UNIVERSIDADE DO VALE DO PARAIBA
INSTITUTO DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA BIOMEDICA
DOUTORADO EM ENGENHARIA BIOMEDICA

Lilian Melo de Miranda Fortaleza

Estudo in vivo da reparagao 6ssea guiada com membrana biolégica de

poliestireno, colageno e norbixina fotobiomodulada com LED

SAO JOSE DOS CAMPOS, SP
2022



Lilian Melo de Miranda Fortaleza

Estudo in vivo da reparagao 6ssea guiada com membrana biolégica de

poliestireno, colageno e norbixina fotobiomodulada com LED

Tese apresentada ao Programa de Pods-
graduagdo em Engenharia Biomédica, como
requisito parcial para obtencdo do titulo de
Doutor em Engenharia Biomédica.

Orientador: Prof. Dr. Luis Eduardo Silva
Soares.

SAO JOSE DOS CAMPOS, SP
2022



Fundagiio
F Valeparaibana de
= Ensino .

v N

TERMO DE AUTORIZACAO DE DIVULGACAO DA OBRA

Ficha catalografica

Fortaleza, Lilian Melo de Miranda
Estudo in vivo da reparagdo Ossea guiada com membrana
biolégica de poliestireno, coldgeno e norbixina fotobiomodulada
com LED / Lilian Melo de Miranda Fortaleza; orientador, Luis
Eduardo Silva Soares. - S3o José dos Campos, SP, 2022.
1 CD-ROM, 76 p.

Tese (Doutorado) - Universidade do Vale do Paraiba, Sdo José
dos Campos. Programa de P&és-Graduagdo em Engenharia Biomédica.

Inclui referéncias

1. Engenharia Biomédica. 2. hidroxiapatita. 3. membrana
biocompativel. 4. fotobiomodulagdo. 5. espectroscopia Raman. I.
Soares, Luis Eduardo Silva, orient. II. Universidade do Vale do
Paraiba. Programa de Pds-Graduagdo em Engenharia Biomédica. III.
Titulo.

Eu, Lilian Melo de Miranda Fortaleza, autor(a) da obra acima referenciada:
Autorizo a divulgacdo total ou parcial da obra impressa, digital ou fixada em
outro tipo de midia, bem como, a sua reprodugéo total ou parcial, devendo o
usuario da reprodugao atribuir os créditos ao autor da obra, citando a fonte.
Declaro, para todos os fins e efeitos de direito, que o Trabalho foi elaborado
respeitando os principios da moral e da ética e ndo violou qualquer direito de

propriedade intelectual sob pena de responder civil, criminal, ética e
profissionalmente por meus atos.

Sé&o José dos Campos, 6 de Abril de 2022.

Bion mdo ds Minordn Snkeliga

Autor(a) da Obra

Data da defesa: 16 ;] O | 2




Jol @y

Universidade do Vale do Paraiba Instituto de Pesquisa
e Desenvolvimento

LILIAN MELO DE MIRANDA FORTALEZA

“ESTUDO In vivo DA REPARACAO OSSEA GUIADA COM MEMBRANA BIOLOGICA
DE POLIESTIRENO, COLAGENO E NORBIXINA FOTOBIOMODULADA COM LED.”

Tese aprovada como requisito parcial a obtencdoc do grau de Doutor, do Programa de Pds-
Graduacdo em Engenharia Biomédica, do Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento da

Universidade do Vale do Paraiba — Univap, pela seguinte banca examinadora:

PROF.2 DR.2 LUCIANA BARROS SANT’ANNA
PROF. DR. LUIS EDUARDO SILVA SOARES
PROF.2 DR.2 JULIANA FERREIRA STRIXINO

PROF.2 DR.2 NAYANA PINHEIRO MACHADO DE FREITAS COELHO - UESPI /| oo et
PROF. DR. ANTONIO LUIZ MARTINS MAIA FILHO - UESPI _.—/7.4,‘.,‘.,,_ L. Aioidies Lonce #lote

Prof.2 Dr.2 Lucia Vieira
Diretora do IP&D — Univap

S3o José dos Campos, 16 de fevereiro 2022.

Av. Shishima Hifumi, 2811 - 12244-000
S&o José dos Campos - SP
www.univap.br



DEDICATORIA

Dedico este trabalho a Deus, a seu filho Jesus Cristo, e a Maria Santissima,
que sempre estiveram presentes nos grandes momentos de dificuldades, sendo

minha forga, refugio e refrigério da alma.



AGRADECIMENTOS

A Deus pelo dom da vida, pela cura fisica e espiritual, por ter me levantado,
restituido minhas forcas e me mostrado a luz e caminho a seguir. A ti, toda honra e

gléria, Senhor.

A meu marido Mairton José de Alencar Fortaleza, pelo companheirismo e as minhas
filhas Monique Melo Fortaleza e Melissa Melo Fortaleza, por serem sementes de

amor e motivagao diaria.

Aos meus pais, Eurimar Nunes de Miranda e Rita Melo de Miranda, por serem

familia amorosa e sempre presente em minha vida.

A minha querida irma Sheila Melo de Miranda pelo carinho, incentivo e oracdes.

Ao Prof. Prof. Dr. Luis Eduardo Silva Soares pela competéncia, empenho, dedicagao

€ paciéncia na condugao da orientacéo.

A Adrielle Martins Monteiro Alves pela amizade, companheirismo e auxilio no

desenvolvimento da pesquisa.

Ao NPBIO-UESPI (Nucleo de Biotecnologia e Biodiversidade da Universidade
Estadual do Piaui), na pessoa do Prof. Dr. Antonio Luiz Maia Filho, pela dedicagéo e

auxilio nas etapas da pesquisa.

Ao Prof. Dr. Gustavo Oliveira de Meira Gusmaéao pela analise Raman, pela dedicacgao,

tempo, paciéncia e empenho na constru¢ao do segundo artigo.

Aos Prof. do IFPI Dr. Charllyton Luis Sena da Costa e Vicente Galber Freitas Viana

por ceder a membrana para o desenvolvimento desta tese.

A Profa. Dra. Renata Amadei Nicolau, pelo empréstimo do LED para o

desenvolvimento da pesquisa.



Ao Prof. Dr. Bartolomeu Cruz Viana, pela analise MEV.

Ao Prof. Dr. Rauirys Alencar de Oliveira pela analise estatistica.

Ao Prof. Msc. José Zilton Lima Verde Santos pelas analises histologicas.

A Daniel Cabral Ledo Ferreira pelo auxilio na execugdo das cirurgias.

A Francisca Lusiane, Auriane e Jéssica pelas contribuicdes na execugdo das etapas

iniciais da pesquisa.



RESUMO

Biomateriais de diversas composicées associados ou ndo a fotobiomodulagdo vem
sendo utilizados como recurso para favorecer e estimular o reparo ésseo. O objetivo
do presente estudo foi analisar, in vivo, o processo de reparagao 0ssea guiada pela
membrana de poliestireno com colageno 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 eutanasia (15 e 30 dias). Um
defeito 6sseo foi criado na calvaria de cada animal. Os grupos LED e MLED foram
submetidos a fotobiomodulagdo com LED, imediatamente ao pds-operatorio (A = 945
nm, P= 48 mW, area do feixe de 0.5 cm? e t=150s), em dias alternados
subsequentes ao pdés-operatério até a eutanasia. A fluéncia de energia foi de 30
Jlcm?. Os fragmentos de ossos foram analisados por microscopia Optica (andlise
histoldgica), espectroscopia Raman e Microscopia eletrdnica de varredura (MEV). A
andlise estatistica foi descritiva, inicialmente realizado o teste de normalidade
Kolmogorov Smirnorv, e os dados paramétricos foram analisados pelo teste ANOVA
para comparagao entre grupos, seguido do teste de Tukey, com intervalo de
confianga de 95% e nivel de significancia p< 0,05. O uso da MPSCN reduziu o
processo inflamatério, serviu de arcabouco e favoreceu a neoformacéo éssea. Ao
associa-la com o LED ocorreu remodelagdo O&ssea, porém, de maneira
desorganizada e irregular. A fotobiomodulagdo com LED influenciou positivamente a
formacdo 6ssea com aumento na deposicdo de hidroxiapatita, nos diferentes
intervalos de tempo, sendo maior no final do experimento, resultando em osso mais
compacto e linear. O uso simultdneo da MPSCN e fotobiomodulacdo nao apresentou
efetividade.

Palavras-chave: hidroxiapatita; membrana biocompativel; fotobiomodulagdo LED;

espectroscopia Raman; MEV; histologico; 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 (A = 945 nm and P =
48 mW, beam area of 0.5 cm? and t = 150s), on alternate days after the operation
until euthanasia. The energy fluency was 30 J / cm?. 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.

Keywords: hydroxyapatite; biocompatible membrane; LED photobiomodulation;

Raman spectroscopy; scanning electron microscopy (SEM); bone; histological;
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1 INTRODUCAO

A alta frequéncia de acidentes de transito ocasiona efeitos negativos sobre a
saude da populagdo pela gravidade das lesbes teciduais e d6sseas decorrentes,
sendo considerado um dos mais importantes problemas de saude publica. Estima-se
que, entre 20 a 50 milhées de pessoas, a cada ano, sofram ferimentos nao fatais,
evoluindo com certo grau de deficiéncia e/ou morbidade, e em torno de 1,25 milhdes
morrem em acidentes de transito em todo o mundo (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2018).

A populacgao brasileira tem apresentado um ganho de sobrevida generalizado
que pode ser acompanhado de comorbidades que acarretam incapacidade funcional
a pessoa idosa pela maior chance de quedas e traumas; e consequentemente
fraturas nessa populagdo (CAMARGOS, 2019).

Os defeitos 6sseos podem ocorrer por causas multifatoriais, tais como,
trauma, infeccdo, tumor e ostedlise periprotética (SANTOS et al., 2019). O
autoenxerto, geralmente, é o mais indicado para o tratamento dos defeitos Gsseos,
no entanto, as deficiéncias reconhecidas nos enxertos 6sseos autdégenos para o
tratamento destas condi¢cbes conduziram estudos voltados para o desenvolvimento
de novos substitutos 6sseos (NAUTH; SCHEMITSCH, 2012; ANAND et al., 2019).

O tecido 6sseo é especializado com caracteristicas especificas para o
processo de consolidacdo O&ssea, que depende do equilibrio existente entre
formacado e reabsorcdo. Varias condicbes determinam o reparo no tecido 6sseo,
dentre elas, a irrigacéo sanguinea, a estabilidade mecanica e o tamanho da lesao.
Em algumas situagdes, 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
caracteristicas do enxerto 6sseo autdlogo tem crescido nos ultimos anos. Estudos in
vitro e investigagdes clinicas vém demonstrando que alguns destes substitutos
0sseos podem estimular a consolidacdo (EMARA; DIAB; EMARA, 2015). A
engenharia de tecidos vem se desenvolvendo através do uso de varios biomateriais
para o tratamento de defeitos 6sseos, como membranas bioldgicas (PINHEIRO et
al., 2009; GUIMARAES 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 biolégicas no tratamento de defeitos
O0sseos tem sido creditado ao seu potencial para manter e estabilizar o coagulo
sanguineo e na capacidade de isolar células epiteliais, com o principio da
regeneragao de tecido 6sseo guiada (ROG) (SHEIKH et al., 2016). As membranas
biocompativeis estdo sendo usadas com o intuito de proporcionar estrutura de
suporte para a neoformacgao 6ssea, manter a concentragao dos fatores estimulantes
da osteogénese e reparagdo tecidual; e servir de protegcdo da regido do defeito
0sseo contra a invasao dos tecidos moles adjacentes que se proliferam (COSTA et
al., 2016).

As membranas usadas para ROG devem apresentar biocompatibilidade para
prevenir reagdes adversas com o tecido circundante e com o organismo; integracao
do tecido para favorecer a incorporagdao no tecido circundante e permitir uma
progressiva integracdo das fibras de colageno; permeabilidade seletiva para
proliferacdo de células osteogénicas; fungcao de criagdo de espaco a fim de fornecer
espaco para um coagulo de sangue estavel para regeneragao 6ssea (CALCIOLARI
et al., 2018).

Os polimeros sao materiais organicos contendo ligagdes simples e duplas
alternadas em sua cadeia carbdnica principal (SHERMAN; XIAO; PERCEC, 2017,
KHANSARY et al., 2017). Os polimeros apresentam boa biocompatibilidade,
flexibilidade, biodegradacgéo, processabilidade, e baixo custo de fabricagdo em
relacdo a outros tipos de biomateriais, e a partir deles, pode-se produzir membranas
poliméricas atoxicas que podem ser eliminadas por vias metabdlicas normais (DOS
SANTOS; MARINHO; MIGUEL, 2013).

O colageno é um polimero que apresenta baixa imunogenicidade, boa
capacidade hemostatica, agdo quimiotatica em células regenerativas, como
fibroblastos e osteoblastos e boa estabilidade dimensional sendo usados na
preparagdao de membranas biocompativeis (ZHANG et al., 2017; SBRICOLI et al.,
2020). A elastina é um polimero altamente insoluvel que confere elasticidade a
diferentes tecidos do corpo (BOLAGH; MITHIEUX; WEISS, 2016). Membranas com
colageno e elastina representam uma nova alternativa terapéutica para o reparo
0sseo (SANTOS et al., 2019).

A norbixina é um composto do qual se obtém polimeros biodegradaveis e
biocompativeis, extraido do urucum, planta da América (MAGESTE et al., 2012). Os

extratos do urucum tém sido empregados na éarea da saude com efeitos
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antimicrobioldgicos (IROBI; MOO-YOUNG; ANDERSON, 1996) anti-hemorragicos e
cicatrizantes (LIMA et al., 2001); anti-inflamatérios (CAPELLA et al., 2016),
osteoindutores (NISHIED et al., 2015); nao citotoxico (MONTE et al., 2016); e para
arcaboucgo 6sseo (ALVES et al., 2018).

O poliestireno (PS) € um polimero sintético citocompativel, ndo biodegradavel,
usado para preparar membranas e biomateriais biocompativeis para uso no
processo de regeneragao 6ssea, cuja funcao é revestir o composto e impedir a sua
degradacdo. E amplamente usado como substrato para cultura de células, pois tem
a capacidade de oferecer grande area de superficie capaz de garantir a infiltragao,
propagacao e proliferagdo de células oferecendo uma solugdo promissora, assim
como uma superficie para a regeneracao 6ssea em grandes defeitos Osseos
(SERAFIM et al., 2014). As fibras promovem proliferagao e diferenciagao celular in
vitro e sua porosidade interconectada também promove a angiogénese que é
responsavel pelo transporte de células osteoprogenitoras, oxigénio e nutrientes para
o sitio enxertado (BAKER et al., 2006; SERAFIM et al., 2014; TERRANOVA et al.,
2016).

A fotobiomodulacédo, pelo seu efeito fotoquimico nos tecidos, promove uma
alteracdo quimica conhecida como fotobioestimulacio, que influencia a liberagao de
diversos fatores de crescimento envolvidos na formagao de células epiteliais,
fibroblastos, colageno e proliferagao vascular, tornando-se uma terapia que promove
a cicatrizagao de feridas e redugao da dor, estimula a sintese de enzimas que agem
nos lisossomos e mitocondrias, aumenta o metabolismo celular, facilitando a
angiogénese e sintese de colageno (ESCUDERO et al., 2020).

A fotobiomodulagdo para a estimulacdo tanto do reparo quanto da
cicatrizagdo 6ssea apresenta-se vantajosa, por ser um método néo invasivo, de
baixo custo, em comparagcdo com outros tratamentos. Varios estudos experimentais
indicaram efeitos benéficos do uso da fotobiomodulagdo no aumento do
metabolismo 6sseo e consolidagao 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 analise por
Espectroscopia Raman, que a fotobiomodulagédo com laser ou com LED associadas
ao uso de biomaterial resultou no aumento da deposigdo de colageno tipo | e da

mineralizagao 6ssea. Além disso, sdo recursos relativamente seguros, do ponto de
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vista fisico e biolégico, e apresentam custos relativamente baixos com técnicas de
aplicacao 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 diferenga 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
comparagao com lasers e substancialmente menor produgédo de energia (LOPES et
al., 2010; PINHEIRO et al., 2017).

No entanto, apesar do crescimento de relatos de sucesso de diferentes
aplicagdes de fotobiomodulagdo, em diversas areas, a sua utilizagcdo na reparagao
0ssea, 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
reparagao O0ssea guiada pela membrana de poliestireno com colageno e norbixina,

fotobiomodulada ou n&o por LED.
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2 JUSTIFICATIVA

Na literatura, as informagdes sobre os efeitos e propriedades biolégicas da
membrana de norbixina e coldgeno em tecidos animais sado escassas e ainda ha
numero reduzido e n&o conclusivos de estudos sobre a associacédo do uso do LED e
membranas biocompativeis.

O uso de membranas, a fotobiomodulacdo ou a associacao destes, apresenta
perspectivas promissoras para 0 processo reparo 0sseo.

O estudo pode ser justificado levando em consideragdo a falta de estudos
comparativos do uso da fotobiomodulacdo associada as membranas no processo de
reparo 0sseo e o interesse pelo entendimento da interacido de membranas
bioldgicas de poliestireno com colageno e norbixina. Além disso ha necessidade de
conhecimento de métodos terapéuticos que estimulem o reparo 0sseo e a
consolidagdo de fraturas, por meio da analise de cortes histopatologicos e testes
mutagénicos.

Outro ponto relevante é questionar se membranas biolégicas de poliestireno
com colageno e norbixina estimuladas por LED poderdo otimizar o processo de
reparo 0sseo. As membranas poliméricas, como a da presente pesquisa,
apresentam boa biocompatibilidade, flexibilidade, biodegradagao, processabilidade,
facil aplicabilidade e baixo custo de fabricacdo em relacdo a outros tipos de
biomateriais e membranas comerciais.

O trabalho apresenta importancia social, econémica e cientifica, uma vez que,
os achados da pesquisa podem representar alternativas terapéuticas reconstrutivas

em condigdes clinicas relacionadas aos defeitos ésseos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Analisar o processo de reparagdo Ossea guiada pela membrana de

poliestireno com colageno e norbixina fotobiomulada ou ndo por LED.

3.2 Especificos

Verificar, por meio da Espectroscopia Raman, a influéncia da membrana de
poliestireno com colageno e norbixina associada ou ndo a fotobiomodulagdo com
LED, na deposig¢ao da matriz organica e inorganica nos defeitos 6sseos em ratos;

Analisar por meio da Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV), quanto a
morfologia, a influéncia da membrana de poliestireno com colageno e norbixina
associada ou nado a fotobiomodulagdo com LED, na capacidade de regeneragao
guiada dos defeitos 6sseos em ratos;

Avaliar, histopatologicamente, a agdo da membrana de poliestireno com
colageno e norbixina associada ou ndo a fotobiomodulagdo com LED, em defeitos

6sseos na calvaria de ratos.
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4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 Tecido 6sseo, modelagao, remodelacio e reparagao 6ssea

O osso é uma estrutura rigida que apresenta integracdo bioquimica de
componentes inorganicos e organicos. A porgao organica, que corresponde a 25%
do peso do tecido 6sseo, é constituida de colageno tipo |, proteoglicanos e protéinas
sem colageno. O conteudo inorganico €, principalmente, composto por calcio e
fésforo sob a forma de hidroxiapatita com pequenas quantidades de magnésio,
fluoreto, e de sédio (PINHEIRO; GERBI, 2006; PINHEIRO et al., 2010).

A estrutura éssea é constituida por osso compacto (80%) e esponjoso (20%)
(RANG; DALE; RITTER, 2001). O osso cortical corresponde a parte densa e
compacta organizada em ostéons ou sistema de Havers; e 0 esponjoso possui
lamelas dispostas irregularmente, formando trabéculas, e as cavidades existentes
entre as trabéculas sao preenchidas por medula 6ssea, produtora de células
sanguineas. Assim, o 0sso trabecular € metabolicamente mais ativo e também mais
afetado por fatores que levam a perda 6ssea (TORTORA; GRAWBOSKI, 2008).

Figura 1- Figura esquematica ilustrando o tecido 6sseo e suas estruturas

Fonte: adaptado (KONIG; LIEBICH, 2016)

Varias células 6sseas estdo envolvidas no processo de formagao, modelagao
e remodelacdo envolvendo atividade osteoblatica e osteoclastica (STANDRING,
2009).

Em condigdes fisiologicas, o processo de remodelagdo Ossea ocorre

especialmente pela carga que o osso €& submetido durante as atividades
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(GRANJEIRO; TAGA, 2005). Esse aspecto € conceituado pela Lei de Wolf que
determina a relacdo entre a intensidade das forcas aplicadas com o estimulo ao
processo de neoformagao e reabsorgdo (CARVALHO; LUPPINO; MENDES, 2002).
A regeneragdo Ossea representa uma série de eventos biolégicos
desencadeados por mediadores e componentes celulares que levam ao
recrutamento, proliferacao e difusdo de células (EINHORN; GERSTENFELD, 2014).
O reparo do tecido 6sseo é dividido em fase de cicatrizagao dssea primaria e
cicatrizagdo 6ssea secundaria. A fase de cicatrizacdo secundaria é dividida em fase
inflamataria, reparadora e remodeladora (Fig. 2) (DUTTON, 2012; GRIFFON, 2014).

Figura 2- Figura esquematica descrevendo as fases de cicatrizagao éssea secundaria: 1-
Fase Inflamatdria; 2- Fase de Reparacgao; 3- Fase de Reparagao; 4- Fase de Remodelagao

Calo
oxtemo

Calo
interno Novos
(tecido fib vasos
e cartilagem) sanguineos
Trabécula
ossea
esponjosa ‘
(1) Formagéo de (Q)Formagdodecalo (3 Formagdodecalo (9) Remodelagdo

hematoma fibrocartilagenoso 0sseo 0ssea

Fonte: DUTTON, 2012; GRIFFON, 2014

A fase de reparagcdao esta intimamente relacionada ao processo de
angiogénese, que constitui etapa crucial para a osteogénese. O estagio inicial do
processo de reparo 0sseo € caracterizado pela proliferagdo préoximo a fratura de
células do peridsteo, as quais sao precursoras dos osteoblastos responsaveis pela
sedimentacao da substancia entre as células (CROCI et al, 2003). A fase reparadora
finaliza com a reabsorcdo de células desnecessarias e com o calo dsseo sendo
formado sobre tensdo (ROBBINS, 2001).

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

processo atuam as células osteoclasticas e osteoblasticas, conhecidas como
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unidade 6ssea multicelular, cuja interagéo entre absorgao e deposicéo 6ssea sao 0s
aspectos responsaveis pela remodelagao (BETTI, 2004).

As causas dos defeitos ésseos sao multifatoriais, exigindo-se, muitas vezes,
procedimentos cirurgicos para a reparagao. No entanto, podem ocorrer falhas nos
processos bioldgicos e cirurgicos de consolidagdo 6ssea levando a n&o unido
dessas estruturas (SANTOS et al., 2019).

Em algumas situagbes, o processo regenerativo do 0sso apresenta-se
limitado, necessitando de um método para preencher os defeitos 6sseos e surge a

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

4.2 Modelo Experimental e Tamanho Critico do defeito

O defeito 6sseo de tamanho critico, em estudos experimentais, deve ser
aquele que durante o periodo da pesquisa nao ocorrera a reparagao espontanea da
lesédo (GOSAIN et al., 2000). Podem ocorrer variagées no didmetro do defeito critico
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).

Varios modelos experimentais animais foram usados para avaliar o processo
de consolidacdo 6ssea, com defeitos dsseos realizados em diferentes regidées como
tibia de ratos (OLIVEIRA et al., 2012; PINHEIRO et al., 2013; PINTO et al., 2013;
SOARES et al., 2014), fémur de ratos (BROWN et al., 2011); em tibia de coelhos
(MAIA FILHO et al., 2013); craniomadibulofacial (SCHMITZ; HOLLINGER, 1986;
GOSAIN et al., 2000); calvaria 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 clinico e
da sedacgao; além do menor custo, assim, os animais de pequeno porte, como 0s
ratos, apresentam maiores vantagens quando comparados aos de grande porte
(MENDES et al., 2001).

A localizagao anatbmica da calvaria 6ssea permite a confecgcao de defeito
0sseo uniforme com padrdo adequado para analise histoldgica e com capacidade

para implantacéo de biomateriais (DONOS et al., 2004).
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4.3 Regeneracgdo 6ssea guiada

O tecido 6sseo é especializado com caracteristicas para o processo de
consolidacdo o6ssea, a qual depende do equilibrio entre formagao e reabsorgcao
O0ssea. Varias condi¢cdes determinam o reparo do teciso 6sseo, dentre elas, a
irrigacdo sanguinea, a estabilidade mecanica e o tamanho da lesdo. Em algumas
situagbes , 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 cirurgicos, e em muitas situagoes, existe a necessidade de métodos
coadjuvantes para auxiliar o processo de reparo 6sseo (SANTOS et al., 2019).
Diversos materiais tem sido usados para estimular a osteogénese ou até mesmo
guiar ou direcionar o processo de consolidagdao 6ssea (MARTINEZ; PINHEIRO;
RAMALHO, 2008; PINHEIRO et al., 2013; PINHEIRO et al., 2014; SOARES et al.,
2015).

O tratamento considerado padrdao-ouro no processo de reparagao Ossea
corresponde aos enxertos 0sseos autdélogos, baseado no enxerto de fragmentos
O0sseos proprios, metais como as ligas de titanio e as bioceramicas. O enxerto
autélogo apresenta células osteogénicas e fatores osteoindutores essenciais que
estdo presentes no osso humano, o que constitui sua principal vantagem. No
entanto, existem desvantagens, dentre elas, a dificuldade de obtengdo do material, a
quantidade reduzida e alta morbidade do paciente. Assim, torna-se necessario o
desenvolvimento e o uso de outros materiais (SALGADO; COUTINHO; REIS, 2004).
A regeneragcdo Ossea guiada (ROG) funciona como uma barreira por meio de
membranas restauraveis ou nao, sintéticas ou bioldégicas, impedindo migragdo dos
tecidos moles sobre o tecido ésseo (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 € considerado benéfico para
0 reparo 0sseo e, atualmente, tém-se buscado substadncias que possam ser
utilizadas em engenharia de tecidos para o desenvolvimento de biomateriais para
serem aplicados no processo de renovagao e recuperagado 6ssea (HENDOW et al.,
2016).

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

que podem substituir, de forma transitéria ou permanente diversos tecidos, que
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constituem os 6rgaos dos seres vivos, estimulando reagdes quimicas e bioldgicas
favoraveis as suas fungbes (CARVALHO et al., 2004). Devem ser utilizados para a
difusdo de nutrientes, fatores de crescimento e outros agentes biologicamente ativos
no dominio da regeneragao de tecidos e apresentar combinagdo de moléculas de
sinalizagao celular e andaimes para aumentar a capacidade de regeneragao da
articulagdo natural e restaurar a estrutura e funcdo saudavel (RATNER; BRYANT,
2004; GUASTALDI; APARECIDA, 2010).

O conhecimento das propriedades mecanicas, fisicas e quimicas do material
a ser usado para a fabricagdo do biomaterial € de fundamental importancia, visto
que, as membranas sao usadas para criar um microambiente favoravel de reparagao
de cartilagem articular (VLEGGEERT-LANKAMP et al., 2007).

As membranas utilizadas para a realizacdo da ROG podem ser classificadas
em nao absorviveis ou absorviveis. A membrana deve ser biocompativel, inerte,
semipermeavel, mecanicamente resistente, esterilizavel, ndo alergénica e néo
carcinogénica (JAKUS; SHAPIRO; HALL, 2008). Um material biocompativel é aquele
que causa menor rejei¢ao pelo tecido vivo contribuindo para adesao e a migragao de
células dentro das suas estruturas em relacdo aos polimeros sintéticos, além de
apresentarem menor custo (LI et al., 2015).

As bioceréamicas a base de fosfato de calcio sdo as mais usadas como
substitutos 6sseos, podendo ser fabricadas em diferentes composicdes e formas.
Elas podem ser usadas sozinhas ou em associagao com uso de uma membrana
(ROG) (PINHEIRO et al., 2011; PINHEIRO et al., 2014).

A biocompatibilidade, a bioatividade e as caracteristicas de osteoconducéao
sao as propriedades mais importantes das bioceramicas a base de fosfato de calcio,
das quais, as mais usadas sao a hidroxiapatita (HA) e o R-fosfato tricalcico (3-TCP).
A HA é estavel no fluido corporal, ja o B-TCP é muito soluvel. A dissolugdo € uma
caracteristica fundamental para a absorcio/incorporagcdo de materiais utilizados
como substitutos 6sseos. A dissolugdo da HA no corpo humano apds o enxerto &
baixa para alcangar os resultados desejados na neoformagédo Ossea. Alterando-se
sua composi¢ao (como a adigdo de BR-TCP) e seu método de fabricagéo, poderia ser
modificada a velocidade de reabsorcdo da HA, que pode indicar uma otimizagao da
incorporagao do implante pelo organismo (STEIN; SILVA; SILVA, 2009).

Os compostos de colageno, por correspoder a um componente orgéanico do

0sso, apresentam-se como substancia osteocondutora (BHAKTA et al., 2013). O
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colageno é um biomaterial com varias vantagens em virtude de sua baixa
citotoxicidade, biocompatibilidade e pouca antigenicidade (ROCHA; GOISSIS;
ROSSI, 2002).

A norbixina (C24H2804) € um produto extraido das sementes de urucum (Fig.
3), da qual obtém-se polimeros biodegradaveis e biocompativeis (MAGESTE et al.,
2012).

Monte et al., (2016) realizou um estudo in vivo, em ratos, para determinar o
potencial genotéxico da membrana de colagéno, norbixina e poliestireno onde
puderam demonstrar o efeito nao citotdxico da mesma, evidenciando assim a
seguranga para a sua aplicabilidade in vivo.

Estudos tem demonstrado efeitos positivos do uso de polimeros 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 Aplicagao da fotobiomodulagdo no reparo 6sseo

A modulagdo de processos biolégicos vem sendo usada a partir de
intervengdes com a fototerapia, sendo denominado atualmente como
fotobiomodulacdo (FBM) (HASLERUD et al., 2017). A fotobiomodulagao constitui o
efeito da luz sobre processos moleculares e bioquimicos que normalmente ocorrem
nos tecidos, como, por exemplo, na cicatrizacdo de feridas e no reparo 6sseo
(PINHEIRO; BRUGNERA JUNIOR; ZANIN, 2010).

A FBM consiste na aplicagéo de luz utilizando-se um equipamento de laser ou
diodo emissor de luz e vem sendo utilizada para reabilitagdo de lesdes, promogéao da
regeneracgao tecidual, redugédo da inflamacgao e o alivio da dor em geral (HUANG et
al., 2009).

O laser exerce efeitos sobre as reagdes celulares, tais como, aumento da
sintese de adenosina trifosfato (ATP), transporte de elétrons e redugao do pH celular
(KARU,1989; CAMERON et al.,1999) e estas alteragcbes nas membranas celulares e
bioquimicas podem aumentar a atividade de macrofagos, fibroblastos, linfécitos
(PASSARELLA et al.,1985; YOUNG et al.,1989), sintese de DNA, aumento na
deposigao de calcio e da fungéo das células de periosteo (YAMADA,1991), além de,
aumento de osteoblastos e da funcdo dos ostedécitos e melhora da
neovascularizagao (MANDAIR; MORRIS, 2011).

Estudos in vitro com células osteoblasticas demostraram que a FBM com
laser é capaz de aumentar a atividade mitocondrial, a sintese de DNA e RNA
(OLIVEIRA et al., 2018), a expressao 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
fotobiomodulagdo com laser e ultrassom no reparo 6sseo associado ao uso de um
suporte (arcabougo) de biosilicato, por meio de analise histolégica e morfométrica,
evidenciaram que a FBM com laser ndo foi capaz de melhorar as propriedades
bioativas dos arcaboucos de biosilicato. No entanto, ao ser usado isoladamente, o
laser este estimulou a neoformacéao dssea.

De Oliveira et al., (2018), em estudo com objetivo de avaliar os efeitos do
laser na cicatrizacdo de defeitos ésseos enxertados por biomateriais de origem
xenogénica, aloplastica e coagulos, concluiram que a FBM melhorou o potencial
osteocondutor dos enxertos.

Analises, por meio da Espectroscopia Raman, do processo de reparacao
o0ssea em fraturas fotobiomoduladas com laser associado ao uso de biomaterial,
demonstraram que a FBM aumentou a cicatrizagdo Ossea independente da
presenca do biomaterial (SOARES et al., 2013), a proliferacdo dos osteoblastos, a
deposigao de colageno, o aumento da deposicdo de hidroxiapatita de calcio e a
neoformacédo o6ssea (PINHEIRO et al., 2013; PINHEIRO et al., 2014).

Os mecanismos biolégicos envolvidos na melhora do crescimento do tecido
0sseo irradiado por laser ainda ndo sao claramente entendidos. Apesar do sucesso
observado em varios estudos, com diferentes fontes de luz, por meio de modelos
diversos, o conhecimento do processo de regeneragdo 6ssea e interagdes de luz
ainda € limitado. Alguns autores sugerem que o comprimento de onda proximo do
infravermelho € o mais adequado para a reparacdo de 0sso, devido a sua maior
profundidade de penetracdo no tecido 6sseo quando comparado a luz visivel
(PINHEIRO; GERBI, 2006; PINHEIRO et al., 2013; PINHEIRO et al., 2014).

O éxito da terapia depende da aplicacdo adequada de todos os parametros, o
que inclui comprimento de onda, densidade de energia, tempo de aplicagao,
densidade de poténcia e poténcia (BELANGER, 2012). A dosagem empregada no
tecido para acdo terapéutica localiza-se entre 1 a 6 J/cm?, na qual a densidade de
energia usada para regeneracao tecidual é de 3 a 6 J/cm? (AGNES, 2011).

Altas densidades de energia e tempos prolongados de exposi¢do podem inibir
as respostas biolégicas (CHUANG et al., 2012). Pacheco et al., (2013),
demonstraram que densidades de energia de 90 e 150 J/cm? ndo estimulam a

producao de células osteoblasticas e a fosfatase alcalina.



28

Os diodos emissores de luz (LEDs) sdo dispositivos semicondutores de
estado solido que tem a capacidade de transformar a corrente elétrica em espectro
estreito de luz incoerente, apresenta varios comprimentos de onda, que variam de
radiacao ultravioleta (UV), para visivel, até proximo do infravermelho (IV) (PINHEIRO
etal., 2012).

A emissdo de luz do LED é diferente dos lasers, que produzem emissao
estimulada e amplificada de radiagdao (WHELAN; BUCHMANN, DHOKALIA, 2003).
Inicialmente, se atribuia os efeitos do laser a coeréncia, mas foi mostrado que fontes
ndo coerentes como os LEDs também alcangavam resultados semelhantes (KARU
et al., 2008). O laser irradia fotons de maneira coerente e colimada, ja a luz emitida
pelo LED é n&o coerente e ndo colimada (MATTOS et al., 2015).

Evidéncias cientificas demonstram que a FBM com LED ocasiona efeitos
biolégicos similares ao laser, no entanto, a forma das ondas eletromagnéticas
formadas s&o diferentes (TAKHTFOOLADI et al., 2015). A fotobiomodulagédo com
laser e LED exercem efeitos biomoduladores do espectro visiveis da luz, produzido
espécies reativas de oxigénio (ERO) ou fotoestimulando grupos flavinas ligadas a
cadeia de transporte de elétrons mitocondriais desidrogenase dinucleotideo adenina
nicotinamida (NADH) (HUANG et al., 2009).

Os LEDs usados na FBM sdo os que emitem luz visivel, ou proximo do
infravermelho e tém demontrado eficacia na proliferacdo celular, na sintese de
colageno, fibroblasto e angiogénese (NASCIMENTO et al, 2019). A
fotobiomodulagdo por LED depende de aspectos como comprimento de onda,
densidade de energia, poténcia, modo de emissido, tempo, além de parametros
clinicos como numero de pontos irradiados, modo de aplicacdo, area tecidual
irradiada e tempo de tratamento (LIMA; SERGIO; FONSECA, 2019).

Pesquisas in vitro e in vivo, com diferentes comprimentos de onda
demonstraram a influéncia da terapia com LED na reparagao 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 agdo e podem
exercer uma boa relagao custo beneficio. A terapia com LED aumenta a sintese de
RNA, DNA e ATP, maior proliferagao celular, aumento na producgao de fibroblastos e
sintese de colageno (KARU; KOLIAKOV, 2005).
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Estudos recentes mostram que a fotobiomodulacdo com LED acelerou o
processo de reparo 6sseo, com neoformagao ossea, presenca de trabeculado 6sseo
e aumento na deposi¢ao de colageno (PINHEIRO et al., 2012; SOARES et al., 2015;
OLIVEIRA et al., 2016). Essas caracteristicas sao observadas em diversos estudos
onde foi utilizada a FBM laser com parametros semelhantes e métodos de avaliagao
que incluiram a analise histolégica por microscopia de luz e espectroscopia Raman
(MARTINEZ; PINHEIRO; RAMALHO, 2008; PINHEIRO et al., 2009; 2010; 2011;
2012; 2013). E possivel que o mecanismo envolvido no reparo ésseo usando laser e
LED seja similar, com a absor¢ao 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 irradiagdo com
laser e LED, na proliferacdo e diferenciacdo de osteoblastos, demonstrou que
ambos modulam o metabolismo dos osteoblastos humanos, com aumento dessa
proliferagdo por mecanismo dependente ou ndo da ativagcédo de sinais extracelulares
(ERK) e marcadores de diferenciacéo osteogénica. O LED aumenta a expresséo de
colageno do tipo I, e incrementa a sintese de RNA, em diferentes doses, ja o laser
aumenta a mineralizacado dependendo da dose e do tempo (OLIVEIRA et al., 2016).

Diamantino et al., (2017), em estudo com objetivo de analisar a eficacia do
LED com comprimento de onda de 945 nm no reparo 6sseo de ratos diabéticos e
nao diabéticos, pela analise por Espectroscopia de Fluorescéncia de Raios- X por
energia dispersiva (EDX), Microscopia Eletronica de varredura (MEV), analise
histomorfométrica e densitometria &6ssea verificaram que a terapia com LED
influenciou positivamente a formagao 6ssea nos estagios iniciais do reparo 6sseo,
sem causar mudancgas na densidade Optica e volume de tecido nas fases finais. Ao
final do estudo nao foi observada influéncia da terapia com LED na porcentagem de
célcio ou fésforo, razao Ca / P.

A fotobiomodulagdo com LED representa uma alternativa segura no processo
de reparo tecidual, mas os efeitos biolégicos, usos clinicos de diferentes tipos de
comprimento de onda nao estao bem caracterizados (MAMALIS; GARCHA; JAGDE,
2015). Nao existem protocolos definidos com parametros terapéuticos do LED.
Novas pesquisas sao necessarias para se determinar a fluéncia de luz, poténcia,
densidade de energia, comprimento de onda e analisar os efeitos da interagao da luz
LED com os tecidos (SACONO et al., 2008).
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4.5 Biomodulacao e biomateriais

A Regeneracédo 6ssea guiada (ROG) tem eficacia de regeneragéo limitada em
defeitos com reabsorgéo 6ssea vertical (PINHEIRO et al., 2011), o que justifica o uso
dessa terapia associados a terapia de fotobiomodulagao (GERBI et al., 2018).

O uso de biomateriais para melhorar a capacidade do organismo e promover
o reparo 6sseo € bem fundamentado na literatura (PINHEIRO et al., 2011; BHAKTA,
2013; MAIA FILHO et al., 2013; MAIA FILHO et al., 2014). Varias pesquisas, com
modelos animais, ja comprovaram que o uso da FBM laser associada ou ndo ao uso
de diferentes tipos de biomateriais aumenta a cicatrizagdo éssea (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 histolégicos do laser associada a enxertos autdgenos
de osso sobre a regeneragcdo de defeitos ésseos, usando FBM laser com
comprimento de onda (A) 830 nm; area do feixe (®)= 0.5 cm?; densidade de energia
de 10 J/cm?; e poténcia de 50 mW, divididos em quatro pontos, aplicado em dias
alternados, mostrou remodelacdo Ossea quantitativa e qualitativamente mais
evidente nos grupos fotobiomodulados e nos fotobiomodulados associados com
enxerto 6sseo (WEBER et al., 2006).

Pinheiro et al., (2009), em estudo para avaliar o efeito de fotobiomodulagéo do
laser infravermelho sobre a incorporagdo de hidroxiapatita (HA; ~960 cm™) e a
qualidade do tecido 6sseo neoformado ao redor de implantes dentarios, através de
espectroscopia Raman e Microscopia de Varredura (MEV), respectivamente,
evidenciaram aumento significante na concentracdo de hidroxiapatita entre os
espécimes do grupo fotobiomodulado (A) 830nm (sete sessdes a cada 48 horas de
intervalo, 21,5 J/cm? por ponto, 10 mW, ® = 0.0028 cm?, 86 J por sess&o) e do grupo
controle nos 30 e 45 dias ap0s as cirurgias.

Martinez, Pinheiro, Ramalho (2008), avaliaram, histologicamente, o efeito do
laser no processo de reparo 6sseo de defeitos criados em fémur de ratos Wistar

albinus tratados ou ndo com proteinas ésseas morfogenéticas (POM) e membranas
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bovinas organicas (MBO). A FBM com laser (A830 nm, 40 mW, ® = 0,6mm) totalizou
16J por sessao, em periodos de 15, 21 e 30 dias. Os grupos fotobiomodulados
apresentaram um incremento na deposi¢gao de fibras colagenas (15 e 21 dias),
aumento do osso trabeculado bem organizado no final do periodo 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 6sseo.

Pinheiro et al., (2012), analisaram histologicamente e morfometricamente, o
uso do LED em defeitos 6sseos de ratos tratados com mineral trioxido agregado
(MTA), POMs e ROG com os paradmetros (A850 = 10 nm, 150 mW, & = 0,5 cm?,
densidade de energia de 16 J/cm?, dose total do tratamento de 112 J/cm?) com
aplicagdes repetidas a cada 48 horas. O uso do LED reduziu drasticamente a
inflamacéo, quando usado sozinho, no entanto, a sua utilizagdo em associagao com
MTA e/ou POM/ROG aumentou a gravidade da reagado inflamatéria. Quanto a
reabsorgao 6ssea, um resultado menos significativo foi visto quando a luz LED foi
associada com o MTA/POM/ROG. Ja em relagdo a deposigdo de colageno e
neoformacao éssea 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 ndo com laser
infravermelho (A780nm, 50mW, 16J/cm?, ¢= 0,05 cm?, emissdo continua); e enxerto
de fosfoceramica Bifasica e B-trifosfato de calcio e ROG. A espectroscopia Raman
mostrou diferengas significativas entre os grupos (p < 0,001). Os grupos FBM com
laser e tratados com a ceradmica apresentaram um aumento da proliferacédo
osteoblastica, deposi¢gdo de colageno, incremento na deposicdo e neoformagéo
0ssea quando comparado ao grupo néo irradiado. Em conclusao, os resultados da
investigacdo foram clinicamente importantes, pois a andlise 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.

O uso do laser com comprimento de onda de 780 nm, densidade de energia
de 5 J/cm?, associado ao uso de biomaterial em defeito 6sseo de ratos demonstrou
neoformacédo Ossea e deposicdo de coldgeno em estadgio mais avangado de
maturacéo 6ssea (SOARES et al., 2013).

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

com objetivo de comparar a influéncia da FBM Laser e LED no reparo de defeitos
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0sseos cirurgicos enxertados com hidroxiapatita (HA) microgranular sintética mais
fosfato de beta-tricalcio (FBT), pela analise Raman. Soares et al., (2014),
evidenciaram que o uso do LED promove melhor reparacdo 6ssea ao se avaliar
componentes organicos e inorganicos do o0sso, nos defeitos Osseos sem o
biomaterial.

Pinheiro et al., (2017), concluiram que o biomaterial é capaz de estimular a
producdo da nova matriz 6ssea, mas ao associa-lo com a fototerapia LED, esta
passa a inibir a formacao da matriz 6ssea. Os autores afirmam que ao se avaliar os
resultados nos grupos enxertados com HA, a reparagdo foi maior nos grupos
irradiados por laser.

Soares et al., (2015), em estudo com objetivo de avaliar, histologicamente, o
efeito da associacdo de HA com LED no reparo dsseo de fémur de ratos, mostraram
que a FBM com LED foi eficaz na modulacdo positiva do processo de reparagao
0ssea, independente do uso de biomaterial.

Pinheiro et al., (2018), em estudo com andlise por espectroscopia Raman,
com objetivo de avaliar o reparo de fraturas de tibias de coelho tratadas com
osteossintese com fio e uso ou nao de laser ou LED e MTA, evidenciaram que, a
FBM laser e LED associados ao MTA, foram eficazes no reparo, aumentando a
sintese de colageno, criando um arcabougo de carbonato de calcio e a subsequente
deposicao de hidroxiapatita.

Santos et al., (2019), em estudo com o objetivo de analisar a regeneragdo em
defeitos 6sseos com membrana de colageno e elastina fotobiomodulados com laser,
observaram o efeito bioestimulador no recrutamento, proliferacido e diferenciagao
das células 6sseas e o efeito biomodulador na remodelagao éssea. Ao combinar o
laser com membrana de colageno e elastina, observaram aumento do volume
0sseo.

Apesar do crescimento das aplicagdes bem sucedidas da FBM com LED em
diversas areas, seu uso no reparo 0sseo 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 a biomateriais como método auxiliar no processo de reparo

osseo.
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Quadro 1 - Estado da arte do efeito da fotobiomodulagdo e biomateriais no processo

reparo 0sseo em modelo animal.

34

de

Autor (ano) Fototerapia (nm) /biomaterial Dosimetria Efeito
. LBI (830) + POM + MBO DE=4
Martinez, (2008) P=0.04 W Jlem? +
Pinheiro et al., LBI (830) + HA DE=5 .
(2009) P=0,07 W Jicm?
Pinheiro et al., LED (850)+MTA/POM _ 5
(2012) P=0.15W DE= 16 J/cm +
Pinheiro et al., LBI (780) + ceramica bifasica _ 5
(2013) P=007 W DE= 5 J/icm +
P'”h(‘;'{)ﬁ f)t al. LBI (780)/LED(850)+ HA+FBT DE= 5 Jicm? +
LBI (780) + HA _ )
Soares et al., (2013) P=007 W DE= 5 J/cm +
LBI (780)/LED(850)+ HA+FBT DE=5
2
Soares et al., (2014) P=0,07/0.15 W Jicm +
LED (850) + HA + (B-TCP). _ 5
Soares et al., (2015) P=015W DE= 20 J/cm +
Pinheiro et al., LBI (780)/ LED (850) + HA + FBT. _ )
(2017) P=0,7/0,15 W DE= 5,1 Jjcm *
AsGaAl (830)
: P=04W DE=6
Gerbi et al., (2018) Membrana biolégica bovina Jiem? *
Proteinas 6sseas morfogenéticas (POM)
AsGaAl (780nm) DE=6 Laser +
Alves et al., (2018) P=0,6 W Jom? Laser/
MPSCN MPSCN -
AsGaAl (880nm)
Oliveira et al., (2018) _ - P=06W o DE=4 *
biomateriais de origem xenogénica, J/icm
aloplastica e coagulos
LBI (780)/LED(850)+ MTA
Pinheiro et al., ( P=)0 7/0(15 Vzl DE=5,1 .
(2018) T Jicm?
AsGaAl (930nm) DE=4
Santos et al., (2019) P=0,1W ) +
. . J/icm
Membrana de colageno e elastina

Legenda: POM (proteinas morfogenéticas); MBO (membranas bovinas orgéanicas); HA (hidroxiapatita); MTA
(mineral trrioxido agregado); FBT (fosfato beta-tricalcico); AsGaAl (arseneto de galio aluminio); MPSCN
(membrana de poliestireno, colageno 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 cicatrizacao do reparo 6sseo pode ser avaliada de diferentes
maneiras, além das técnicas tradicionais como histopatologia, morfometria,
microscopia eletrénica 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 india em 1928, pela observacdo 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 colageno do o0sso, podendo ser usada para
medidas ndo-invasivas em animais vivos (MANDAIR; MORRIS, 2015).

As posigdes dos picos geradas pelos espectros da espectroscopia Raman
refletem a variacdo de energia da luz laser dispersa medida que interage com
subunidades moleculares especificas dentro da amostra e a intensidade de
disperséo dos picos é proporcional a prevaléncia da subunidade. A impresséao digital
do material € gerada com informagdes quantitativas da composigdo da amostra. As
propriedades fisico-quimicas do tecido 6sseo com resolu¢ado menor do que 5 pm sao
detectadas pela Espectroscopia Raman identificando caracteristicas microscopicas
(LANE et al., 2006).

Informagdes quimica e estrutural sobre colageno séo identificadas no
espectro do osso (MANDAIR; MORRIS, 2015) com a apresentagao sobre a espinha
dorsal do peptideo de colageno nas bandas (1666 - 1667 cm '), que corresponde a
amida | e (1247 - 1248 cm™) equivalente amida Il (1247 - 1248 cm™') (BARTH;
ZSCHERP, 2002).

A espectroscopia Raman foi aplicada anteriormente em um estudo sobre
reparo 6sseo com fotobiomodulacdo com laser ou LED, associados ao uso de
hidroxiapatita + fosfato de Beta-tricalcio. Os picos avaliados foram 854/881 cm’
(colageno tipo Il / colageno do tipo I, relacionadas com a qualidade do colageno e
colageno ligagdo cruzada), entre mineral e matriz: 960/854 cm™ e 960/1454 cm™
(HA, relacionada com a quantidade de mineralizagao relacionado com a matriz do
colagénio), e composigdo dssea: 1070/960 cm™ e 1070/1077 cm™" e as posigbes e

largura de banda de 960 cm™ (maturagdo 6ssea / HA cristalinidade). A gradual
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deposicdo de HA evidenciou os melhores resultados na consolidagdo o&ssea
(PINHEIRO et al., 2014).

Além de avaliar a neoformacdo d6ssea, a espectroscopia Raman permite
avaliar a resisténcia e as propriedades mecanicas do o0sso, por meio dos picos
Raman referentes aos diversos constituintes da matriz orgénica e conteudo
inorganico do o0sso. A resisténcia depende da quantidade de mineralizacdo e do
grau de cristalinidade, da distribuicdo 6tima dos diferentes tamanhos e formas dos
cristais (MANDAIR; MORRIS, 2015). O pico Raman mais usado para verificar a
cristalinidade mineral é a banda primaria do fosfato em torno de ~960 cm™' (AKKUS;
ADAR; SCHAFFLER, 2004; AWONUSI; MORRIS, TECKLENBURG, 2007).

A maturidade mineral e o indice de cristalinidade sao critérios usados para
avaliagdo da qualidade oOssea. A maturidade corresponde a transformacgao
progressiva da superficie imatura e um uma estrutura de apatita madura e estavel,
uma vez que, o indice de cristalinidade mineral esta relacionado ao tamanho e aos
tipos de hidroxiapatita (FARLAY; PANCZER; REY, 2010). O pico Raman ~960 cm"’
refere-se a hidroxiapatita fosfatada, enquanto o pico ~1070 cm™ refere-se a

substituicdo do fosfato pelo carbonato na molécula da hidroxiapatita.

4.7 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A microscopia eletrbnica de varredura (MEV) € um método que fornece
rapidamente informagbées sobre a morfologia e a identificagdo de elementos
quimicos de uma amostra sélida. A principal razdo de sua utilidade é a alta
resolugcdo que pode ser obtida quando as amostras sdo observadas (DEDAVID,;
GOMES; MACHADO, 2007).

A analise por MEV permite a visualizagao de imagens com alta ampliagéo (até
300.000 X) e resolugdo, possibilitando a observagcdo e o registro de imagens
tridimensionais (PICON et al., 2006).

Pesquisas demonstraram a capacidade da analise por MEV em observar
arquitetura 6ssea, a neoformacdo 6ssea em casos de maturagdo e reparagao
(LOPES et al., 2007; CRUZ et al., 2007).

Estudo realizado com o objetivo de avaliar as quantidades de calcio (Ca) e
fésforo (P) por espectroscopia de dispersédo de energia (EDS) em trés pontos

distintos usando o MEV como instrumento de analise para o tecido 6sseo em trés
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grupos experimentais: controle (procedimento de cirurgia sem implante de
ceramica), grupo implantes AlO3 ndo revestidos e grupo implantes AloO3 revestido
com apatita revelou maiores niveis de Ca e P nos grupos que foram aplicados
ceramica associada a hidroxiapatita. As micrografias obtidas por MEV da superficie
do implante ceramico com o osso ap6s 30 dias da cirurgia evidenciaram uma area
mais homogénea no grupo ceramica+hidroxiapatita do que nos outros tratamentos,
onde pdde 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 reparagao 6ssea em calvaria
de ratos, por analise MEV e histolégica, que a fotobiomodulagdo com LBI diminuiu o
processo inflamatdério e melhorou a resposta bioldgica do tecido ésseo, estimulando
a deposicao de osso recém-formado no local da lesdo.

Santos et al.,, (2019), concluiram por andlise histolégica e MEV que o
protocolo de biomodulagao com laser foi capaz de acelerar a regeneragao éssea em
defeitos em fémur de ratos, principalmente quando associado ao biomaterial

polimérico.
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5 MATERIAIS E METODOS

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

abaixo sumariza as etapas metodoldgicas adotadas nesta tese. (Fig.4)



Figura 4- Fluxograma das etapas realizadas na pesquisa.
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5.1 Delineamento do estudo e Aspectos Eticos

Tratou-se de um estudo experimental, com abordagem quantitativa/qualitativa
com o objetivo de verificar in vivo 0 processo de reparagdo 6ssea guiada pela
MPNSC quando fotobiomodulada por LED.

O protocolo de pesquisa foi submetido a analise e aprovado pela Comissao
de Etica em Pesquisa Animal (CEUA) da Universidade Estadual do Piaui (UESPI),
sob o numero de protocolo 08649/2016 (ANEXO A).

5.2 Local do Estudo

O estudo foi desenvolvido no Laboratoério de Cirurgia Experimental do Nucleo
de Biotecnologia e Biodiversidade da Universidade Estadual do Piaui (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 Nucleo de
Biotecnologia e Biodiversidade da Universidade Estadual do Piaui (NPBIO- UESPI).
Os animais foram mantidos em espaco acusticamente isolado, dentro de gaiolas de
polipropileno, com ragdo e agua ad libitum, em condigdes adequadas de
temperatura (19 °C) e com luz (ciclo de 12h de ciclo claro-escuro). Todas as
recomendacgdes do Comité 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 periodos de tempo de eutanasia (15 e 30 dias) (Quadro
2).
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Foram divididos em C (controle - defeito 6sseo e sem membrana), M (defeito
0sseo0 e membrana), LED (defeito ésseo estimulado com LED), MLED (defeito
0sseo, 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 - Distribuicdo dos grupos do estudo

Grupo |Membrana|LED | Eutanasia (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 Obtencado da Membrana

A membrana de poliestireno, colageno e norbixina (MPSCN) (Fig.5), utilizada
no presente estudo, foi obtida em parceria com pesquisadores do Mestrado em
Ciéncias de Materiais do Instituto Federal do Piaui (IFPI). As caracteristicas de

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

Figura 5- Amostras da Membrana de Poliestireno, Colageno e Norbixina (MPSCN) utilizada
no estudo.
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Fonte: Alves et al., 2018
5.6 Procedimento Cirurgico

Todos os animais receberam pré-tratamento, por via subcutanea, de atropina
na dosagem de 0,04 mL para cada 100g de peso corporeo, seguido de repouso de
15 minutos para o procedimento anestésico. Por via intramuscular, foi administrado
Ketalar (cloridrato de cetamina 10%; Instituto Biochimico Industria Farmacéutica

LTDA) com a dosagem de 0,1ml para cada 100g de peso corporeo; Xilazin
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(cloridrato de xilazina 2%; Syntec) com dose de 0,1mL para cada 100g de peso
corpéreo, usando uma seringa de insulina de 1 m L para cada animal.

Posteriormente ao procedimento anestésico, o animal foi posicionado em
decubito dorsal na prancha cirurgica e realizado a tricotomia e limpeza da pele. Uma
incisdo de 0,5 cm na regiao occiptal foi realizada com tesoura cirurgica seguida de
divulsdo com pinga Kelly (Fig. 6a). Logo apdés criou-se defeito critico de 08 mm na
calvaria do rato (Fig. 6b) com uso de broca trefina (DSP Biomedical, Campo Largo,
Parana, Brasil).

Em todos os animais dos grupos M e MLED, o fragmento da MPSCN foi
colocado no local do defeito critico. Os demais animais dos grupos C e LED néo
receberam membrana ou qualquer material no local do defeito critico; e em todos os
grupos, foi realizado a sutura com fio monofilamento de seda 4-0.

Apods o procedimento cirurgico, os ratos foram mantidos em gaiolas de cinco
animais. Durante os trés primeiros dias do experimento, os animais receberam
medicacdo analgésica (50 mg/kg de 12 em 12 horas de dipirona) (Ultrafarma,

Teresina, Piaui, Brasil).
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Figura 6- Sequéncia de fotos ilustrando o procedimento cirargico e implantacao da MPSCN:
Regiao tricotomizada e incisao na regido occiptal (A); criagdo do defeito critico com broca de
trefina (B); defeito critico (C); implantagao da MPSCN (D); e sutura com fio seda (E).

Fonte: Autor

5.7 Protocolo de fotobiomodulagédo LED

Foi utilizado um LED Protétipo cedido pelo laboratério IP&D/Centro de
laserterapia e fotobiologia (CELAPQO), com comprimento de onda de 945 nm,
poténcia de 48 mW, area de colimador igual a 0,5 cm? (Fig. 7).

A fotobiomodulagdo LED, nos grupos LED e MLED, foi realizada sobre a
incisdo cirurgica, perpendicularmente e em contato com a pele, em um unico ponto
(Fig. 8), imediatamente apds a cirurgia, e em dias alternados apds a cirurgia até a
eutanasia. A sonda foi protegida por uma pelicula translucida. Os parametros de
biomodulagéo por LED estdo descritos no Quadro 3.

Anteriormente a fotobiomodulagdo dos animais, a poténcia do equipamento
de LED foi aferida usando um medidor de poténcia (MODEL 13 PEM/J, MellesGriot,
Holanda). O procedimento de fotobiomodulagdo obedeceu as recomendagdes de
biosseguranca para utilizagdo de terapia fotobiomoduladora, com uso de &éculos

protetor opaco para o pesquisador.



Figura 7- Imagens ilustrativas do Protétipo 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 aplicagcao da Fotobiomodulagdo com LED em
defeito critico de calvaria de ratos (A) e aplicagdo do LED no defeito critico da calvaria de
ratos (B).

Fonte: Autor

Quadro 3 - Pardmetros do equipamento de FBM utilizado.

Parametros /| Equipamento LED
Registro da ANVISA N° -
945+- 20
Comprimento de onda (nm)
SAEF 3
Energia (J) 6
Poténcia de saida (mW) 48
Poténcia de saida W) 0.048
Frequéncia (Hz) Continua
Aplicagao Contato
Area do feixe (cm?) 0,04
Densidade de Energia (J/cm?) 144
Numero de pontos 1
Densidade de poténcia (W/cm?) 0,04
Tempo de irradiagao (s) por ponto (s) 150

Legenda: *SAEF — poténcia x tempo de irradiagdo por ponto
X numero de pontos/ area total irradiada.
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5.8 Eutanasia e distribuicdo das amostras

Os animais foram eutanasiados, nos periodos de 15 e 30 dias, por excesso
de anestesia (tionembutal sédico) (Ultrafarma, Teresina, Piaui, Brasil), de acordo
com as orientagdes do Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA,1991).
Uma amostra do tecido com o defeito ésseo foi dividida longitudinalmente, em duas
partes. Metade das amostras foi encaminhada para a analise por Microscopia Optica

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

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

Fonte: Autor
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5.9 Andlise histolégica

As amostras foram mantidas em solu¢do de formol neutro a 10% por 48
horas, e em solucdo de acido féormico 20% por 7 dias, para descalcificagao.
Posteriormente foram submetidas ao processo de desidratagdo em etanol (70-
100%), diafanizagdo em xilol, e incluidas em parafina (CAPUTO, GITIRANA,
MANSO, 2010). Apds a obtencéo dos blocos, foi realizado um corte longitudinal de
05 micrdmetros de espessura, que foram submetidos a coloragcao pela hematoxilina-
eosina (HE), para analise por microscopia de luz (Olympus, Opitical ColLtda, Tokyo,
Japao, ampliagdo de x 31). As laminas foram numeradas de acordo com 0 numero
do animal e subgrupo ao qual pertenciam.

A anadlise descritiva foi feita por analise cega, por um patologista. Os
parametros analisados no processo de reparo foram as alteragdes inflamatérias,

grau de reparagao e remodelacéo dos tecidos.

5.10 Analise por microscopia eletronica de varredura (MEV)

As amostras foram submetidas ao processo de desidratagdo 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 °C (DEDAVI, GOMES, MACHADO, 2007).
Posteriormente, as amostras foram pulverizadas com uma fina camada de ouro na
ordem de 2 mm em uma metalizadora a vacuo, (modelo K550X, EMITECH, MHz
Electronics, Inc.) e analisadas no microscopio eletrénico de varredura (MEV EVO MA

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

5.11 Analise por Espectroscopia Raman

Utilizou-se um sistema Raman (Bruker, modelo Senterra) acoplado a um
detector (CCD-Charge Coupled Device), com radiagdo de excitagdo laser com
comprimento de onda de 785 nm e objetiva de 40x.

A coleta do sinal Raman foi realizada por um CCD e o registro feito
computador, na qual a poténcia incidente na amostra era de 20 mW. Cada espectro

foi obtido com 2 integragbes de 10 segundos/cada (20 segundos por espectro). A
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resolucao espacial axial foi de 5 ym, e foi coletado um ponto na regido cortical no
interior do defeito 6sseo em todos os grupos.

Para ter um parametro para o controle positivo, no grupo controle, além do
ponto na regido cortical do defeito, foi coletado também um ponto na regido cortical
O0ssea normal. Apos a coleta dos espectros, um ajuste polinomial de quarta ordem foi
executado para cada espectro na regido entre 900-1200 cm™ e 2700-3500 cm™'para
eliminar a fluorescéncia utilizando o software PeakFit (Systat Software, Inc.) e o
programa Origin. Para identificar as modificagdes dos componentes minerais do
osso formado realizou-se o calculo da area do pico em 960 cm™' para caracterizar

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

5.12 Analise estatistica

A analise dos dados descritivos foi feita por meio das médias mais ou menos
desvio padrao. Para a comparagao entre os grupos e inferéncia foi realizado o teste
ANOVA seguido do teste de Bonferroni. O nivel de significancia foi de 5% (p < 0,05).
Os resultados foram analisados e expostos em graficos e tabelas no software
estatistico GraphPadPrism 5.0 (Graphpad Software, Inc.). A analise histologica e

analise das micrografias obtidas por MEV foram feitas apenas qualitativamente.



49

6 RESULTADOS

6.1 Analise Histoldgica

No primeiro intervalo experimental (15 dias), fibras colagenas séo vistas ao
longo dos defeitos experimentais, com trabéculas 6sseas imaturas ndo lamelares,
apenas nas extremidades do defeito cirurgico. A espessura da calvaria original néo
foi reestabelecida em nenhum grupo neste periodo. No grupo C (Fig. 10A) e M (Fig.
10C), LED (Fig.11A) e MLED (Fig. 11C) observou-se neoformacédo éssea, com
extensdes variaveis. Nas amostras do grupo LED (Fig. 11A), a neoformacéo éssea
ocorreu em direcdo ao centro da lesdo. No grupo MLED (Fig.11C) ocorreu uma
pequena formagéo de osso trabecular com distribui¢ao irregular.

Apos 30 dias, observa-se que no grupo C (Fig. 10B) ocorreu neoformagéao
o0ssea e no grupo M (Fig. 10D), remodelacédo éssea demonstrado pelo fechamento
dos defeitos 6sseos, no entanto, o tecido 0sseo apresentava-se imaturo e lamelar,
em ambos os grupos. No grupo LED (Fig. 11B) verificou-se um processo de
remodelagdo 6ssea mais acentuado do que nos demais, no qual o defeito cirurgico
foi completamente preenchido por osso organizado e maduro.

No grupo MLED (Fig. 11D), observou-se pequena quantidade de remodelagao
Ossea, apresentando-se de maneira irregular e desorganizada sem fechamento do

defeito cirurgico.
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Figura 10- Superficie éssea proxima ao local do defeito dsseo nos tempos experimentais de
15 dias (A, C) e 30 dias (B,D). Fotomicrografias mostrando a aparéncia do tecido 6sseo nos
grupos C (controle) e M (membrana), para ambos os periodos, 15 e 30 dias. (coloracédo de
hematoxilina e eosina; ampliagao original x 40). IN, infiltrado inflamatério; IB, osso intacto;
NF, osso neoformado; R, remodelagédo. As bordas do defeito ésseo foram delineadas para
facilitar a identificagao.

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

Fonte: Autor
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Figura 11- Superficie éssea proxima ao local do defeito dsseo nos tempos experimentais de
15 dias (A, C) e 30 dias (B, D). Fotomicrografias mostrando a aparéncia do tecido 6sseo nos
grupos LED e MLED, para ambos os periodos, 15 e 30 dias. (coloragdo de hematoxilina e
eosina; ampliagdo original x 40). IN, infiltrado inflamatdrio; IB, osso intacto; NF, osso
neoformado; R, remodelagédo. As bordas do defeito ésseo foram delineadas para facilitar a
identificacao.

15 dias 30 dias

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

Fonte: Autor
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6.2 Analise por Microscopia Eletrénica

A MPSCN, utilizada no presente estudo, apresenta superficie homogénea (Fig.
12). Ap6s 15 dias, no grupo controle (C) e membrana (M), as bordas do defeito
0sseo sao claramente observadas (Fig. 13A, Fig. 13C; setas) e a area da leséo
apresenta-se delimitada e recoberta por tecido 6sseo 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 6sseo mais compacto (Fig. 13B, Fig. 13D; asteriscos).

Os grupos LED (Fig. 14A, asteriscos) e MLED (Fig. 14C, asteriscos), com 15
dias, mostraram superficie lisa na area da lesdo com uma fina camada de osso
depositada no defeito 6sseo. No periodo de 30 dias, o grupo LED (Fig. 14B),
apresentou 0sso mais compacto, fechando completamente a borda da leséo; ja o
MLED (Fig. 14D, setas) permaneceu com a borda da leséo evidente.

O processo de maturagdo 6ssea 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 6sseo tem maior e melhor maturagdo em relagdo aos
grupos de animais eutanasiados aos 15 dias com melhor tecido ésseo cortical e

medular, delineado e menos poroso, com menor espacamento entre as trabéculas.
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Figura 12- Microsco

5

pia eletrbnica de varredura da MPSCN. A: 6QX; B: 1000X; C: 2000X
g ) &‘- > ; ~  { .

Fonte: Autor
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Figura 13- Micrografias eletrbnicas de varredura da superficie 6ssea perto do local do
defeito nos grupos C (controle) e M (membrana), nos tempos experimentais de 15 e 30 dias
(ampliagdo x200). As bordas do defeito Osseo (setas amarelas) e a area da lesao
(asteriscos) ainda sao visiveis. Apés 15 dias, no grupo controle (C) e no grupo membrana
(M) observam-se ainda as bordas do defeito 6sseo (A, setas; C, setas); e a area da lesao (A,
asteriscos; C, asteriscos). Apds 30 dias, observou-se no controle (C) e membrana (M), uma
superficie 6ssea compacta na area da lesao (B, asteriscos; D, asteriscos); e borda do
defeito 6sseo ainda visivel (B, setas; D, setas).

15 dias 30 dias

Fonte: Autor
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Figura 14- Micrografias eletrbnicas de varredura da superficie 6ssea perto do local do
defeito 6sseo nos grupos LED e MLED (membrana/LED), nos tempos experimentais de 15 e
30 dias (ampliagdo x200). Com 15 dias a area da lesao (asteriscos), foi identificada no
grupos LED e MLED (A, asteriscos; C, asteriscos) e a borda da lesao (A, setas; C, setas).
Com 30 dias, uma camada de osso compacto foi identificada no grupo LED (B, asteriscos);
e no grupo MLED ¢ visivel a area da lesdo com uma fina camada de deposi¢cao ossea (D,
asteriscos) e a borda da lesdo permanece visivel (D, setas).

15 dias

LED

MLED

Fonte: Autor

6.3 Analise por Espectroscopia Raman

O conteudo de HA do osso mostrou uma gradagao clara com o aumento da
area 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),
proxima a intensidade de pico do osso cortical normal, nos dois periodos de
avaliacao; e os grupos C e MLED apresentaram as menores intensidades em
comparagao ao osso cortical normal (Figs. 16 A, B).

A analise estatistica dos dados do pico de fosfato no 15° dia mostrou uma
area 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, ndo houve diferenca estatistica
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entre as areas dos grupos C e M; C e MLED; M e MLED (p > 0,05); (Fig. 16B;
Quadro 4). A area integrada do grupo B foi estatisticamente superior a todos os
outros grupos (p < 0,001); Fig. 16; Quadro 4).

Apos o periodo de 30 dias, foram observadas diferencas estatisticas
significativas na area 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 area para o grupo C (Fig. 16B;
Quadro 4). O grupo MLED apresentou uma area 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 areas semelhantes do pico de fosfato entre si, sem diferencgas

estatisticas significativas (p > 0,05) (Fig. 16B, Quadro 4).
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Figura 15- Espectros Raman dos defeitos do tecido ésseo nos grupos. Osso, B; controle, C;
membrana, M ;LED, diodo emissor de luz FBM; e MLED, membrana + LED (A) apds 15 dias
(B) 30 dias. Espectros representativos mostrando o v1-PO43- pico de vibragao (958 cm— 1)
dos grupos para ambos os periodos.

(A) K (B)

Itensity (a.u.)
Itensity (a.u.)

910 920 930 940 950 960 970 980 990 910 920 930 940 950 960 970 980 990

Raman Shift (cm’) Raman Shift (cm™)
Legenda: Osso intacto(B), Controle (C), Membrana (M), LED e Membrana + LED (MLED).
Fonte: Autor

Figura 16- Graficos de barras dos desvios médios e padrao da area integrada do pico v1-
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) apés 15 dias (B) apds 30
dias.
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Legenda: Osso(B), Controle(C), Membrana(M), LED e Membrana + LED (MLED).

Fonte: Autor
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Quadro 4 - Andlise estatistica dos valores da area integrada dos espectros Raman
relacionados ao componente fosfato viPO4 3 (~ 960 cm ') entre os grupos experimentais
apos o 15° e 30° dia de tratamento comparados com LED

Comparagao 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 (nao significativo).

Fonte: Autor
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7 DISCUSSAO

O presente estudo avaliou por meio da Espectroscopia Raman, analise
histolégica e MEV o processo de reparo 6sseo de calvaria de ratos com uso de
MPSCN associada ou néo a fotobiomodulagdo com LED.

O defeito critico na calvaria de ratos foi realizado com base nos estudos de
Almeida et al., (2014) e Alves et al., (2018), por ser de facil manejo, pouco custo e
facil disponibilidade do animal (SPICER et al., 2012). Os defeitos na calvaria de
ratos sao bastante empregados em experimentos com uso de membranas
bioldgicas, pela pequena quantidade de osso medular e por apresentar 0sso
remanescente somente nas extremidades do defeito (DONOS et al., 2004). Neste
estudo, a calvaria apresentou como limitagdo a impossibilidade de realizar a imagem
quantitativa por Espectrometria de Fluorescéncia de Raios- X por energia, pela
pequena espessura das amostras.

A espectroscopia Raman tem sido usada para identificar modificagdes na
constituicdo molecular do osso em processo de reparacdo e varios estudos tém
mostrado a eficacia do uso do Raman como uma ferramenta para avaliar a
qualidade 6ssea neoformada (LOPES et al., 2010; PINHEIRO et al., 2013; SOARES
et al., 2014; SOARES et al., 2015). A hidroxiapatita representa o principal
componente do o0sso mineralizado, assim, o espectro 6sseo basal nao tratado
apresenta pico de hidroxiapatita de fosfato a ~ 960 cm™ (PINHEIRO et al., 2017) e
este foi usado como marcador de reparagao 6ssea neste estudo.

Pinheiro et al., (2018), em estudo com andlise por espectroscopia Raman,
com objetivo de avaliar o reparo de fraturas de tibias de coelho tratadas com
osteossintese com fio e uso ou nao de laser ou LED e MTA, evidenciaram que, a
FBM laser e LED associados ao MTA, foram eficazes no reparo, aumentando a
sintese de colageno, criando um arcabougo de carbonato de calcio e a subsequente
deposicao de hidroxiapatita.

No presente estudo, a associacdo de fotobiomodulagdo 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 granulos e integre-se com outros osteoblastos para apoiar tanto a
proliferacdo como a diferenciacdo nas fases iniciais do reparo, o que resultara em
intrinseca estimulagao da neoformacao 6ssea (SOARES et al., 2015).

Alves et al., (2018), ao analisar os efeitos do uso de MPSC fotobiomoduladas
com laser no reparo de defeitos 6sseos em calvaria de ratos, evidenciaram que o
laser isoladamente, favoreceu o reparo 0sseo, no entanto ao associa-lo com a
MPSCN ocorreu aumento do processo inflamatério e retardo na remodelacao dssea.
No presente estudo ndo houve aumento do processo inflamatério.

A absorgao da luz nas estruturas carotendides séo relacionadas as ligagdes
conjugadas duplas da estrutura. A norbixina, derivada de carotendides, é degradada
pela exposicdo a luz, oxigénio e umidade. Ao absorver luz nos comprimentos de
onda de 410 a 510 nm ocorre degradagao (FONTANA et al., 2000; TIWARI et al.,
2010). O poliestireno tem a fungao de revestir o composto com a matriz polimétrica e
impedir sua degradagao. Presume-se que a norbixina tenha sofrido oxidacédo ao ser
biomodulada por laser, com comprimento de onda de 780 nm (ALVES et al., 2018).
Ja neste estudo, apesar de ter ocorrido um retardo no processo de remodelagao ao
associar a membrana com o LED, n&o houve processo inflamatoério. Supde-se que a
baixa poténcia utilizada no protétipo de LED do presente estudo, e as caracteristicas
da luz ndo coerente e nao colimada, possam ter levado ao espalhamento da luz,
disponibilizando menos energia e, possivelmente, ficando na barreira da membrana
e minimizado a estimulacdo da remodelacdo 6ssea. Ao mesmo tempo, essas
caracteristicas do LED, provavelmente, tenham sido fator de protecdo para nao
ocorrer a degradagdao da norbixina e, assim, evitar o aumento do processo
inflamatario.

Evidenciou-se, em todos os grupos, no periodo de 15 dias, o processo de
neoformacao éssea, a partir da analise histolégica, apresentando-se com extensao e
espessuras variadas e sem a presenca de infiltrado inflamatério. O uso da MPSCN
neste estudo foi capaz de reduzir o infiltrado inflamatério, quando usada
isoladamente ou associada a fotobiomodulagdo LED, o que demonstra a acao
antioxidante e antiflamatéria dos carotendides presentes no urucum (SOMACAL et
al., 2015; CAPELLA et al., 2016).

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

remodelacido 6ssea, caracteristica importante no processo de cicatrizagao 6ssea. As
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membranas biocompativeis devem ser constituidas de moléculas capazes de atrair
células e andaimes para facilitar o processo de regeneragdo Ossea e resturar a
funcao, forma e estrutura, o mais proximo do fisiolégico (RATNER; BRYANT, 2004;
GUASTALDI; APARECIDA, 2010).

Oliveira et al., (2012) observaram que a biomodulagdo com laser nao
melhorou as propriedades bioativas dos andaimes de biosilicato, mas ao ser usada
isoladamente promoveu a neoformagdo éssea, achado semelhante encontrado
neste estudo, no qual os grupos fobiomodulados por LED, sem uso da MPSCN,
apresentaram maior remodelacio ossea.

Os grupos do presente estudo que apresentavam a MPSCN e os grupos
fotobiomodulados por LED nao evoluiram com areas de necrose. A MPSCN tem
como caracteristica, a ndo citotoxigenicidade, portanto, segura para uso (MONTE et
al., 2016).

O uso de luz LED isoladamente ou em associacdo com biomateriais no
processo de reparo 0sseo diminui o processo inflamatério e aumenta a deposicao de
colageno (PINHEIRO et al., 2013; PINHEIRO et al., 2017). Estudos evidenciam que
a irradiacdo com LED modula positivamente o processo de reparagao o6ssea
independente do uso de biomaterial (SOARES et al., 2015; PINHEIRO et al., 2017).
No entanto, estudos utilizando a associagéo do LED com outros biomateriais (MTA —
mineral agregado de triéxido) (PINHEIRO et al., 2009); HA e fosfato B-tricalcico
phosphate (B-TCP) (SOARES et al., 2015) evidenciou aumento do processo
inflamatario.

O uso da FBM associada ou ndo ao uso de diferentes composicoes de
biomateriais, em experimentos com animais, evidenciaram efetividade na
cicatrizagdo 6ssea (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 remodelagéo, com fechamento das bordas
do defeito, achado que evidencia que a FBM acelera o processo de reparagao
0ssea, aumentando a deposigdo e organizagao do osso neoformado (PINTO et al.,
2013; TIM et al., 2013).
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A fotobiomodulagdo com Laser e LED modula o metabolismo dos
osteoblastos humanos, no qual, o LED aumenta a expressao de colageno do tipo |, e
incrementa a sintese de RNA, em diferentes doses, ja o laser aumenta a
mineralizagao dependendo da dose e do tempo (OLIVEIRA et al., 2016).

Verificou-se no presente estudo, por meio da analise histolégica e MEV, que
a biomodulagdo com LED diminuiu o processo inflamatorio e melhorou a resposta
bioldgica do tecido 6sseo estimulando a deposigdo de osso neoformado no local da
lesdo. As caracteristicas dos espectros Raman e a intensidade de pico do novo 0sso
formado apds 30 dias, nos grupos irradiados por LED, foram semelhantes as do
0sso nativo, indicando uma mineralizagdo 6ssea bem sucedida.

Os niveis de HA apés 30 dias no grupo LED e a auséncia de significancia
estatistica entre os grupos osso e LED indicam o efeito positivo da biomodulagéo
com LED nos defeitos 6sseos. Esses resultados estdo de acordo com estudos que
demonstraram maior deposicdo de massa 0ssea com formacgao de tecido ésseo 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 esta possivelmente associado a
presenca de osteoblastos mais maduros, com melhor capacidade de secrecido de
HA em grupos irradiados, quando comparados aqueles observados em animais de
grupos nao irradiados, onde a proliferagdo celular ainda estava ocorrendo (SOARES
et al., 2014; SOARES et al., 2015; PINHEIRO et al., 2017; DIAMANTINO et al.,
2017).

A fotobiomodulacido com diodos emissores de luz demonstrou induzir um
processo de reparo rapido em defeitos 6sseos usando parametros 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 remodelacdo 6ssea e diminuicdo do processo
inflamatorio nos grupos LED, tanto no intervalo de 15 dias como no de 30 dias.

O uso do LED esta associado ao aumento na proliferacido de fibroblastos,
condroblastos, e osteoblastos e, portanto, maior deposi¢ao de colageno, importante
precursor de deposigdo da matriz mineral (PINHEIRO et al., 2009; PINHEIRO et al.,
2013; SOARES et al., 2015). Assim, o aumento da formagado Ossea esta
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provavelmente intimamente ligado com ambos os numeros aumentados de

osteoblastos e sua atividade secretora.
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8 CONCLUSAO

O emprego da MPSCN no reparo 6sseo de calvarias de rato reduziu o
processo inflamatério, serviu de arcabouco e favoreceu a neoformacéo éssea. Ao
associa-la com o LED ocorreu remodelagdo O&ssea, porém, de maneira
desorganizada e irregular.

Os niveis de hidroxiapatita foram maiores nos grupos fotobiomodulados por
LED e menores nos grupos controle e no grupo membrana associado com a
fotobiomodulagéo.

A fotobiomodulacdo com LED em defeitos O6sseos na calvaria de ratos
influenciou positivamente na formacdo d6ssea com aumento na deposicdo de
hidroxiapatita, nos diferentes intervalos de tempo, sendo maior no final do
experimento, resultando em o0sso mais compacto e linear. O uso simultdneo da

MPSCN e fotobiomodulacado apresentou pouca efetividade.
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Abstract

Biocompatible membranes are widely used in medicine to stimulate bone repair. Several studies have demonstrated that laser
photobiomodulation (PBM) also stimulates osteoblast proliferation and osteogenesis at the fracture site, leading to a greater deposition
of bone mass and accelerating the process of bone consolidation. This work assessed the therapeutic effect of 780-nm laser PBM and a
polystyrene membrane coated with norbixin and collagen (PSNC) on bone healing in rats with calvarial bone defect. Histological
staining, Raman spectroscopy, and scanning electron microscopy (SEM) were used to evaluate the bone repair process. Four exper-
imental treatment groups were compared: C, control; M, membrane only; L, laser PBM only; and ML, membrane + laser PBM. A bone
defect was created in the calvaria of each animal, with each group subdivided into two subgroups that underwent euthanasia after 15
and 30 days treatment. The L and ML groups were irradiated (A =780 nm, ED=6 J/em?®, P =60 mW, ¢=4 s) postoperatively on
alternate days until they were euthanized. The bone concentration of hydroxyapatite (CHA) showed a clear gradation with increasing
phosphate area in the order B (normal cortical bone)>L>M>ML > C for both periods. The PSNC membrane was effective in
reducing the inflammatory process and served as a scaffold for bone repair. The laser PBM also showed positive effects on the bone
repair process with increased deposition and organization of the newly formed bone. However, laser PBM failed to improve the
bioactive properties of the membrane scaffold.

Keywords Bone repair - Biocompatible membrane - Laser photobiomodulation - Raman spectroscopy - Scanning electron
microscopy (SEM) - Bone histology

Introduction process that requires specific steps for regeneration involving

changes in an array of genes [3]. The reestablishment of bone
Bone defects may occur due to many causes, such as traffic  architecture and functionality depends on correct cell prolifer-
accident traumas, infection, tumor, and fractures in the geriat-  ation and deposition of calcium salts to determine the success-
ric population [1, 2]. Bone healing is a complex biological ~ ful regeneration of injured bone tissue [4]. When bone
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Raman spectroscopy analysis of bone regeneration in a rat model by
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