fig. 13D), e LED (Fig. 13B), a imagem 

MEV sugere que o tecido ósseo tem maior e melhor maturação em relação aos 

grupos de animais eutanasiados aos 15 dias com melhor tecido ósseo cortical e 

medular, delineado e menos poroso, com menor espaçamento entre as trabéculas.  
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Figura 12- Microscopia eletrônica de varredura da MPSCN. A: 60X; B: 1000X; C: 2000X 

 

Fonte: Autor 
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Figura 13- Micrografias eletrônicas de varredura da superfície óssea perto do local do 
defeito nos grupos C (controle) e M (membrana), nos tempos experimentais de 15 e 30 dias 
(ampliação ×200). As bordas do defeito ósseo (setas amarelas) e a área da lesão 
(asteriscos) ainda são visíveis. Após 15 dias, no grupo controle (C) e no grupo membrana 
(M) observam-se ainda as bordas do defeito ósseo (A, setas; C, setas); e a área da lesão (A, 
asteriscos; C, asteriscos). Após 30 dias, observou-se no controle (C) e membrana (M), uma 
superfície óssea compacta na área da lesão (B, asteriscos; D, asteriscos); e borda do 
defeito ósseo ainda visível (B, setas; D, setas). 
 

 
Fonte: Autor 
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Figura 14- Micrografias eletrônicas de varredura da superfície óssea perto do local do 
defeito ósseo nos grupos LED e MLED (membrana/LED), nos tempos experimentais de 15 e 
30 dias (ampliação ×200).  Com 15 dias a área da lesão (asteriscos), foi identificada no 
grupos LED e MLED (A, asteriscos; C, asteriscos) e a borda da lesão (A, setas; C, setas). 
Com 30 dias, uma camada de osso compacto foi identificada no grupo LED (B, asteriscos); 
e no grupo MLED é visível a área da lesão com uma fina camada de deposição óssea (D, 
asteriscos) e a borda da lesão permanece visível (D, setas). 
 

 

Fonte: Autor 

 

6.3 Análise por Espectroscopia Raman 

 

O conteúdo de HA do osso mostrou uma gradação clara com o aumento da 

área de fosfato na ordem B> LED> M> MLED> C por 15 dias (Fig. 15A) e B> LED> 

M> C> MLED por 30 dias (Fig. 15B). 

O grupo LED PBM apresentou a maior intensidade de pico (Figs. 16 A, B), 

próxima à intensidade de pico do osso cortical normal, nos dois períodos de 

avaliação; e os grupos C e MLED apresentaram as menores intensidades em 

comparação ao osso cortical normal (Figs. 16 A, B). 

A análise estatística dos dados do pico de fosfato no 15º dia mostrou uma 

área de pico significativamente maior no grupo LED PBM do que nos grupos C, M e 

MLED (p < 0,001) (Fig. 16A; Quadro 4). No entanto, não houve diferença estatística 
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entre as áreas dos grupos C e M; C e MLED; M e MLED (p > 0,05); (Fig. 16B; 

Quadro 4). A área integrada do grupo B foi estatisticamente superior a todos os 

outros grupos (p < 0,001); Fig. 16; Quadro 4). 

Após o período de 30 dias, foram observadas diferenças estatísticas 

significativas na área integrada do pico de fosfato entre o grupo C e os grupos LED 

(p < 0,001), M (p < 0,01) e B (p < 0,001) com menor área para o grupo C (Fig. 16B; 

Quadro 4). O grupo MLED apresentou uma área integrada estatisticamente menor 

que B e M (p < 0,001; Fig. 16B; Quadro 4). Grupos C e MLED; LED e M; LED e B 

mostraram áreas semelhantes do pico de fosfato entre si, sem diferenças 

estatísticas significativas (p > 0,05) (Fig. 16B, Quadro 4). 
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Figura 15- Espectros Raman dos defeitos do tecido ósseo nos grupos. Osso, B; controle, C; 
membrana, M ;LED, diodo emissor de luz FBM; e MLED, membrana + LED (A) após 15 dias 
(B) 30 dias. Espectros representativos mostrando o ν1-PO43− pico de vibração (958 cm− 1) 
dos grupos para ambos os períodos. 

 

 
Legenda: Osso intacto(B), Controle (C), Membrana (M), LED e Membrana + LED (MLED). 

Fonte: Autor 

 

Figura 16- Gráficos de barras dos desvios médios e padrão da área integrada do pico ν1-
PO4 3− pico vibracional (~ 958 cm− 1 ) entre grupos. Osso, B; controle, C; membrana, M; 
LED, diodo emissor de luz FBM; e MLED, membrana + LED: (A) após 15 dias (B) após 30 
dias.  

 

Legenda: Osso(B), Controle(C), Membrana(M), LED e Membrana + LED (MLED). 

Fonte: Autor 
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Quadro 4 - Análise estatística dos valores da área integrada dos espectros Raman 
relacionados ao componente fosfato ν1PO4 3 (~ 960 cm −1) entre os grupos experimentais 
após o 15º e 30º dia de tratamento comparados com LED 

Comparação entre grupos 15 dias 30dias 
C versus LED p<0,001 p<0.001 
C versus M ns p > 0.05 p<0.001 
C versus M LED ns p > 0.05 ns p > 0.05 
C versus B  p<0,001 p<0,001 
LED versus M p<0,001 ns p > 0.05 
LED versus MLED p<0,001 p<0,001 
LED versus B p<0,001 ns p > 0.05 
M versus MLED ns p > 0.05 p<0,001 
M versus B p<0,001 p<0,001 
MLED versus B p<0,001 p<0,001 

Legenda: Bone (Osso); Controle (C); Membrana( M); LED; e Membrana + 
LED (MLED). ns (não significativo). 

Fonte: Autor 
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7 DISCUSSÃO 

 

 O presente estudo avaliou por meio da Espectroscopia Raman, análise 

histológica e MEV o processo de reparo ósseo de calvária de ratos com uso de 

MPSCN associada ou não à fotobiomodulação com LED.  

O defeito crítico na calvária de ratos foi realizado com base nos estudos de 

Almeida et al., (2014) e Alves et al., (2018), por ser de fácil manejo, pouco custo e 

fácil disponibilidade do animal (SPICER et al., 2012). Os defeitos na calvária de 

ratos são bastante empregados em experimentos com uso de membranas 

biológicas, pela pequena quantidade de osso medular e por apresentar osso 

remanescente somente nas extremidades do defeito (DONOS et al., 2004). Neste 

estudo, a calvária apresentou como limitação a impossibilidade de realizar a imagem 

quantitativa por Espectrometria de Fluorescência de Raios- X por energia, pela 

pequena espessura das amostras. 

 A espectroscopia Raman tem sido usada para identificar modificações na 

constituição molecular do osso em processo de reparação e vários estudos têm 

mostrado a eficácia do uso do Raman como uma ferramenta para avaliar a 

qualidade óssea neoformada (LOPES et al., 2010; PINHEIRO et al., 2013; SOARES 

et al., 2014; SOARES et al., 2015). A hidroxiapatita representa o principal 

componente do osso mineralizado, assim, o espectro ósseo basal não tratado 

apresenta pico de hidroxiapatita de fosfato a ~ 960 cm-1 (PINHEIRO et al., 2017) e 

este foi usado como marcador de reparação óssea neste estudo. 

Pinheiro et al., (2018), em estudo com análise por espectroscopia Raman, 

com objetivo de avaliar o reparo de fraturas de tíbias de coelho tratadas com 

osteossíntese com fio e uso ou não de laser ou LED e MTA, evidenciaram que, a 

FBM laser e LED associados ao MTA, foram eficazes no reparo, aumentando a 

síntese de colágeno, criando um arcabouço de carbonato de cálcio e a subsequente 

deposição de hidroxiapatita. 

No presente estudo, a associação de fotobiomodulação com LED com a 

MPSCN desacelerou o processo de reparo, demonstrando os menores picos de HA 

no grupo MLED, juntamente com o grupo controle. Ao passo que o grupo 

biomodulado por LED apresentou maiores picos de HA.  
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Os biomateriais utilizados devem permitir que os osteoblastos construam 

pontes entre seus grânulos e integre-se com outros osteoblastos para apoiar tanto a 

proliferação como a diferenciação nas fases iniciais do reparo, o que resultará em 

intrínseca estimulação da neoformação óssea (SOARES et al., 2015).  

Alves et al., (2018), ao analisar os efeitos do uso de MPSC fotobiomoduladas  

com laser no reparo de defeitos ósseos em calvária de ratos, evidenciaram que o 

laser isoladamente, favoreceu o reparo ósseo, no entanto ao associá-lo com a 

MPSCN ocorreu aumento do processo inflamatório e retardo na remodelação óssea. 

No presente estudo não houve aumento do processo inflamatório. 

A absorção da luz nas estruturas carotenóides são relacionadas às ligações 

conjugadas duplas da estrutura. A norbixina, derivada de carotenóides, é degradada 

pela exposição à luz, oxigênio e umidade. Ao absorver luz nos comprimentos de 

onda de 410 a 510 nm ocorre degradação (FONTANA et al., 2000; TIWARI et al., 

2010). O poliestireno tem a função de revestir o composto com a matriz polimétrica e 

impedir sua degradação. Presume-se que a norbixina tenha sofrido oxidação ao ser 

biomodulada por laser, com comprimento de onda de 780 nm (ALVES et al., 2018). 

Já neste estudo, apesar de ter ocorrido um retardo no processo de remodelação ao 

associar a membrana com o LED, não houve processo inflamatório. Supõe-se que a 

baixa potência utilizada no protótipo de LED do presente estudo, e as características 

da luz não coerente e não colimada, possam ter levado ao espalhamento da luz, 

disponibilizando menos energia e, possivelmente, ficando na barreira da membrana 

e minimizado a estimulação da remodelação óssea. Ao mesmo tempo, essas 

características do LED, provavelmente, tenham sido fator de proteção para não 

ocorrer a degradação da norbixina e, assim, evitar o aumento do processo 

inflamatório. 

Evidenciou-se, em todos os grupos, no período de 15 dias, o processo de 

neoformação óssea, a partir da análise histológica, apresentando-se com extensão e 

espessuras variadas e sem a presença de infiltrado inflamatório. O uso da MPSCN 

neste estudo foi capaz de reduzir o infiltrado inflamatório, quando usada 

isoladamente ou associada à fotobiomodulação LED, o que demonstra a ação 

antioxidante e antiflamatória dos carotenóides presentes no urucum (SOMACAL et 

al., 2015; CAPELLA et al., 2016).  

Com 30 dias, nos grupos membrana, LED e membrana/LED ocorreu 

remodelação óssea, característica importante no processo de cicatrização óssea. As 
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membranas biocompatíveis devem ser constituídas de moléculas capazes de atrair 

células e andaimes para facilitar o processo de regeneração óssea e resturar a 

função, forma e estrutura, o mais próximo do fisiológico (RATNER; BRYANT, 2004; 

GUASTALDI; APARECIDA, 2010). 

Oliveira et al., (2012) observaram que a biomodulação com laser não 

melhorou as propriedades bioativas dos andaimes de biosilicato, mas ao ser usada 

isoladamente promoveu a neoformação óssea, achado semelhante encontrado 

neste estudo, no qual os grupos fobiomodulados por LED, sem uso da MPSCN, 

apresentaram maior remodelação óssea.  

Os grupos do presente estudo que apresentavam a MPSCN e os grupos 

fotobiomodulados por LED não evoluíram com áreas de necrose. A MPSCN tem 

como característica, a não citotoxigenicidade, portanto, segura para uso (MONTE et 

al., 2016). 

O uso de luz LED isoladamente ou em associação com biomateriais no 

processo de reparo ósseo diminui o processo inflamatório e aumenta a deposição de 

colágeno (PINHEIRO et al., 2013; PINHEIRO et al., 2017). Estudos evidenciam que 

a irradiação com LED modula positivamente o processo de reparação óssea 

independente do uso de biomaterial (SOARES et al., 2015; PINHEIRO et al., 2017). 

No entanto, estudos utilizando a associação do LED com outros biomateriais (MTA – 

mineral agregado de trióxido) (PINHEIRO et al., 2009); HA e fosfato β-tricálcico 

phosphate (β-TCP) (SOARES et al., 2015) evidenciou aumento do processo 

inflamatório.  

O uso da FBM associada ou não ao uso de diferentes composições de 

biomateriais, em experimentos com animais, evidenciaram efetividade na 

cicatrização óssea (LOPES et al., 2005; LOPES et al., 2006; WEBER et al., 2006; 

MARTINEZ et al., 2008; PINHEIRO et al., 2009; LOPES et al., 2010; PINHEIRO et 

al., 2012; PINHEIRO et al., 2013; SOARES et al., 2013; ALVES et al., 2018; 

GERBER et al., 2018), assim como a FBM LED (PINHEIRO et al., 2014; SOARES et 

al., 2014; SOARES et al., 2015; PINHEIRO et al., 2017). 

No grupo LED foi verificada maior remodelação, com fechamento das bordas 

do defeito, achado que evidencia que a FBM acelera o processo de reparação 

óssea, aumentando a deposição e organização do osso neoformado (PINTO et al., 

2013; TIM et al., 2013).  
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A fotobiomodulação com Laser e LED modula o metabolismo dos 

osteoblastos humanos, no qual, o LED aumenta a expressão de colágeno do tipo I, e 

incrementa a síntese de RNA, em diferentes doses, já o laser aumenta a 

mineralização dependendo da dose e do tempo (OLIVEIRA et al., 2016).  

 Verificou-se no presente estudo, por meio da análise histológica e MEV, que 

a biomodulação com LED diminuiu o processo inflamatório e melhorou a resposta 

biológica do tecido ósseo estimulando a deposição de osso neoformado no local da 

lesão. As características dos espectros Raman e a intensidade de pico do novo osso 

formado após 30 dias, nos grupos irradiados por LED, foram semelhantes às do 

osso nativo, indicando uma mineralização óssea bem sucedida.  

Os níveis de HA após 30 dias no grupo LED e a ausência de significância 

estatística entre os grupos osso e LED indicam o efeito positivo da biomodulação 

com LED nos defeitos ósseos. Esses resultados estão de acordo com estudos que 

demonstraram maior deposição de massa óssea com formação de tecido ósseo em 

animais fotobiomodulados com LED (PINHEIRO et al., 2013; SOARES et al., 2014; 

SOARES et al., 2015; DIAMANTINO et al., 2017; PINHEIRO et al., 2018) e laser 

(PINHEIRO et al., 2012; SOARES et al., 2013; GERBER et al., 2018). 

O efeito positivo obtido com o uso do LED está possivelmente associado à 

presença de osteoblastos mais maduros, com melhor capacidade de secreção de 

HA em grupos irradiados, quando comparados àqueles observados em animais de 

grupos não irradiados, onde a proliferação celular ainda estava ocorrendo (SOARES 

et al., 2014; SOARES et al., 2015; PINHEIRO et al., 2017; DIAMANTINO et al., 

2017).  

A fotobiomodulação com diodos emissores de luz demonstrou induzir um 

processo de reparo rápido em defeitos ósseos usando parâmetros semelhantes aos 

realizados com o laser (TORRES et al., 2008; PINHEIRO et al., 2011; SOARES et 

al., 2013; SOARES et al., 2013; PINHEIRO et al., 2013; PINHEIRO et al., 2018). No 

presente estudo observou-se remodelação óssea e diminuição do processo 

inflamatório nos grupos LED, tanto no intervalo de 15 dias como no de 30 dias. 

O uso do LED está associado ao aumento na proliferação de fibroblastos, 

condroblastos, e osteoblastos e, portanto, maior deposição de colágeno, importante 

precursor de deposição da matriz mineral (PINHEIRO et al., 2009; PINHEIRO et al., 

2013; SOARES et al., 2015). Assim, o aumento da formação óssea está 
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provavelmente intimamente ligado com ambos os números aumentados de 

osteoblastos e sua atividade secretora.   
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8 CONCLUSÃO 

 

O emprego da MPSCN no reparo ósseo de calvárias de rato reduziu o 

processo inflamatório, serviu de arcabouço e favoreceu a neoformação óssea. Ao 

associá-la com o LED ocorreu remodelação óssea, porém, de maneira 

desorganizada e irregular. 

Os níveis de hidroxiapatita foram maiores nos grupos fotobiomodulados por 

LED e menores nos grupos controle e no grupo membrana associado com a 

fotobiomodulação. 

A fotobiomodulação com LED em defeitos ósseos na calvária de ratos 

influenciou positivamente na formação óssea com aumento na deposição de 

hidroxiapatita, nos diferentes intervalos de tempo, sendo maior no final do 

experimento, resultando em osso mais compacto e linear. O uso simultâneo da 

MPSCN e fotobiomodulação apresentou pouca efetividade. 
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