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RESUMO

A Laserterapia de Baixa Poténcia (Low Level Laser Therapy — LLLT)
apresenta-se como uma terapia ndo invasiva reconhecida por acelerar
processos reparativos tanto de tecidos moles quanto de tecidos duros devido
aos seus efeitos biomoduladores nas células e nos tecidos. Quando ha
associacdo de uma fonte de luz de comprimento de onda conhecido a um
corante fotossensivel de baixa toxicidade, temos a, também conhecida, Terapia
Fotodinamica (Photodynamic Therapy - PDT) que, ainda pouco se sabe sobre
sua acdo no processo de consolidacdo 0ssea. O objetivo deste trabalho foi
avaliar o processo de reparo 6sseo em ratos submetidos a LLLT associada ou
ndo ao azul de metileno a 0,01%, utilizando-se para isso a avaliacdo
radiografica e histologica. Defeitos 6sseos foram realizados e distribuidos em
quatro grupos: nao tratados (Grupo controle); preenchidos por azul de metileno
e ndo tratados (Grupo azul de metileno); tratados com laser 660nm (Grupo
LLLT); preenchidos por azul de metileno e tratados com laser 660nm (Grupo
LLLT + PDT). As radiografias foram realizadas nos dias 0, 7 e 14. Metade dos
animais, irradiados ou nao, foram eutanasiados apo0s sete dias e a outra
metade apds 14 dias, sendo os fémures removidos para analise histologica. Os
resultados sugerem que, radiograficamente ndo houve consolidacdo 6ssea em
nenhum dos grupos tratados, porém os defeitos 6sseos do grupo LLLT + PDT
apresentaram maior grau de radiopacidade; histologicamente houve maior
aumento da area de neoformacédo 6ssea nos grupos LLLT e LLLT + PDT, com
destaque para este ultimo em ambos os periodos avaliados. Podemos desta
forma, concluir que além da associacdo da PDT a LLLT ter sido eficaz, a
combinacdo das duas técnicas promoveu inducdo da osteogénese de maneira

precoce.

Palavras-chave: LLLT; Azul de metileno; Terapia Fotodinamica; Cicatrizacao



ABSTRACT

Low Level Laser Therapy (LLLT) is a recognized noninvasive therapy for
accelerating repair processes of both soft and hard tissues due to their
biomodulating effects on cells and tissues. When there is an association of a
light source of known wavelength with a low toxicity photosensitive dye, we also
have the known Photodynamic Therapy (PDT), which is still little known about
its action in the process of bone healing. The objective of this work was to
evaluate the bone repair process in rats submitted to LLLT, associated or not
with 0.01% methylene blue, using radiographic and histological evaluation.
Bone defects were performed and distributed in five groups: untreated (control
group); filled with methylene blue and untreated (methylene blue group); treated
with laser 660nm (LLLT Group); filled with methylene blue and treated with laser
660nm (LLLT + PDT Group). Radiographs were performed on days 0, 7 and 14.
Half of the animals, irradiated or not, were euthanized after seven days and the
other half after 14 days, and the femurs were removed for histological analysis.
The results suggest that radiographically there was no bone consolidation in
any of the treated groups, but the bone defects of the LLLT + PDT group
presented a higher degree of radiopacity; histologically, there was a greater
increase in the area of bone neoformation in the LLLT and LLLT + PDT groups,
especially in the two evaluated periods. We can therefore conclude that besides
the association of PDT with LLLT was effective, the combination of the two

techniques promoted the induction of osteogenesis in an early manner.

Keywords: LLLT; Methylene Blue; Photodynamic Therapy; Healing
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Delineamento experimental

Transoperatorio do procedimento experimental realizado no
fémur direito de rato Wistar. A: Membro tricotomizado em campo
operatorio; B: Musculatura afastada demonstrando os defeitos
0sseos confeccionados com o auxilio de uma broca odontologica
de 2mm na face cranial do fémur direito; C: Realizacdo da
Terapia Fotodindmica no defeito 6sseo distal.

Representacdo esquematica da divisdo dos  grupos
experimentais.

Aplicacdo do laser, por via transcutanea, de maneira puntiforme,
no fémur direito de rato Wistar. A: Simulacédo do laser em um dos
animais que nao foram tratados; B: Aplicacéo do laser em um dos
animais tratados.

Avaliacao radiografica realizada durante o experimento. A: Barra
metélica utilizada como parametro de radiopacidade dos defeitos;
B: Procedimento radiografico com distanciamento padréo; C:
Posicionamento do animal para a realizacdo da incidéncia cranio-
caudal; D: Posicionamento do animal para a realizacdo da
incidéncia médio-lateral; Avaliacdo radiografica dos defeitos
0sseos com graduacdo da radiopacidade (1- ausente; 2-

leve/discreta; 3- moderada e 4- avancada) da barra de aluminio.



Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

Processamento histologico de uma das amostras (fémur direito
de rato Wistar) do experimento. A: Clivagem transversal das
epifises; B: Clivagem longitudinal passando no centro de ambos
os defeitos Osseos; C: Amostras incluidas em resina plastica
(bloco).

Andlise microscoépica dos defeitos dsseos. A: Camera (AxioCam
Vision) acoplada ao microscopio AxioStar Zeiss AxioCam CHF5
B: Histomorfometria semi-automatica da area de neoformacédo
O0ssea. Imagem capturada do Software Zen 2.3 Blue Edition,
Zeiss, Alemanha, 2012.

Imagens radiograficas (proje¢cdes médio-lateral e cranio-caudal)
do fémur de ratos Wistar utilizados no experimento, com seus
respectivos defeitos dsseos. D7: sétimo dia de pds-operatorio;
D14: décimo quarto dia de pGs operatorio.

Andlise histopatologica (H&E) de defeitos 6sseos experimentais
realizados no fémur direito de ratos Wistar dos diferentes grupos
experimentais. A: defeitos 6sseos do grupo controle aos sete
dias; B: defeitos 6sseos do grupo controle aos quatorzes dias; C:
defeitos 6sseos do grupo azul de metileno aos sete dias; D:
defeitos 6sseos do grupo azul de metileno aos quatorzes dias; E:
defeitos 0sseos do grupo LLLT aos sete dias; F: defeitos 6sseos
do grupo LLLT aos quatorzes dias; G: defeitos 6sseos do grupo
LLLT + PDT aos sete dias; H: defeitos 6sseos do grupo LLLT +
PDT aos quatorzes dias. (5um de espessura). INF — infiltrado

inflamatorio; MO — medula 6ssea; GRAN — tecido de granulacéo;



P — periésteo; OT — osso trabecular; OL — 0sso lamelar.

Figura 10 Andlise histomorfométrica da area de neoformacgdo Ossea em
defeitos 6sseos em fémur de ratos Wistar. Comparacéao entre as
amostras de mesmo grupo nos intervalos propostos. Resultados
expressos em media = SD; nivel de significAncia foi de 5%
(*p<0,05).

Figura 11 Andlise histomorfométrica da area de neoformacgdo Ossea em
defeitos em fémur de ratos Wistar. Comparagado entre 0s grupos
nos intervalos propostos. Resultados expressos em média + SD;

nivel de significancia foi de 5% (*p<0,05).
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1 INTRODUCAO

Na rotina cirtrgica ortopédica, frequentemente nos deparamos com
situacbes de descontinuidade Ossea seja em consequéncia de fraturas
causadas por impactos de alta energia, disturbios metabdlicos, “gaps”
resultantes de osteotomias, neoplasias, infec¢des, além de complicacdes do
proprio processo de consolidacdo dssea que, por vezes, geram consequéncias
conhecidas como “unido retardada” e “ndo uniao” (HARWOOD, FERGUSON,
2015).

O trauma € a condicdo médica mais cara ap0s as condicbes cardiacas,
custando aos Estados Unidos US$ 56 bilhdes a cada ano. Destes, US$ 21
bilhdes séo utilizados para o tratamento de fraturas. Das cerca de 7,9 milhdes
de fraturas que ocorrem anualmente nos Estados Unidos, aproximadamente 5-
10% atrasam a consolidacdo. Além disso, dessas 600.000 fraturas em
processo de consolidagao retardada, cerca de 100.000 progridem para nao
unido (BUZA, EIHNORN, 2016). Além das raz@es financeiras relativas ao gasto
direto com procedimentos ortopédicos, o0 paciente, muitas vezes
economicamente ativo, deixa de comparecer ao trabalho e, consequentemente,
de produzir. Logo, ha pressa na reabilitacdo destes pacientes, tanto por
questbes produtivas, quanto individual e fisiolégica do bem estar do proprio
paciente (BARBOSA et al., 2013).

A necessidade de hospitalizacdo por periodo variavel, tratamentos
cirdrgicos, cuidados intensivos no pos-operatorio e programas de reabilitacéo
por longos periodos faz com que o paciente acometido por fraturas gere um

alto custo econémico aos cofres publicos (SOARES et al., 2014).



19

Em uma avaliagdo mundial sobre fraturas de fémur nos Estados Unidos,
Soares et al. (2014) observaram registros de 0,8 caso/mil pessoas com idade =
60 anos/ano, com gastos anuais aproximados de 10 bilhdes de doélares.

Além das razdes financeiras relativas ao gasto direto com procedimentos
ortopédicos, ha custos sociais. O paciente, muitas vezes economicamente
ativo, deixa de comparecer ao trabalho e, consequentemente, de produzir.
Logo, ha pressa na reabilitacdo destes pacientes, tanto por questbes
produtivas, quanto individual e fisiolégica do bem estar do préprio paciente
(BARBOSA, et al., 2013; SOARES et al., 2014).

Na medicina veterinaria, especificamente na clinica de pequenos
animais (caes e gatos), nao ha dados que representem 0s custos, porém essas
complica¢Bes sdo comumente vistas na rotina clinica. Sabe-se que as afec¢des
ortopédicas correspondem, aproximadamente, a um terco dos atendimentos na
rotina da clinica-cirdrgica veterinaria, com destaque para as fraturas de 0ssos
longos que correspondem a 45% de todos os tipos de fraturas (LUCAS et al.,
2001). De um total de 1200 cées com suspeita de doenca ortopédica de origem
traumatica no sistema locomotor, 955 (79,58%) apresentaram fraturas
apendiculares (LIBARDONI, 2015).

Para haver sucesso no processo de consolidacdo Ossea, as fraturas
devem ser reduzidas e estabilizadas de maneira satisfatoria, sendo o periodo
poOs-operatorio crucial no sucesso do procedimento. O ser humano possui a
ciéncia de se manter em repouso, enquanto que o paciente veterinario, por nao
apresentar esta consciéncia, muitas vezes contribui para complicacbes do

procedimento cirdrgico (GRIFFON, 2005; FOSSUM, 2013).
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No que diz respeito aos métodos alternativos para estimulacdo do reparo
0sseo, tanto a literatura humana quanto a veterinaria apresentam inimeras
pesquisas experimentais e clinicas. Métodos foram desenvolvidos e ainda vem
sendo aprimorados, para acelerar o processo de consolidacdo de fraturas, e
como opg¢ao para o tratamento de “unides retardadas” ou “nao-unides”
(HARWOOD, FERGUSON, 2015). Dentre eles podem ser citadas metodologias
por preenchimento local (bioldégicos ou sintéticos) ou metodologias fisicas (por
estimulagdo externa através da via transcuténea). Os primeiros podem ser
representados por: cimento de aluminato de calcio (PURICELLI et al., 2010;
SEBBEN et al., 2012; BURGUER et al., 2013), hidroxiapatita (DUARTE et al.,
2007; MARCONDES et al., 2016), vidro bioativo (FILHO et al., 2011); enxertos
O0sseos autdégenos (PURICELLI et al.,, 2010), plasma rico em plaquetas
(SEBBEN et al., 2012), células-tronco autdlogas (OLIVEIRA et al., 2010),
dentre outros. O ultrassom pulsado de baixa intensidade (FARKASH et al.,
2015; LEIGHTON et al., 2017), a terapia extracorporea com ondas de shock
(KIEVES et al., 2015) e a laserterapia de baixa intensidade (AUREGAN et al.,
2013), sao exemplos de terapias por estimulacao fisica. A grande maioria de
todas essas modalidades terapéuticas promove um aumento no recrutamento
de células Gsseas, estimulando, desta forma, o reparo esquelético.

A Laserterapia de Baixa Intensidade (Low Level Laser Therapy — LLLT)
apresenta resultados conhecidos favoraveis ao processo de consolidacao
0ssea, sejam eles comprovados por analises in vitro (JAWAD et al., 2013),
analises histolégicas, através do aumento na proliferacdo de fibroblastos,
matriz 0ssea e neoformacdo de vasos sanguineos (BOSSINI et al., 2012;

VASQUEZ et al., 2015) ou andlises densiométricas (BARBOSA et al., 2013;
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BARBOSA et al., 2014). Sabe-se que a terapia inibe o processo inflamatorio
(POPPI et al., 2011) e acelera a deposicao e a organizacdo de 0sSs0s recém-
formados e ativa fatores osteogénicos (TIM et al., 2014), atuando,
principalmente nos estagios iniciais do processo de regeneracdo 6ssea (MERLI
et al., 2012; BATISTA et al., 2015).

A Terapia Fotodinamica (Photodynamic Therapy - PDT) se caracteriza
por utilizar uma fonte de luz associada a um corante fotossensivel de baixa
toxicidade que apresenta seletividade por alguns tecidos ou células. Ao
absorver a energia proveniente da luz, o fotossenssibilizador produz
substancias altamente reativas, que causam alteracbes e danos celulares
(KAIRALLA, 2006). O azul de metileno € um corante capaz de absorver a luz
na regido entre 620-660nm, espectro que permite maior penetracdo nos
tecidos, promovendo maior acdo do composto em tecidos mais profundos
(MIRANDA, 2015). Normalmente, a PDT é utilizada no controle de fungos
(SOUZA et al., 2006; SENA, 2013), bactérias (PRATES et al., 2006; KIKUCHI
et al., 2015) e neoplasias (NORTH, BANKS, 2009; WITHROW, MACEWEN'’S,
2007).

Apesar dos inuUmeros casos experimentais de métodos alternativos,
nenhum, ainda, é conhecido como “padréao-ouro” para acelerar o processo de
regeneracao 0ssea. Dessa forma, este trabalho tem por objetivo, verificar os
efeitos da associacdo da PDT, com azul de metileno a 0,01% e da LLLT no
processo de consolidacédo de defeitos 0sseos experimentais em fémur de ratos

Wistar.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos histofisioldgicos do tecido 6sseo

O o0sso €& um tecido conjuntivo especial, constituido por cristais
inorganicos (65% a 70%) e material organico (30% a 35%), sendo este Ultimo,
predominantemente colageno (90%) (ANDRADE et al., 2007; AARESTRUP,
2012).

O metabolismo deste tecido recebe importante influéncia do sistema
enddcrino e do sistema imunoldgico e possui como fungbes a coordenacao dos
movimentos fornecendo suporte, sustentacdo e estabilidade através da
insercdo de tenddes e ligamentos, hematopoiese, equilibrio de ions, reserva
mineral, protecdo estrutural de 6rgdos vitais, como aqueles contidos na calota
craniana e regido toracica (ANDIA et al.,, 2006; ANDRADE et al., 2007;
AARESTRUP, 2012).

Microscopicamente, o tecido dsseo € classificado como primario,
trancado ou imaturo, com disposicdo irregular, fibras colagenas
desorganizadas e proporcionalmente menos cristais de hidroxiapatita; e
secundario, maduro ou lamelar, com fibras colagenas dispostas em lamelas
paralelas ou concéntricas em torno dos Canais de Havers, constituindo
unidades funcionais denominadas Osteons ou Sistemas Haversianos.
Macroscopicamente, tais elementos formam o0 0SSO compacto ou O 0SSO
esponjoso (ANDIA et al., 2006). O osso trangado € 0 primeiro 0SSO a ser
formado no desenvolvimento do esqueleto, na fase chamada de modelamento;

gradualmente, a medida que o tecido se renova, € substituido por osso lamelar,
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gue passa a constituir todo o esqueleto. Em organismos adultos, o 0sso
trancado sO volta a surgir nas areas de neoformacdo Ossea, como em
consolidagbes de fraturas ou tumores produtores de tecido (AARESTRUP,

2012).

2.2 Elementos do tecido 6sseo

2.2.1 Células Osseas

As células do tecido 6Osseo provém da célula indiferenciada do
mesénquima embrionario que se diferencia em células osteoprogenitoras por
estimulos de fatores de crescimentos transformadores e das proteinas
morfogenéticas osteoindutoras-2 (BMP-2) (ANDRADE et al., 2007; MOTA et
al., 2008; AARESTRUP, 2012). A partir de expressdes genéticas especificas
esta célula origina os osteoblastos, sendo o Runx2 um gene mestre para esta
diferenciacdo (FLORENCIO-SILVA et al., 2015).

Apéds formacédo do tecido, as células osteoprogenitoras permanecem na
medula 6ssea, no enddsteo e no periésteo e quando estimuladas entram em
mitose e diferenciam-se em novos osteoblastos durante o processo de
consolidacédo de fraturas, ou em condicbes patologicas, como hiperplasias
0sseas reacionais ou neoplasias (ANDRADE et al., 2007).

Funcionalmente, osteoblastos sintetizam e controlam a mineralizagao
dos componentes da matriz organica através da secrecdo de proteinas
colagenas e ndo-colagenas, proteoglicanos da matriz 0ssea, metaloproteinases

(reguladoras dos fatores de crescimento) e citocinas (produtoras do fator
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estimulador de coldnia 1; e reguladoras do desenvolvimento dos osteoclastos a
diferenciacdo de varias células hematopoiéticas) (ANDRADE et al., 2007).
Apds a sintese, o material organico, denominado ostedide, sofre impregnacao
por ions atraidos do sangue (MOTA et. al., 2008; AARESTRUP, 2012). Estas
células amadurecem dando origem aos ostedcitos, em estagio final de
diferenciagdo, que permanecem aprisionadas dentro da matriz mineralizada
além de persistirem no peridsteo celular como células ésseas de revestimento
(ANDRADE et al., 2007).

O ostedcito possui pobre atividade metabdlica, porém € indispensavel
para a manutencdo da homeostase 0ssea e para a remocao de catabdlitos
teciduais; sua identificacdo em areas de neoformacdo 0ssea é um dos indicios
microscopicos de viabilidade 6éssea em areas de consolidacdo. (ANDIA et al.,
2006; ANDRADE et al., 2007; AARESTRUP, 2012; JUNQUEIRA, CARNEIRO,
2013).

Os ostedcitos sao células estreladas com  prolongamentos
citoplasmaticos que servem para a irrigacdo dos osteoblastos, além de
mobilizar calcio e outros ions da matriz 6ssea e 0s transportar através dos
canaliculos para os osteoblastos (ANDRADE et al., 2007). Das lacunas partem
canaliculos, dentro dos quais 0s prolongamentos citoplasmaticos dos
ostedcitos percorrem inameros canaliculos que permitem a intercomunicagéo
entre estas células, osteoblastos e células de revestimento 6sseo do endosteo
e periosteo, estabelecendo juncdes (tipo gap) entre estas células, bem como
com o sangue (MOTA et al., 2008; AARESTRUP, 2012; JUNQUEIRA,
CARNEIRO, 2013). Isto permite aos ostedcitos mais profundos responder as

modificacdes sistémicas, bem como as modificagcdes na superficie 6ssea de
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origens diversas incluindo estimulos bioquimicos e fisicos (ANDIA et al., 2006).
Os prolongamentos citoplasméticos, ainda, promovem captacdo e manutengao
ibnica, mobilizando célcio e outros ions da matriz 6ssea; permitem o fluxo de
pequenas moléculas, como hormdnios, além de servirem para a irrigacdo e
transporte aos osteoblastos, através dos canaliculos (ANDRADE et al., 2007,
MOTA et al., 2008; JUNQUEIRA, CARNEIRO, 2013). Este processo é
conhecido como a fungdo mecanico sensitiva dos osteécitos (FLORENCIO-
SILVA et al., 2015).

Os osteoclastos sao células gigantes, multinucleadas de formato
irregular que fazem parte do sistema fagocitario mononuclear e realizam
reabsorcdo de tecido 6sseo para que este seja renovado (ANDIA et al., 2006;
ANDRADE et al., 2007; AARESTRUP, 2012; JUNQUEIRA, CARNEIRO, 2013;
FLORENCIO-SILVA et al.,, 2015). Sua funcdo ndo €& especificamente
fagocitaria, visto que, na fagocitose, ap6s digestdo, a particula é eliminada,
enquanto na reabsorcdo h& reaproveitamento metabdlico. Os osteoclastos
realizam reabsorgéo tanto da matriz organica, via enzimas digestivas (producao
de colagenases e catepsinas), quanto da por¢cdo mineral, via producédo de
acidos (pH préximo a 3,5) sintetizados pela prépria célula, com
reaproveitamento das unidades “quebradas”, promovendo escavacdes na
superficie 6ssea (ANDIA et al., 2006; MOTA et al., 2008; AARESTRUP, 2012).

Os fatores reguladores da funcdo dos osteoclastos sao: Fator
Estimulador da Colonia de Mondcitos (M-CSF), Fator de Diferenciacdo dos
Osteoclastos (ODF), IL, vitamina D3, Fator de Necrose Tumoral-a (TNF-a),
particulas 0sseas mineralizadas contendo osteocalcina e RANK ligante

(ANDRADE et al.,, 2007; FLORENCIO-SILVA et al.,, 2015). O M-CSF e o
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RANKL, juntos, promovem a ativagao dos fatores de transcricdo e expressao
génica nos osteoclastos. Quando o receptor de M-CSF se liga ao osteoclasto
precursor, ha estimulo de proliferacéo e inibicdo da apoptose dos osteoclastos.
Da mesma forma, quando o receptor de RANK se liga ao osteoclasto
precursor, induz a formacéo de osteoclastos (FLORENCIO-SILVA et al., 2015).

Segundo Andia et al. (2006) durante o processo de apoptose dos
osteoblastos, 0s osteoclastos sdo atraidos para o local de ocorréncia e
imediatamente reconhecem e internalizam os osteoblastos e/ou ostedécitos em
apoptose. A mesma autora complementa sugerindo que o TGF-3 e o estrogeno
parecem promover a apoptose, enquanto o paratormonio e a IL-1 podem agir

como supressores de apoptose, prolongando a atividade osteoclastica.

2.2.2 Matriz Extracelular

A matriz 6ssea, também conhecida como matriz extracelular apresenta-
se como uma complexa e organizada estrutura que fornece suporte mecanico
essencial e participa no processo de homeostase 6ssea. Ela pode liberar véarias
moléculas que interferem diretamente na atividade das células ésseas, com
consideravel participacdo na remodelacdo 6ssea (FLORENCIO-SILVA et al.,
2015).

Dentre as principais proteinas presentes na estrutura da matriz organica
estdo o colageno tipo I, a osteocalcina, a osteopontina, as proteoglicanas e as
fosfoproteinas. Estes componentes interagem entre si e organizam-se
fornecendo um arcaboucgo que permite a deposi¢cao de minerais (ANDIA et al.,

2006; ANDRADE et al., 2007, MOTA et al., 2008).
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A matriz é dividida em parte organica e inorganica. A primeira €&
responsavel pela resisténcia a fratura e tensdo, ou seja, confere dureza ao
tecido; enquanto que a segunda representa a resisténcia a deformacao (ANDIA
et al., 2006; AARESTRUP, 2012).

A porgéo organica do osso corresponde a 35% do material extracelular e
€ composta por proteinas colagenas e ndo-colagenas, além de proteoglicanos.
Dentre as proteinas coldgenas, o colageno tipo | representa 90%, sendo este,
servindo de base para a fase mineralizada (ANDRADE et al., 2007;
AARESTRUP, 2012).

Quanto as proteinas nao-colagenas, podemos citar:

a) Osteocalcina — estd presente nos osteoblastos, na matriz
mineralizada e no cemento acelular. E responsavel por atrair ions célcio e
fésforo para a impregnacdo no ostedide, promovendo, desta forma, a
mineralizacdo 6ssea e regulacdo do crescimento dos cristais. Sua expressao €
controlada pela forma ativa da vitamina D (ANDRADE et al., 2007;
AARESTRUP, 2012);

b) Osteopontina — encontrada na superficie da matriz esta envolvida na
organizacdo tecidual, interrompendo a sintese apds a mineralizacdo do
ostedide (AARESTRUP, 2012);

c) Osteonectina — considerada a proteina nao-colagena mais abundante
do tecido Osseo, € responsavel pela adesdo dos osteoblastos a interface
0ssea, sendo sua participacdo mediada pelo célcio (ANDRADE et al., 2007;
AARESTRUP, 2012);

d) Sialoproteina — € encontrada restritamente na matriz Ossea

mineralizada, mas n&o no ostedide. Quando em associa¢ao com a osteocalcina
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e fibrilas colagenas criam uma alta concentracdo de calcio, levando a
precipitacdo deste mineral. Além disso, promove reabsor¢cdo O&ssea,
indiretamente, por aumentar a adesdo dos osteoclastos na matriz 0ssea
(ANDRADE et al., 2007).

e) Osteoprotegerina — € também chamada de protetora 6ssea (PO) ou
fator de inibicdo da osteoclastogénese. Logo, tem por funcao inibir a formagéo
de novos osteoclastos. A molécula da familia TNF, RANK-L e seus receptores
RANK funcionam como chave para a modelagédo éssea e sdo essenciais para o
desenvolvimento e ativacdo dos osteoclastos. O processo de reabsor¢do 6ssea
se da através da ligacdo do RANK com o RANK-L, que resulta na
osteoclastogénese de células progenitoras e na ativacdo dos osteoclastos
maduros. A osteoprotegerina funciona como um receptor do RANK-L, e
compete com o RANK para se ligar ao RANK-L. Trata-se de um efeito inibidor
da ativacdo e maturacdo dos osteoclastos. Ou seja, todos os fatores que
inibem ou estimulam a reabsor¢cdo éssea via osteoclastos, agem via RANK-L,
RANK e/ou osteoprotegerina (ANDRADE et al., 2007).

Florencio-Silva et al. (2015) acrescentaram a presenca de pequenos
proteoglicanos ricos em leucinas incluindo decorinas, biglicanos, lumicanos,
osteoaderinas e proteinas séricas. Andia et al. (2006) complementaram
sugerindo que as proteinas derivadas do sangue e dos fluidos teciduais estao
concentradas no osso devido a sua afinidade com os cristais minerais, sendo
estas representadas pela albumina, a2HS-glicoproteina e imunoglobulinas.

Quanto aos componentes inorganicos, estes representam 65% da matriz
e sdo compostos por fosfato de calcio (na forma de cristais de hidroxiapatita),

magnesio, bicarbonato, sodio e potassio. Eles se ligam a parte organica sendo
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distribuidos entre os feixes de colageno, fornecendo resisténcia ao tecido
0sseo (ANDIA et al.,, 2006; AARESTRUP, 2012; FLORENCIO-SILVA et al.,

2015).

2.3 Reparo e consolidagéo das fraturas

Fratura € uma interrup¢do na continuidade do osso que foi submetido a
um estresse maior do que aquele em que ele é capaz de suportar. Neste caso,
as estruturas adjacentes também séo afetadas, ocasionando edema de tecidos
moles, hemorragia muscular, possibilidade de luxacdes articulares, ruptura de
tendBes, seccdo de nervos e lesdo de vasos sanguineos (SMELTZER et al.,
2009).

Para um correto processo de consolidacdo 0ssea, as fraturas devem ser
reduzidas, alinhadas e estabilizadas de maneira satisfatéria (PORTH, 2002). A
partir dai inicia-se o processo inflamatorio, que, seguindo uma série e acdes
celulares e hormonais, culmina com o restabelecimento da continuidade 6ssea.

O reparo 0sseo é um processo bioldgico que ocorre apéds a destruicao
de tecido 6sseo e cartilaginoso, e que tem por finalidade restaurar a
continuidade tecidual e restabelecer a fungcédo perdida. Este processo varia de
acordo com fatores biolégicos (local da fratura, tipo 0sseo, respostas celulares,
suprimento sanguineo e grau de lesdo do tecido mole adjacente) e mecanicos
(estabilidade dos fragmentos apdés fixacdo) que influenciam diretamente na
sequéncia dos eventos celulares (FOSSUM, 2013).

Todos os processos fisiolégicos que ocorrem dentro do 0sso (no que diz

respeito ao reparo de uma fratura) dependem de suprimento sanguineo



30

adequado. Qualquer prejuizo circulatério pode retardar a cicatrizagdo
(FOSSUM, 2013). Se a vascularizagcdo adequada estiver presente, o padrao de
reparagéo da fratura € ditado pelo ambiente biomecéanico. De fato, os 0ssos s6
podem ser produzidos ap0s a restauracdo da estabilidade mecénica. Isso pode
ser alcangado por um processo natural de cicatrizagdo ou por osteossintese,
com estabilizacdo parcial ou completa dos fragmentos da fratura (GRIFFON,
2005)

Imediatamente ap0s uma fratura, 0 hematoma parece acionar moléculas
que possuem a capacidade de acionar cascatas inflamatérias celulares para
que ocorra a cicatrizagdo. Células inflamatérias secretam citocinas (IL-1 e IL-6)
importantes na regulagdo dos eventos iniciais da cicatrizagdo das fraturas.
Moléculas como o fator de crescimento transformador beta (TGF-f) e o fator de
crescimento derivado de plaquetas, constituem reguladores importantes de
proliferacdo e diferenciacdo celulares. Essas, além de outras moléculas,
parecem estar envolvidas na quimiotaxia e na angiogénese. A medula 6ssea
sofre reorganizacdo de componentes celulares que se transformam em células
osteoblasticas e comecam a formar tecido 6sseo. O trajeto final da formacédo
0ssea depende do ambiente mecénico da fratura (FOSSUM, 2013).

Ocorre formacdo Gssea intramembranosa precoce sob 0 periosteo a
uma certa distancia do local de fratura em uma area de estabilidade relativa,
formando o calo dsseo de ligacao inicial. No inicio, os intervalos da fratura séo
ligados por tecidos que podem suportar movimento (hematoma e tecido de
granulacao); esses tecidos sao substituidos, sequencialmente, por aqueles que
aumentam a rigidez 0ssea (tecido conjuntivo fibroso, fibrocartilagem e osso

lamelar), culminando na mineralizagdo fibrocartilaginosa. Essa mineralizagcdo
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comecga nas superficies de fragmentos e continua em diregcdo ao centro do
intervalo, formando tecido 6sseo trabecular e trangcado. Ocorre reabsorcao local
do tecido Osseo inicial, seguida de vascularizacdo das cavidades de
reabsorcdo e substituicdo por osso lamelar. A formacdo e a reabsorcao
continuas de osso lamelar em locais de fratura resultam em remodelacédo do
calo 6sseo em o0sso cortical (FOSSUM, 2013).

Ocorre cicatrizacdo Ossea direta (formacdo sem estagio intermediario)
qguando dispositivos de fixagdo mantém absoluta estabilidade de fragmentos. A
formacdo 6ssea que ocorre em pequenos intervalos na linha de fratura apoés
fixacdo rigida € chamada de cicatrizacdo intervalar. No inicio, esses intervalos
séo preenchidos por uma rede de tecido fibroso, mas em torno de 8 semanas
ele comeca a se remodelar. Inicia-se a reconstrucdo longitudinal com
remodelacdo haversiana. Esta comeca com reabsor¢cao osteoclastica de tecido
0sseo e formacdo de cavidades de reabsor¢cdo que penetram em sentido
longitudinal através das extremidades dos fragmentos e do tecido 6sseo
recém-formado nos intervalos de uma fratura. Os osteoclastos sdo seguidos
por alcas vasculares, células mesenquimatosas e precursores osteoblasticos.
Os osteoblastos revestem as cavidades de reabsor¢cdo e secretam oestedide,
que é mineralizado em tecido ésseo. Esse tecido 6sseo lamelar distribui-se ao
longo do eixo longitudinal de um osso, através das extremidades e dos
intervalos da fratura e resulta em forte unido dos fragmentos 6sseos (FOSSUM,
2013).

A cicatrizacdo de fraturas instaveis € caracterizada pela formacao de um
calo intermediario antes da formacdo Ossea. Este tipo de cicatrizacdo €

referido como cicatrizacdo indireta ou secundaria. Ela ocorre em fraturas com
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ambiente mecanico instavel, que resultam de movimento dos 0ssos adjacentes
(FOSSUM, 2013). E arbitrariamente dividida em trés fases: inflamac&o, reparo
e remodelacdo. Esta passagem, através de diferentes estagios, promove
aumento de rigidez e forga que, eventualmente, leva a uma biomecéanica
ambiental que permite formacdo e unido Ossea. A quantidade de calo
produzido depende da estabilidade da fratura, e aumenta com maior
instabilidade (GRIFFON, 2005)

A fase inflamatodria inicia-se imediatamente apds a interrupcao inicial do
0sso e dos tecidos e persiste até quando a formacgdo de cartilagem ou 0sso é
iniciada. Esta fase, portanto, dura de 3 a 4 dias e, pode ser, potencialmente
mais longa, dependendo da quantidade de forca que causou a fratura.
Clinicamente, o fim do estagio inflamatdério coincide com a diminui¢céo da dor e
do inchago (GRIFFON, 2005)

As fraturas inevitavelmente causam uma ruptura dos vasos medulares
com posterior extravasamento de sangue. Embora a contracdo e a trombose
dos vasos interrompidos minimizam a perda de sangue, ha uma interrup¢ao do
fluxo sanguineo que leva a isquemia e necrose do 0sso, caracterizada
histologicamente pela presenca de lacunas vazias. Um coagulo rico em fibrinas
forma-se no local da fratura, iniciando uma cicatrizacao espontanea da fratura.
Ha evidéncias de que o hematoma estabelece o estagio inicial para a fase de
reparo, liberando fatores crescimento, estimulando a angiogénese e a
formacéo 0ssea (GRIFFON, 2005).

As propriedades angiogénicas do hematoma de uma fratura parecem ser
mediadas por via vascular pelo Factor de Crescimento Endotelial (VEGF).

Acidez local e citocinas contidas no exsudado acumulado na area lesada,
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complementa esse efeito. De fato, mediadores inflamatérios, tais como
prostaglandinas E; e E,, podem estimular a angiogénese, e também podem ser
responsaveis por sinalizar a reabsor¢do 0ssea precoce pelos osteoclastos e a
proliferacdo de células osteoprogenitoras. Finalmente, os mastocitos contendo
substancias vasoativas abundantes durante esta fase, contribuem para a
formacdo de novos vasos. Em poucas horas, um sangue extradsseo, de
suprimento transitério, emerge de tecidos moles circundantes, revascularizando
o local da fratura hipdxica. Fagdcitos mononucleares entregues por estes
novos vasos auxiliam na remoc¢ao do 0sso necrético e na construcao do calo
(GRIFFON, 2005).

A fase de reparo ocorre, dentro de poucos dias. O crescimento capilar,
em conjunto com células mononucleares, comeca a transformacdo de um
hematoma em tecido de granulacdo. Esta fase inicial do reparo coincide com
um ligeiro aumento na forca mecéanica (GRIFFON, 2005).

Células mesenquimais dentro do periésteo, do enddsteo, da medula
Ossea e dos tecidos moles adjacentes comecam a se proliferar durante a fase
inflamatéria e se diferenciam em condrécitos durante a fase de reparacao.
Quimiotaxia, proliferacéo, coordenacdo e diferenciacdo destas células-tronco
em condrécitos ou osteoblastos sdo orquestrados por inUmeros fatores de
crescimento, dentre os quais TGF-B e as proteinas morfogenéticas 0Osseas
(BMPs) desempenham um papel importante. Apesar de o tempo exato dessa
fase de inducdo ndo estar clara, ela pode ser iniciada durante a fase
inflamatoria e é crucial para a formacdo ordenada e maturacdo de tecidos
dentro do intervalo de fratura. O periésteo que envolve o local da fratura

engrossa antes de sofrer uma transformacdo condrogénica, produzindo um
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calo externo inteiramente vascularizado por vasos extradsseos. Forma-se um
calo interno ou medular na camada celular endosteal que estd confinado ao
canal medular e recebe o seu fornecimento de sangue derivado das arteriolas
medulares. A presenca de uma camada de fibrocartilagem no canal medular
interrompe temporariamente o fluxo de sangue medular em toda a falha de
fratura. Ambos os calos externo e internos unen-se e passam a constituir o
"calo de ponte" (GRIFFON, 2005).

A producdo de um calo externo proeminente € uma evidéncia comum
em instabilidade de fraturas bem vascularizadas. Essas estruturas contribuem
muito para a restauracdo da forca e rigidez dentro do foco da fratura,
permitindo assim a formagao de osso compactado (GRIFFON, 2005).

No final da fase de reparacdo, a unido O0ssea é alcancada, mas a
estrutura do local da fratura difere daquela do osso original. O tempo
necessario para alcancar a unido varia muito de acordo com configuracéo e
localizag&o da fratura, o estado dos tecidos moles adjacentes, bem como com
as caracteristicas do paciente (espécie, idade, estado de saude, lesdes
concomitantes, doencas). No final da fase de reparacdo, o 0sso lesionado
recupera forca e rigidez suficiente para permitir exercicios de baixo impacto

(GRIFFON, 2005).
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2.4 Terapias Complementares

2.4.1 Laserterapia de Baixa Intensidade

A palavra LASER € uma sigla para “Light Amplification by Stimulated
Emission of Radiation” (RAYEGANI et al., 2010; CALIN, COMAN, 2011,
HUGHES, 2011). Um laser produz fotons de luz com caracteristicas fisicas
especificas, a saber:

monocromaticidade - significa que todas as ondas eletromagnéticas do
laser apresentam o mesmo comprimento de onda, consequentemente, a
mesma cor;

e coeréncia - refere-se a que todos os fotons de luz do laser oscilam

na mesma fase;

e direcionalidade - apresenta-se como consequéncia da caracteristica

anterior, resultando em um elemento altamente direcional,

e intensidade - representa a capacidade de o laser possuir elevada

intensidade de energia numa pequena area (RAYEGANI et al., 2010;
CALIN, COMAN, 2011).

A primeira lei da fotobiologia afirma que, para a luz visivel ter efeito
sobre um sistema bioldgico vivo, os fétons por ela emitidos devem ser
absorvidos por fotorreceptores ou cromoéforos moleculares com o espectro de
absorcdo dos elétrons semelhantes ao dos fotons. A segunda consideracao
importante envolve as propriedades oOpticas do tecido. Tanto a absor¢do quanto
a dispersédo da luz no tecido sdo dependentes do comprimento de onda e dos

principais cromoforos dos tecidos (HAMBLIN, DEMIDOVA, 2006).
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A LLLT tem sido utilizada desde 1960, por apresentar efeitos
terapéuticos no tratamento de uma série de condi¢des patoldgicas em diversos
tecidos (tecido nervoso, tecido muscular, tecido cartilaginoso, entre outros), no
intuito de reduzir a inflamag¢do aguda, diminuir a dor e estimular processos de
reparacao tecidual (FEITOSA et al., 2007; NASCIMENTO et al., 2010).

A terapia laser utiliza diferentes comprimentos de onda do espectro
vermelho (visivel) assim como do infravermelho (ndo visivel), como por
exemplo: HeNe 632,8 nm; GaAlAs 650 ou 805nm; AsGa 904 nm
(NASCIMENTO et al., 2010). A faixa de comprimento de onda compreendida
entre 600nm e 900nm foi identificada como sendo a que contém comprimentos
de onda apropriados para o laserterapia (RAYEGANI et al., 2010).

As caracteristicas de monocromaticidade e coeréncia sdo responsaveis
pela penetracdo do feixe de luz nos tecidos, sem afetar as células normais.
Além destas, o comprimento de onda e a fonte de energia da luz também
participam desta particularidade (RAYEGANI et al., 2010).

Os lasers de baixa intensidade ndo produzem calor e ndo é destrutivo ao
tecido-alvo, como observado nos lasers cirdrgicos. Seu mecanismo de acéo € a
fotoestimulacdo ou fotobiomodulacdo, processo no qual a exposicdo a luz
desencadeia reacBes quimicas levando a mudancas no estado de
oxidacdo/reducao das mitocondrias com aumento da sintese de ATP, no ciclo
de Krebs; ha, ainda, ativacdo da bomba de sodio/potassio que altera a
permeabilidade da membrana celular ao calcio. Desta forma, a célula é
fornecida com mais energia, apresentando condicédo ideal para desempenhar
seu papel no processo de reestabilizagdo (LI et al., 2009; RAYEGANI et al.,

2010). Deste modo, ha estimulo mitdtico, aumento metabolico e
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potencializagcdo da regeneracdo celular. Ainda, a biomodulagdo gerada pelo
laser tem caracteristicas anti-inflamatérias com reducdo do edema, controle de
formacao de tecido fibroso, estimulo da fun¢éo nervosa e da producédo de 6xido
nitrico; destaca-se, imunologicamente, a acdo na diminuicdo da formacdo de
bradicinina, histamina e acetilcolina, além de estimular a producdo de
endorfinas (KNEEBONE, 2006). Foi observado também, que o laser promove
a reabsorcdo de exsudatos, a sintese e remodelacdo de colageno, o aumento
do numero de fibroblastos e o aumento da viabilidade dos enxertos (FEITOSA
et al.,, 2007). Rocha, et al. (2012) comprovaram, experimentalmente, através
da inducdo de feridas cutdneas em camundongos diabéticos, que a
laserterapia € capaz de modular negativamente a expressao da enzima
ciclooxigenase 2, o que contribui para o controle da resposta inflamatéria.
Segundo Rayegani et al. (2010), em sua revisdo, os efeitos da LLLT
podem ser classificados em efeitos de curto e longo prazo. Os efeitos de curto
prazo incluem a producdo de beta-endorfina e cortisol, que permitem ao corpo
combater o estresse associado ao processo da doenca. Eles representam 5 a
10% dos casos, durante ou apdés o tratamento inicial, mas ndo sao tédo
importantes como aqueles de longo prazo ou cumulativo. Nestes, a atividade
mitocondrial é estimulada. Ha aumento na producdo de DNA e ATP resultando
num melhor metabolismo celular. A neurotransmisséao é facilitada devido aos
niveis elevados de serotonina e acetilcolina. Macréfagos, fibroblastos e outras
funcdes celulares sdo moduladas com a melhora da angiogénese e liberacéao
de citocina. O potencial de membrana celular € regulado, principalmente na
transferéncia dos ions Na, Cl e K. Além disso, o laser estimula a resposta

imunologica, melhora a drenagem linfatica e aumenta a produ¢cao do homoénio
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de crescimento. Calin e Coman (2011) citam que alguns transtornos dos
tecidos moles como feridas cutdneas, entorses, disfun¢gdes musculo-
esqueléticas, neuropatias e leses de esportes, na medicina veterinaria, podem
ser tratados através da LLLT. Quanto a doencas de tecidos duros, 0S mesmos
autores citam o tratamento de distlrbios da coluna vertebral, articulacbes e
fraturas.

Assim, muitos efeitos terapéuticos obtidos por meio da LLLT, porém
destaca-se que seus resultados dependem de parametros como tempo,
comprimento de onda, densidade de poténcia, e pulso, este Gltimo parametro
muitas vezes referido como "dose" e expresso como energia (J) ou densidade
de energia (J / cm2) (CHANG et.al., 2014).

Ja se é sabido que ha um intervalo de sobredosagem em que a LLLT
pode inibir a recuperacdo da célula e, consequentemene, a resolucdo da
patologia a ser tratada (RAYEGANI et al., 2010).

Nas ultimas décadas, tem havido uma tendéncia de se considerar a
LLLT como uma modalidade de terapias fisicas eficaz na regeneracdo 0ssea.
Pesquisas in vitro e in vivo tém sido desenvolvidas no intuito de melhorar a
reparacdo 6ssea e melhor compreender como esta irradiacdo afeta a
histofisiologia e o metabolismo 6sseo (LI et al., 2009; BOSSINI et al., 2012;
JAWAD et al., 2013; VAZQUEZ et al., 2015). Segundo Nascimento et al.
(2010), os resultados indicam que as propriedades fotofisicas e fotoquimicas
de alguns comprimentos de onda sdo 0s principais responsaveis pela resposta
do tecido.

Hughes (2011) observa que a LLLT pode ser utilizada para o tratamento

cronico de desordens articulares, pois aumenta a biossintese de cartilagem,
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estimula a microcirculacdo e reduz a inflamacao; nas consolidacbes dsseas,
estimula a proliferacdo osteoblastica, a neoformacéo da matriz extracelular por
estimular a deposi¢cdo de colageno e confere boa organizacdo das trabéculas
0sseas; 0 autor cita, ainda, que a aplicacao de laser cria um calo menor, porém
mais forte.

De acordo com Feitosa et al. (2007), o laser é um recurso que vem
demonstrando efeitos positivos na proliferacdo de células O6sseas e no
processo de consolidacdo de fraturas em animais. Segundo 0s mesmos
autores, a LLLT é capaz de produzir um aumento na proliferacdo de
osteoblastos, aumento na sintese de DNA, aumento das concentracfes de
fosfatase alcalina, aumento da velocidade de reorganizacdo da estrutura
trabecular e de canais haversianos.

Na osteogénese, a LLLT atua no sentido de melhorar as propriedades
mecéanicas do calo 6sseo através do aumento do numero de osteoblastos e
fibroblastos, estimulando, assim, a sintese da matriz 6ssea (MOTA et al.,
2013).

Em estudos de fraturas em modelos animais, a LLLT parece promover
uma série de modificacbes metabdlicas e estruturais no local, como por
exemplo, o desenvolvimento de novos vasos sanguineos, a maior formacao de
tecido de granulacdo, a estimulacdo de fibroblastos, a maior deposicdo de
colageno, o aumento na sintese de ATP e a estimulagéo de células ¢sseas.
Essas modificagcbes sado responsaveis por um aumento da osteogénese, bem
como pela aceleracdo no processo de reparo 0sseo (FEITOSA et al., 2007).

Objetivando investigar os efeitos da LLLT em ratos com osteoporose,

Bossini et al. (2012), procuraram realizar avaliacdes da deposi¢cao de colageno
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no local da fratura por meio da analise histopatoldgica, além de propriedades
biomecénicas e imuno-histoquimica. Em ambos os grupos tratados com laser,
houve um aumento na quantidade de osso recém formado, evidenciado pelo
tecido de granulacdo ndo presente no grupo controle. Além disso, a andlise
demonstrou que os animais irradiados apresentaram maior deposicao e melhor
organizagdo das fibras de colageno. Pode ser citado ainda, que houve
imunorreatividade positiva nos grupos tratados, no entanto, nenhuma diferenca
foi demonstrada na andlise biomecanica. Logo, os autores concluiram que
houve estimulacdo do osso recém formado, pelo aumento da vascularizacéo,
por angiogénese.

Mota et al. (2013) citaram que, no tecido 0sseo, a LLLT representa um
tratamento promissor capaz de induzir a osteogénese e estimular a
consolidagéo da fratura. Ela atua melhorando as propriedades mecanicas do
calo 6sseo, aumentando o nimero de osteoblastos e fibroblastos, estimulando,
assim, a sintese da matriz 6ssea.

Pretel et al. (2007) avaliaram a reparacdo 6ssea em defeitos 0sseos
confeccionados na mandibula de ratos Holtzman apds estimulacdo Unica
direta com laserterapia infravermelha (laser GaAlAs de 830nm, 35mW, 1,4J
energia e fluéncia de 178J/cm?). Como resultados, os autores observaram uma
resposta avancada do tecido, com diminuicdo do processo inflamatorio e
formacdo de matriz 6ssea no 15° e 45° dias no grupo irradiado, porém néo
houve diferencas entre os grupos no 60° dia. Isto indica que a LLLT apresentou
um efeito bioestimulador na remodelacdo Ossea, modulando a resposta

inflamatoria e antecipando a resolucao do processo.
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Tendo por objetivo avaliar e comparar o efeito histolégico da LLLT no
reparo de defeitos 6sseos produzidos no fémur de ratos, Adel et al. (2011)
utilizaram 60 animais machos em dois grupos iguais, sendo o grupo A tratado
com laser infravermelho em um comprimento de onda de 904nm, e o grupo B
nao tratado. O primeiro grupo recebeu tratamento por sete sessdes de cinco
minutos cada. Ambos os grupos foram subdivididos conforme o dia da
eutanasia (15, 30 e 45 dias). De acordo com este estudo, os autores
concluiram que a LLLT foi eficaz na promocdo da cicatrizacdo 0ssea,
promovendo aumento na formag&o do 0Sso.

Mota et al. (2013) justificaram seu experimento por ndo encontrarem na
literatura nenhum protocolo de aplicacéo especifico para a utilizacdo LLLT nos
diferentes tipos de células. Para isso os autores utilizaram ratos Wistar machos
como modelo, para avaliarem a atividade terapéutica do laser sobre o processo
de reparacdo aguda e cronica de lesbBes Osseas. Neste trabalho, eles
concluiram que este método de tratamento favoreceu 0s mecanismos
fisiopatolégicos de consolidagdo 6ssea, principalmente quando utilizado na
fase aguda do ferimento. Bioquimicamente, encontraram aumento significativo
nos niveis de fosfatase alcalina e, mecanicamente, um aumento na rigidez do
0sso irradiado.

De acordo com Hughes (2011), a LLLT apresenta efeitos anti-
inflamatorios semelhantes ao de agentes farmacolégicos, como celecoxib e
meloxican. Ele acrescenta que a dor & adicionalmente controlada devido a
reducdo do estresse oxidativo, aumento da angiogénese, aumento da sintese

de colageno e reparo esquelético. Esta reducdo da dor pode ser de longa
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duracdo. E por fim, o autor ainda cita que o laser & capaz de inibir a
transmissao na jungcéo neuromuscular.

Utilizando-se de 50 pacientes humanos dividos em dois grupos, tratados
e nao tratados, Chang et al. (2014) avaliaram o uso da LLLT (830nm) em
fraturas Osseas fechadas de pulsos e méos que ndo receberam tratamento
cirurgico, obtendo como resultado diminui¢cdo da dor e aumento no processo de
consolidacédo Ossea. Estes efeitos melhoraram a capacidade funcional da méo
e a forca do pulso, beneficiando a recuperacéo dos pacientes.

A LLLT vem sendo estudada em animais sadios e animais doentes
induzidos experimentalmente com efeitos positivos. A hipotese de que a
irradiacdo laser atuante no tecido 6sseo de ratos diabéticos pode aumentar a
massa 0ssea e as propriedades biomecéanicas, foi um estimulo para que
Patrocinio-Silva et al. (2014) avaliassem, in vivo, os efeitos da LLLT na
formacdo 6Ossea, na imunoexpressdo de fatores osteogénicos, parametros
densiométricos e propriedades mecéanicas em ratos diabéticos. Bossini et al.
(2012) na expectativa de que a LLLT pode acelerar o metabolismo de 0ssos
osteoporéticos, induziram a osteoporose em ratas Wistar através da
ovariectomia e, ap0s 2 meses, realizaram defeitos 6sseos de 2mm de diametro
na tibia das fémeas. Como protocolo terapéutico, os autores utilizaram, a cada
48 horas, o laser 830nm durante 17s e 34s, obtendo tratamentos de 60J/cm? e
120J/cm?. No 14° dia a anélise histolégica revelou que em ambos 0s grupos
tratados apresentaram aumento na quantidade de osso neoformado e tecido de
granulacdo, com diferenca estatistica em relagdo ao grupo controle, porém

ausente entre eles. Sugere-se que 0s resultados positivos encontrados no
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presente trabalho, com o0 uso das terapias combinadas, possam ser repetidos
em animais com deficiéncia do metabolismo 6sseo.

A investigacdo da hipdtese de que a LLLT induz o estresse oxidativo e
estimula a geracdo de marcadores pré-inflamatérios vem sendo estudada
através da avaliacdo de mediadores inflamatorios (IL-18, IL-6, IL-10, TNF-a) e
da expresséo génica (COX-1, COX-2, INOS, eNOS), com resultados positivos
para tratamentos realizados com laser de 660nm, 1J-35,7 J/cm? utilizados por
curto periodo de tempo (10 segundos) (PETRELLIS et al., 2017). Dessa forma,
novos avancgos estdo sendo dados para entender melhor o mecanismo de acao

da LLLT e, indiretamente, melhorar o emprego da terapia fotodinamica.

2.4.2 Terapia Fotodinaminca

A PDT depende da presenca simultanea de um fotossensibilizador (FS),
de luz visivel e de oxigénio molecular para causar uma reac¢ao fotoquimica com
efeitos biolégicos (WITHROW, MACEWEN'’S, 2007). A reacdo fotoquimica é
‘ndo térmica” e deve envolver um FS ndo toxico, de luz visivel e de
comprimento de onda apropriado para excitar o FS (estado tripleto) e oxigénio
molecular. O estado tripleto reativo faz com que o FS gere espécies reativas de
oxigénio, tais como oxigénio singleto e dismutase (SELLERA et al., 2014;
ROSA et al., 2015).

Esta terapia remonta as tentativas de antigos egipcios em tratar doencas
de pele com compostos absorviveis pela luz. Documentos datados com seis mil
anos de idade relatam que os antigos egipcios aplicavam substancias vegetais

para produzir fotorreacdes nos tecidos (SELLERA et al., 2014).
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Em 1900, relatou-se a primeira descricdo cientifica de tratamento
fotodinamico, realizado por um estudante de medicina, Oscar Raab, e por seu
professor, Herman Von Tappeiner, em Munique. Esses pesquisadores
investigavam o efeito do corante de acridina sobre culturas de paramécios e
observaram que a interagdo desse corante com a luz foi letal para os
protozodrios. Durante uma tempestade e exposicdo a muitos raios, houve
alteracdo das condicdes Iuminosas do ambiente no momento dos
experimentos, direcionando os autores a postularem que o efeito observado
fosse causado pela transferéncia da energia da luz para a substancia quimica
acridina. A acéo fotodinamica foi comprovada quando se observou que a luz e
o corante, isoladamente, n&o apresentaram qualquer efeito sobre os
protozoarios (SELLERA et al., 2014).

Em 1901, Niels Finsen publicou o primeiro livro voltado para o
tratamento de doengas através da luz, intitulado “Phototherapy” e, dois anos
apos, em 1903, o mesmo pesquisador foi premiado com o Prémio Nobel na
area de Medicina, pelo uso da eosina e da luz no tratamento de Lupus vulgaris.
No mesmo ano, Hereon Henrian Von Tappeiner descobriu que a presenca do
oxigénio era necesséaria para o desenvolvimento da resposta das reacfes
mediadas pela luz. Assim foi criado o termo "Terapia Fotodinamica", conhecido
atée os dias atuais, para descrever essa terapia oxigénio-dependente
(SELLERA et al., 2014).

As primeiras fontes de luz empregadas na PDT foram lampadas
convencionais, com luz n&o coerente, policromatica, e forte componente

térmico, resultando no aumento de temperatura da area irradiada. O



45

desenvolvimento do laser possibilitou 0 emprego de uma fonte de luz de baixa
intensidade, capaz de estimular a reacdo fotodinamica (SELLERA et al., 2014).

Recentemente, o LED (Ligth Emitting Diode) tem sido utilizado para
tratar carcinoma de células escamosas superficiais (CCE) em gatos,
representando o primeiro relato na veterinaria de um dispositivo n&o-laser
aplicavel clinicamente. Ele € um dispositivo de lampada filtrada, capaz de se
aproximar da faixa de saida espectral (SELLERA et al., 2014). A eficacia da
PDT in vitro usando o LED verificou ser equivalente a de um laser (WITHROW,
MACEWEN'’S, 2007).

No mecanismo de a¢cdo da PDT, ha absor¢do da luz por citocromos e
porfirinas encontrados nas membranas celulares e mitocdndrias das células.
Estes passam do estado fundamental para o estado excitado singleto. Uma vez
absorvendo moléculas, o estado excitado pode ser devolvido para o estado
fundamental por transi¢cdes radioativas ou ainda, por intercambio de energia,
passar para o estado excitado tripleto. Moléculas no estado excitado tripleto
transmitem sua energia de excitacdo para o oxigénio molecular (que esta no
seu estado tripleto fundamental), que passa para o seu estado mais baixo, o
singleto excitado. O oxigénio singleto faz parte dos radicais livres e € uma das
formas mais ativas no metabolismo celular (CALIN, COMAN, 2011).

A producédo de oxigénio singleto leva a formagdo de gradientes através
das membranas celulares e mitocondrial. Estes gradientes alteram a
permeabilidade das membranas para diferentes ions e a permeabilidade da
membrana mitocondrial, o que leva a alteragées metabdlicas na célula. Estas, a

nivel celular, promovem o desenvolvimento dos processos para o tratamento
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de doencas, tanto de tecidos moles quanto de tecidos duros (CALIN, COMAN,
2011).

A quantidade de luz usada na PDT é consideravelmente menor em
relagdo aquela utilizada nos lasers cirdrgicos, indicando que os tecidos néo
sofrem aquecimento local, consequentemente as proteinas nao sofrem indugéo
de estresse pelo calor (NORTH, BANKS, 2009).

A dose de luz, também conhecida como fluéncia ou densidade de
energia, é expressa em Joules por centimetro quadrado (J/cm?). A densidade
de poténcia refere-se a taxa de entrega de fotons, e € expressa em watts por
centimetro quadrado (W/cm?). Ela é limitada pela poténcia maxima de saida da
fonte de luz e depende da area de superficie a ser tratada. A poténcia
necessaria na PDT é calculada multiplicando-se a &rea da superficie a ser
tratada pelo poder da densidade. Fixando-se a poténcia e a dose de energia, 0
tempo de tratamento torna-se prolongado, quando se aumenta a area de
tratamento. O tempo de tratamento é calculado a partir da férmula: J =W + S,
na qual “J” representa a energia em Joules; “W”, a poténcia em watts; e “S” o
tempo em segundos. Portanto, o tempo de tratamento no segundo = W/cm? +
Jicm? (WITHROW, MACEWEN'S, 2007).

Densidades de alta poténcia (maiores que 125mW/cm?), pode promover
0 aquecimento dos tecidos, tornando-se impossivel uma correta avaliagdo dos
efeitos da PDT. Baixas densidades de energia resultam em controle local do
tumor e eficiente morte tumoral, porém ha a necessidade de um longo periodo
de irradiacdo (WITHROW, MACEWEN’S, 2007).

A escolha do FS é que determina qual o comprimento de onda da luz

sera necessario para o tratamento, pois cada droga tem um determinado
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comprimento de onda e pico de ativacao, tipicamente dentro do espectro visivel
do vermelho. O comprimento de onda da luz é diretamente proporcional a
penetragdo no tecido, sendo a luz com comprimentos de onda maiores que
630nm transmitida facilmente através dos tecidos (WITHROW, MACEWEN'’S,
2007).

Os principais FS que tém sido testados sédo: o cloro meso-tetra-(M-
hidroxifenil), a acridina, as cianinas, os derivados da porfirina (ex: Photofrin), o
5-acido aminolevulinico (ALA), as benzofenotiazinas (ex: Azul de Toluidina e
Azul de metileno - AM), os fitoterapicos (ex: Azuleno), as ftalocianincas e o
triariimetano (NORTH, BANKS, 2009; CALIN, COMAN, 2011; SELLERA et al.,
2014). O grande numero de fotossensibilizantes sob consideracdo é uma
indicacdo de que o FS ideal ainda nao foi identificado (WITHROW,
MACEWEN'’S, 2007).

Destaca-se aqui o azul de metileno (AM), um produto quimico
heterociclico aromatico utilizado para a coloracdo de varias estruturas e em
numerosos métodos de tratamento nos mais diferentes campos, tais como
biologia, quimica e medicina. A temperatura ambiente, ele aparece como um
pé solido, inodoro, verde escuro que se transforma em uma solucédo azul
quando dissolvido em &gua. A forma hidratada apresenta trés moléculas de
agua para uma molécula de AM. Sua denominacgao internacional (DCI) é
Cloreto de Metiltionina. Quando utilizado por via endovenosa, tem por
caracteristica tingir vasos sanguineos arteriais e capilares (KLEPSYTE,
SAMALAVICIUS, 2012). Ele € um corante FS que apresenta caracteristicas
favoraveis para o uso na PDT, por possuir absorbancia maxima a um

comprimento de onda de 660nm (KIKUCHI et al., 2015), ser capaz de gerar
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altas concentracfes de oxigénio singleto, induzir a formacéo de radicais livres
que levam a danos nas biomoléculas das células, além de ser um produto de
baixo custo, de fécil aplicacdo, e que ndo apresenta efeitos toxicos ou
deletérios detectaveis clinicamente (ISRAEL et al., 2014).

Quando comparado a outros corantes, o AM tem se destacado por
apresentar menos reacdes alérgicas ou anafilaticas e nao apresentar
interferéncia com a oximetria de pulso (SHIRAH et al., 2011), podendo ser
utilizado de maneira isolada ou combinada (RAMAMURTHY et al., 2014).

Israel et al. (2014) afirmaram que o composto fotossensivel se acumula
preferencialmente em células de rapida multiplicacdo. Deste modo, suas
principais indicagdes clinicas na Medicina Veterinaria sdo a sua utilizacao para
o efetivo tratamento de Carcinoma de Células Escamosas (CCE), Carcinomas
de Células Transicionais, Neoplasias Intranasais (WITHROW, MACEWEN'’S,
2007) e Sarcomas de tecidos moles (ISRAEL et al.; 2014), além de tratar
infec¢des bacterianas e fungicas (SENA, 2013). Alguns autores destacam sua
utilizagdo no tratamento de ferimentos cutdneos contaminados (SAMPAIO,
LOPES, 2016). E sabido que o AM apresenta respostas favoraveis contra o
crescimento antimicrobiano em células 6sseas, tanto de 0sso compacto quanto
em 0sso esponjoso (ROSA et al., 2015a).

Muitos resultados in vitro e in vivo demonstram os efeitos benéficos da
utilizacdo da PDT, porém ainda ha uma variabilidade nos resultados desta
técnica na pratica clinica. No entanto, a maioria das avaliagdes concluem que a
inclusdo desta terapia como um tratamento nao cirdrgico parece ser

cliniamente util (KIKUCHI et al., 2015).
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Um estudo in vitro, utilizando-se da PDT com AM e laser de 660nm em
biofilmes de Staphylococcus aureus experimentalmente induzidos em 0sso
bovino, demonstrou que aqueles grupos tratados com PDT, foram mais
eficazes em reduzir o nimero de Unidades Formadoras de Colénia (UFC), com
diferenca significante, quando comparado ao grupo controle e ao grupo laser;
sendo esta resposta maior para um intervalo de tempo de irradiacdo maior.
Além disso, naquele grupo em que fora utilizado o FS isoladamente para
controlar a infec¢cdo ndo se obteve sucesso em reduzir o numero UFC quando
comparado ao grupo controle e ao grupo laser (ROSA et al., 2015b).

Inimeros patdégenos (bactérias, fungos e virus) revelaram-se
susceptiveis in vitro, 0 que torna a sua aplicacdo in vivo uma opcéao terapéutica
a ser explorada (SELLERA et al., 2014).

Em sua revisao de literatura a respeito do uso da PDT no tratamento nao
cirirgico da periodontite, Kikuchi et al. (2015) observaram que o uso do AM
como FS, mostrou-se capaz de eliminar culturas bacterianas de
Porphyromonas gingivalis, Fusobacterium nucleatum e Actinobacillus
actinomycetemcomitans.

Baseados em pesquisas anteriores, as quais dizem que a PDT é efetiva
contra células procariotas e eucariotas, Peloi et al. (2011) realizaram um
experimento utilizando formas amastigota de Leishmania (Leishmania)
amazonensis (causadora da leishmaniose cutanea) para induzir lesdes
ulcerativas na pata de hamsters. Os autores utilizaram diferentes solu¢des de
AM para tratar as lesGes. Eles observaram que as lesdes do grupo controle
(n&o tratado pela PDT) apresentaram aumento continuo, demonstrando que o

AM utilizado de maneira isolada, néo foi capaz de prevenir o desenvolvimento



50

de lesdes. Por outro lado, ao final do tratamento (12 semanas), 40% e 50% das
lesGes nos animais dos grupos A e B, respectivamente, foram completamente
curadas. Isto demonstra os efeitos benéficos da PDT.

Sperandio (2009) em seu estudo experimental, utilizou-se de um punch
de 6mm para induzir feridas cutdneas Unicas no dorso de 100 ratas Wistar.
ApOs o procedimento, os animais foram divididos em 4 grupos: sem tratamento
(controle); aqueles tratados com apenas AM; aqueles tratados com LLLT; e
agueles tratados com AM associado ao laser (PDT). Como resultado, os
autores encontraram diferenca na reparacao das feridas entre os grupos laser
e PDT, sendo que no primeiro a resolugéo da ferida foi mais acelerada.

Sena (2013) utilizou a PDT para tratar, experimentalmente, candidiase
em camundongos Balb/C. Apdés inducdo da infeccdo com Candida albicans,
através da inoculacdo do fungo na vagina das fémeas, a pesquisadora
aguardou 5 dias e submeteu os animais a aplicacao tépica vaginal de AM e
irradiacdo com laser de 660nm. Apés este experimento, a autora concluiu que
0 AM e o laser, quando utilizados isoladamente, ndo apresentaram efeito
antifangico; o AM néo apresentou efeito anti-inflamatorio; houve efeito fungicida
do AM e do laser, associados (PDT), principalmente quando utilizados 48 horas
apos o término do tratamento.

Apo6s induzir lesdes orais no intuito de provocar periodontite em ratos
Wistar, Almeida et al. (2008) dividiram os animais em quatro grupos: aqueles
sem nenhum tratamento; aqueles tratados com solucdo de AM; os tratados
com laserterapia; e os tratados por PDT. Estatisticamente, os autores
concluiram que ao sétimo dia, os animais tratados pela PDT apresentaram

menor perda 6éssea quando comparados aos demais grupos; e que, no décimo
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quinto dia, os grupos tratados com AM apresentaram menor perda éssea em
relacdo aos demais grupos.

Utilizando-se do AM com o intuito de inibir a formacdo de fibrose
peridural, comum apds laminectomias lombares, Farrokhi et al. (2011),
realizaram laminectomia (L5-L6) experimental em ratos Sprague-Dawley e
concluiram que a aplicacdo do AM no local da intervencao cirdrgica, em doses
baixas do corante (0,5% e 1%), foram capazes de prevenir a complicacido
relatada.

Sampaio e Lopes (2016) recomendam o uso da PDT para animais
idosos, imunodeprimidos e portadores de problemas renais ou hepaticos. Citam
ainda que esta técnica pode ser utilizada repetidas vezes sem dano
contralateral, por ndo causar resisténcia microbiana.

A utilizagdo da PDT no tratamento de feridas tem se mostrado muito
promissora. Feridas tratadas exclusivamente com PDT apresentaram
cicatrizacdo mais rapida, quando comparadas ao tratamento usual (SELLERA,
et al., 2014). No que diz respeito a aceleracdo na reparacao tecidual, Sampaio
e Lopes (2016) relataram o uso da laserterapia associada a PDT em uma
cadela sem raca definida, de 10 anos de idade, portadora de ferida
contaminada extensa, na regidao do flanco direito. Os autores afirmaram que
nao fora administrada nenhuma medicacéo oral, sistémica ou tépica durante o
tratamento. Ao final de 44 dias, os autores observaram o completo fechamento
da ferida. Desta maneira, eles concluiram que a PDT foi eficaz, acelerando o
processo de cicatrizacdo da ferida. Além disso, diminuiu o prurido regional, dor

e inflamacéo local.
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Sellera et al. (2014) admitiram que possa haver um efeito sinérgico entre
os efeitos da luz e o FS, além do efeito antimicrobiano determinado pela PDT,
principalmente por diminuir a carga microbiana.

De acordo com Sampaio e Lopes (2016), o intervalo de tempo de 5
minutos entre a aplicacdo do FS e o inicio da irradiacéo, foi o suficiente para a
concentragdo do corante AM atingir seu maximo no tecido lesado, e acelerar o
tempo de cicatrizacéo de ferida extensa.

Pacheco e Silvia e Gongalves (2007) relataram o uso eficaz da PDT no
tratamento de infeccdo recidivante dos sacos para-anais em um cao poodle de
7 anos de idade. Para isso, apenas duas sessdes com intervalos de 48 horas
foram suficientes para resolucao do quadro.

Com reconhecido uso na terapia antimicrobiana (SENA, 2013; ROSA et
al., 2015) e de algumas neoplasias (WITHROW, MACEWEN'’S, 2007; NORTH,
BANKS, 2009), de certa forma, ha uma tendéncia da utilizagcdo da PDT em
processos inflamatérios e na cicatrizacdo de tecidos moles (SPERANDIO,
2009; SAMPAIO, LOPES, 2016; ROSA et al., 2017) e, mais recentemente, na
investigacdo de sua utilizacdo no controle de perda éssea e na regulacdo do
metabolismo 60sseo (THEODORO et al., 2017), demonstrando que ha
necessidade de continuidade na investigagcdo desta terapia no processo de

consolidacéo 6ssea.
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3 HIPOTESE

A associacdo entre laserterapia de baixa intensidade e a terapia
fotodindmica favorece a cicatrizacdo Ossea em defeitos 6sseos induzidos

experimentalmente no fémur de ratos Wistar.
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4 OBJETIVOS

4.1 Geral

e Verificar os efeitos da associacdo da terapia fotodinamica com azul de
metileno a 0,01% e laserterapia de baixa intensidade no processo de
consolidacédo de defeitos 6sseos experimentais em fémur de ratos

Wistar.

4.2 Especificos

e Comparar, radiograficamente, a éarea de consolidacdo de defeitos
0sseos entre as amostras do experimento;

e Analisar, histopatologicamente, os efeitos da aplicacdo do azul de
metileno, isolado e associado a laserterapia de baixa intensidade, na

area de consolidacéo dos defeitos dsseos.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Aspectos éticos

O presente estudo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Juiz de Fora — UFJF sob o
namero de protocolo 09/2015 (ANEXO A) e foi executado conforme os
Principios Eticos na Experimentacdo Animal adotados pelo Conselho Nacional
de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) vinculado ao Ministério de

Ciéncia, Tecnologia e Inovagéo (MCTI).

5.2 Animais

Foram utilizados ratos Wistar (Rattus norvegicus) (N = 16), machos,
com 90 dias de vida e peso entre 250 e 300g. Os mesmos foram obtidos e
alojados no Biotério do Centro de Biologia da Reproducdo (CBR) da
Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF), InstituicAo cadastrada no
CONCEA. O biotério € provido de iluminagdo mista — luz natural e lampadas
fluorescentes — sendo as Ultimas controladas automaticamente para
acenderem as 6 horas e apagarem as 18 horas. Os animais foram mantidos
em estantes climatizadas, em gaiolas individuais, providas de camas de
maravalha selecionada, mamadeira para agua e cocho para racdo do tipo

peletizada. Os animais foram alimentados com racdo e agua ad libitum.
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5.3 Delineamento experimental

Em um total de 16 animais utilizados no experimento, foram
confeccionados dois defeitos 6sseos no fémur direito de cada animal, gerando
um total de 32 defeitos. Todos os defeitos inferiores, de todos os animais,
foram preenchidos por 10pl do corante azul de metileno. Metade dos defeitos
0sseos (defeitos inferiores) foi irradiada pelo laser durante o procedimento
cirargico, de forma a caracterizar a terapia fotodindmica (uma Unica vez). As
sessdes de laserterapia se iniciaram 48 horas apos o procedimento cirargico e
persistiram a cada 48 horas, até o dia em que os animais foram eutanasiados.
Metade dos animais foi eutanasiada aos sete dias de experimento, e a outra
metade aos quatorze. As radiografias foram realizadas nos dias 0, apds o
procedimento cirargico, dias 7 e 14, antes da eutanasia dos animais. Um total
de trés sessodes de laserterapia foram realizadas nagueles animais que foram
eutanasiados no sétimo dia, e um total de seis sessGes naqueles animais que

foram eutanasiados no décimo quarto dia (figura 1).

Animais:N=16
Cirurgia {conLe_cat';;o de feridas) EUTANASIA EUTANASIA
(N=32) (metade dos animais)

&

ul = ]

.é’ LASER LASER LASER &| LASER LASER LASER é’

I¢] = ]

= =2 =
| | | | | | _

Azul metileno

Azul metileno + LLLT = PDT
(metade dos animais)

Figura 1 - Delineamento experimental.
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5.4 Métodos

5.4.1 Confeccao do defeito 6sseo

ApOs pesagem, os animais foram anestesiados com cloridrato de
guetamina 10% (100mg/kg) e cloridrato de xilazina 2% (10mg/kg) aplicados
intraperitonealmente. Em seguida, 0s animais tiveram a perna direita
tricotomizada e preparada assepticamente com alcool 70° para intervencao
cirtrgica. O animal foi posicionado em decubito lateral esquerdo, sendo a perna
direita, a ser trabalhada, mantida para cima, paralela a mesa. Confirmada a
auséncia de reflexos interdigitais e utilizando-se uma lamina de bisturi n°15, a
pele, na face lateral do fémur, foi incidida longitudinalmente por cerca de 1,5cm
de extensdo. Visualizada a fascia lata, os musculos biceps femoral e vasto
lateral foram afastados até que a diafise femoral pudesse ser acessada.

Neste momento um analgésico opibide, fentanil (0,03mg/kg), foi aplicado
intraperitonealmente.

Apbs a exposicdo do corpo do fémur e, auxiliado por um micromotor
(Micro retifica Giramatic, 3,6V de voltagem, 1200W de poténcia e 10.000 RPM
da Conthey Comércio e Industria Ltda S&o Paulo — SP e modelo D1-13233)
com uma broca odontolégica de 2mm, dois defeitos 6sseos circulares foram
realizados, originando defeito com &rea total de 200.000 pm?.

Foram confeccionados dois defeitos cirargicos na face cranial do fémur,
um na porcao proximal do osso (cerca de 10mm da epifise proximal) e o
segundo, distalmente ao primeiro (cerca de 10mm abaixo do primeiro). Apenas

uma cortical fora perfurada, de maneira que o canal medular pudesse ser



58

visualizado, tomando-se especial cuidado para n&o atingir a cortical oposta,
diminuindo-se, assim, o risco de ocorrer fratura do fémur no pés-operatorio.
Solucéo fisioldgica fora utilizada no momento da confeccdo do defeito 6sseo,
no intuito de se evitar aumento da temperatura, e consequente necrose na
periferia do defeito. Musculatura e tecido subcutaneo foram suturados em
padrdo continuo simples com fio multifilamentar absorvivel (Poliglactina 910 4-
0), e a pele em padrao simples separado com fio monofilamentar n&o
absorvivel (Nylon 4-0).

As lesOes e os tratamentos posteriores foram realizados pelo mesmo
cirurgido de maneira a se estabelecer um padréo da técnica.

A figura 2 mostra a realizacdo das feridas 6sseas na face cranial do

fémur direito de um dos animais do experimento.

R L : L |

Figura 2 - Transoperatério do procedimento experimental realizado no fémur direito de rato
Wistar. A: Membro tricotomizado em campo operatdrio; B: Musculatura afastada demonstrando
os defeitos 6sseos confeccionados com o auxilio de uma broca odontoldgica de 2mm na face
cranial do fémur direito; C: Realizacdo da Terapia Fotodindmica no defeito ésseo distal.
FONTE: Arquivo pessoal.

Apbs o procedimento cirdrgico, os animais foram mantidos em gaiolas
individuais, no mesmo biotério de origem onde foram monitorados durante o

pds-operatorio por uma equipe treinada, até que pudessem deambular.
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Os cuidados pos-operatérios imediatos envolveram analgesia,
manutencdo da temperatura corporal, avaliagdo da frequéncia cardiaca e da
frequéncia respiratéria. Diariamente, foram observadas ingestdo de &gua,
ingestdo de racdo, vocalizagcdo, variacdo do peso corporal, presenca ou
auséncia de secrecdo ocular (cromodacriorréia), piloerecdo, postura dos
animais e deambulacéao.

Para analgesia, foi utilizado o analgésico tramadol (5mg/kg) a cada 12
horas, via subcutanea, durante quatro dias consecutivos.

A limpeza da ferida cirargica foi realizada diariamente com solucéo

fisiolégica.

5.4.2 Grupos experimentais

Foram confeccionados um total de 32 defeitos 6sseos. Os grupos foram
estabelecidos de acordo com o ftratamento de cada lesdo, conforme

esquematizado abaixo e a figura 3.

Grupo controle (Gl): ndo receberam tratamento e foram apenas submetidas ao
contato com o aparelho de irradiacao laser desligado. (n=8);

Grupo Azul de metileno (GlI): lesdes preenchidas com 10ul de azul de metileno
0,01% (n=8);

Grupo LLLT (GllI): lesdes tratadas com laserterapia no pos-operatorio (n=8);
Grupo LLLT + PDT (GIV): lesées preenchidas com 10ul de azul de metileno
0,01% e irradiadas durante o transoperatorio, seguidas de tratamento com

laserterapia no pos-operatorio (n=8).
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Gl (Controle) Gll (Azul de Metileno) Gl (LLLT) GIV (LLLT + PDT)
(n=4)/ 7 dias (n=4) / 7 dias (n=4)/ 7 dias (n=4)/ 7 dias
(n=4) / 14 dias (n=4) / 14 dias (n=4) / 14 dias (n=4) / 14 dias

- -

Figura 3 - Representacdo esquemética da divisédo dos grupos experimentais.

5.4.3 Protocolos de tratamento

5.4.3.1 Laserterapia

Para a aplicacdo do laser os animais foram contidos manualmente e a

irradiacao foi realizada por via transcutanea, puntiforme, com ponteira em

angulo de 90° em relacdo a superficie da pele, ao longo de cinco pontos no

eixo longitudinal do fémur (Figura 4).

Figura 4 - Aplicacdo do laser, por via transcutanea, de maneira puntiforme, no fémur direito de

rato Wistar. A: Simulacéo do laser em um dos animais que néo foram tratados; B: Aplicacdo do
laser em um dos animais tratados. FONTE: Arquivo pessoal.
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A laserterapia foi realizada com o aparelho de laser modelo TWIN
LASER® com emissdo de luz vermelha, pulséatil, com semicondutores de
Arsénio e Gélio, comprimento de onda de 660nm, poténcia de pico de 40mW,
com aplicacdo através de fibra 6ptica (MM OPTICS LTDA de Séo Carlos — SP).
O tempo de aplicacdo do laser em cada ponto tratado foi de 90 segundos,
totalizando uma dose de 2,3J/cm? em cada ponto irradiado, tanto no
transoperatério (GIV) quanto no pés-operatorio (Gl e GIV).

Os animais receberam a primeira sesséo da laserterapia ap0s 48 horas
da confeccdo do defeito 6sseo, seguindo desta maneira, até o dia anterior ao

dia da eutanasia.

5.4.3.2 Terapia Fotodinamica

Com o auxilio de uma ponteira e uma micropipeta, todos os animais
receberam 10 microlitros do corante no defeito dsseo inferior. Utilizou-se para
isso 0 CHIMIOLUX® Azul de Metileno 0,01% (DMC Importacdo e Exportacao
de Equipamentos LTDA de Séo Carlos — SP).

A PDT foi realizada imediatamente ap6s a confeccdo do defeito e
preenchimento pelo corante, uma Unica vez, durante o transoperatério,
naqueles defeitos do GIV, ndo sendo mais realizada posteriormente por se

tratar de lesdo 6ssea interna.
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5.5 Avaliacéo radiogréfica

As tomadas radiograficas do fémur dos animais foram realizadas no dia
da confeccao do defeito 6sseo, em seu pos-operatério imediato, no 7° e no 14°
dias de pos-cirdrgico, previamente ao momento da eutandsia. Foi utilizado o
aparelho de raio-X SPECTRO 70X Eletronic Classe | — Tipo B — Comum, de
operacdo intermitente (DABI ATLANTE Industrias Médico Odontolégicas Ltda,
Sao Paulo, SP, Brasil). As radiografias foram obtidas por meio de pelicula
odontoldgica oclusal DENTUS E-Speed Intra-Oral X-Ray Film 3x4 / Size 2/ 150 x
1 (AGFA). A revelagao dos filmes ocorreu de maneira manual e, para isso,
foram utilizados revelador e fixador EXSIL MX (Silpachem Industria e Comércio
de Produtos Quimicos Ltda).

Uma barra de aluminio contendo 8 degraus (medindo 0,5mm de altura
por 0,6mm de largura cada degrau) (Figura 5-A) (NASCIMENTO et al., 2010;
RIBEIRO et al.,, 2012), foi confeccionada para servir de parametro de
graduacdo da radiodensidade dos defeitos 6sseos nos dias 7 e 14. Para o
procedimento radiogréfico, a distancia foco-filme foi de 40cm e a incidéncia do
feixe de raio-x foi de 70kVp, 8mA e 1s (Figura 5-B). Foram realizados dois
planos radiogréficos, incidéncia cranio-caudal e incidéncia médio-lateral
(Figuras 5-C e 5-D) de acordo com o preconizado pela literatura veterinaria
(COULSON e LEWIS, 2002; KEALY, MCALLISTER e GRAHAM, 2012), sendo
realizadas por um mesmo operador que, também realizou a revelacao.

Foi atribuida aos quatro primeiros degraus da barra, de modo crescente,

de acordo com os niveis de radiodensidade sendo, para isso, considerada a
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seguinte numeracdo: 1 - ausente; 2 - leve/discreta; 3 - moderada e; 4 -
avancada.

Para a andlise estatistica da radiodensidade dos defeitos 6sseos, foram
considerados como radiopaco os valores que apresentaram alguma
radiodensidade (2, 3 e 4), enquanto que aquele que ndo apresentou nenhuma
radiodensidade (1) foi considerado como radioluscente (Figura 5-E). A partir da
frequéncia de distribuicdo das amostras, utilizou-se o Teste do Chi-quadrado,

com um intervalo de confianca de 95%.

Avancada
Moderada } radiopaco
Leve /Discreta

Ausente. } radioluscente

Figura 5 — Avaliacéo radiogréfica realizada durante o experimento. A: Barra metéalica utilizada
como pardmetro de radiopacidade dos defeitos; B: Procedimento radiografico com
distanciamento padréo; C: Posicionamento do animal para a realizacdo da incidéncia cranio-
caudal; D: Posicionamento do animal para a realiza¢@o da incidéncia médio-lateral; Avaliagédo
radiografica dos defeitos 6sseos com graduacéo da radiopacidade (1- ausente; 2- leve/discreta;
3- moderada e 4- avancada) da barra de aluminio. FONTE: Arquivo pessoal.

5.6 Eutanasia

A eutandsia ocorreu em dois tempos, correspondentes aos dias 7 e 14
do experimento. Metade dos animais (n=4) de cada grupo foram eutanasiados
no 7° dia do procedimento cirdrgico, e a outra metade (n=4) no 14° dia de

tratamento, através de sobredose anestésica com cloridrato de ketamina 10%
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(200mg/kg) e cloridrato de xilazina 2% (20mg/kg), associada a exsanguinacao
e ruptura do diafragma - Todos os procedimentos estdo de acordo com as
Diretrizes da Pratica de Eutanasia do CONCEA - Em seguida, o fémur direito
de cada animal, foi coletado, por disseccdo e fixado para processamento

histolégico.

5.7 Processamento e avaliagdo histoldgica

Apés a eutandsia, realizou-se a obtencao da peca cirdrgica (fémur direito
de cada animal), que foi fixada em formol de calcio a 10% por no minimo 24
horas. ApoOs fixagdo, os mesmos foram submetidos ao processamento
histoldgico iniciado pela descalcificagdo em solucdo de &cido nitrico a 5%
durante 72 horas. Seguido este periodo, pode-se realizar a clivagem da
amostra, através do descarte das epifises 6sseas (Figura 6-A), além de um
corte longitudinal que dividiu ambos os defeitos ao meio (Figura 6-B) para que
pudessem ser posicionados e incluidos em resina plastica (Figura 6-C).
Tomando-se o devido cuidado com o posicionamento das amostras de acordo
com a confecgcao das perfuragdes proximal e distal, os blocos foram cortados
em micrétomo a 5um. Apds o processamento histolégico de rotina (ANEXO B),
as laminas foram confeccionadas para realizacdo de coloracdo por

Hematoxilina e Eosina (H&E) (ANEXO C).
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Figura 6 - Processamento histolégico de uma das amostras (fémur direito de rato Wistar) do
experimento. A: Clivagem transversal das epifises; B: Clivagem longitudinal passando no
centro de ambos os defeitos 0sseos; C: Amostras incluidas em resina plastica (bloco). FONTE:

Arquivo pessoal.

Para analise microscoépica dos cortes foi utilizada uma camera (AxioCam
Vision) acoplada ao microscopio AxioStar Zeiss AxioCam CHF5 (Hallbergmoos,
Alemanha), localizado no laboratério de Imunopatologia e Patologia Clinica
Experimental do CBR da UFJF. Os cortes histolégicos foram digitalizados em
toda sua extensdo em aumento de 100x para histomorfometria semiautomatica
(selecdo manual com determinacdo de valores por analise computadorizada)
das areas de neoformacao 0ssea através de um programa especifico (Software
Zen 2.3 Blue Edition, Zeiss, Alemanha, 2012) (Figura 7). Os resultados foram

expressos em um? (média/grupo).
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| B
Figura 7 — Analise microscopica dos defeitos 6sseos. A: Camera (AxioCam Vision) acoplada ao
microscopio AxioStar Zeiss AxioCam CHF5 B: Histomorfometria semi-automatica da area de
neoformacdo 6ssea. Imagem capturada do Software Zen 2.3 Blue Edition, Zeiss, Alemanha,

2012.

Para andlise histoldégica descritiva foram observados: presenca de
inflamac&o; presencga, amadurecimento e organizacao do tecido de granulacao;
presenca, amadurecimento e celularidade de membrana osteogénica; atividade
de deposicao de ostedide; presenca de 0sso trabecular; presenca de 0sso com
inicio de formacdo lamelar e presenca de 0sso maduro com sistemas

haversianos.
5.8 Andlise estatistica

Para cada area de neoformacao Gssea os valores das médias com seus
respectivos desvios padrdo foram calculados. A comparacdo entre as médias
foi realizada pelo Teste de Mann Whitney, através do programa GraphPad
Prism Versao 5.0 para Windows (GraphPad Software, San Diego). O nivel de

significancia foi fixado em 5% (p<0,05).
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6 RESULTADOS

6.1 Andlise Radiografica

A andlise descritiva das radiografias foi realizada, independentemente
por dois avaliadores, e revelou que em nenhum dos defeitos O0sseos, dos
diferentes grupos, houve completa consolidacdo 6ssea nos periodos avaliados.
Porém, durante a analise radiografica realizada ao negatoscopio e, utilizando-
se de uma lupa, foi possivel observar variacées na densidade e radiopacidade

dos defeitos 6sseos dos diferentes grupos (Figura 8).

Controle

Azulde
metileno

LLLT

EEET <+ BDT

Figura 8 - Imagens radiogréaficas (projecoes médio-lateral e cranio-caudal) do fémur de ratos

Wistar utilizados no experimento, com seus respectivos defeitos 6sseos. D7: sétimo dia de pos-
operatério; D14: décimo quarto dia de pds operatério. FONTE: Arquivo pessoal.
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O grau de radiopacidade dos defeitos 6sseos entre aqueles que foram
tratados pela LLLT e aqueles que foram submetidos a PDT no intervalo de
tempo de sete dias, ndo demonstraram alteragdes. Entretanto, ao analisarmos
a mesma caracteristica no intervalo de tempo de 14 dias, encontramos
diferenca significativa entre os grupos Gl e o GIll (p=0,0467), Gl e o Gl

(p=0,0285) e Gl e GIV (p=0,0285), como pode ser visto nas tabelas 1, 2 e 3.

Tabela 1. Frequéncia de distribuicdo do namero de amaostras (defeito
osseo) do grupo azul de metileno gue apresentaram diferenca de
radiopacidade em relagio ao grupo controle

Radioluscente Radiopaco
Gl 4 0 4
Gl 0 4 4
4 4 8
Radioluscente Radiopaco
Gl 2 2
Gl 2 2
Qui(y2) p=0,00467773

Mota: GI - grupo controle; GIl - grupo azul de metileno. Para anélise
estatistica foi utilizado o Teste do Chi-Quadrado (y2); Intervalo de
confianca igual a 95%.



Tabela 2. Frequéncia de distribuicdo do ndmero de amostras (defeito
dsseo) do grupo LLLT que apresentaram diferenca de radiopacidade em

relagdo ao grupo controle

Radioluscente Radiopaco
Gl 4 i] 4
Gl 1 3 4
3 3 8
Radioluscente Radiopaco
Gl 2,3 1,5
Gl 2.5 1,5
Quilx2) p=0,0285

MNota: GI - grupo

controle; GIl - grupo LLLT. Para analise estatistica foi

utilizado o Teste do ChiQuadrado (¥2); Intervalo de confianca igual a

95%.
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Tabela 3. Frequéncia de distribuicdo do namero de amaostras (defeito
gsseo) do grupo LLLT + PDT que apresentaram diferenca de

radiopacidade em relacdo ao grupo contrale

Radioluscente Radiopaco
Gl 4 0 4
GIV 1 3 4
5 3 g
Radioluscente Radiopaco
Gl 2,5 1,3
GIv 2,5 1,5
Qui(x2) p=0,0285

Mota: Gl - grupo controle; GIl - grupo LLLT + PDT. Para analise estatistica
foi utilizado o Teste do ChirQuadrado (x2); Intervalo de confianca igual a

95%.
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6.2 Andlise Histopatoldgica

A avaliacdo histopatologica foi realizada por 3 patologistas. A andlise
das amostras Osseas coradas por H&E, de todos os grupos, revelou a
presenca de neoformacdo Ossea com grau variado de amadurecimento e
qualidade.

As amostras provenientes do grupo controle, que n&o receberam
tratamento, exibiram area da leséo ainda inflamada aos 7 dias ap0s a cirurgia,
com exsudato inflamatério misto; 25% das amostras (n=1) exibiu discreta area
de membrana osteogénica em apenas uma das bordas com inicio de formacédo
de centros de ossificacdo (figura 9-A). No dia 14 foi observado ainda a
presenca de infiltrado inflamatorio, entremeado a tecido de granulagéo (figura
9-B).

Nos cortes provenientes dos defeitos que receberam preenchimento por
azul de metileno 0,01% logo ap6s a confeccdo da ferida, em ambos os
periodos avaliados foi observada formacdo de osso entre as bordas da lesao.
Porém, aos sete dias de avaliacdo, observou-se, ainda, a presenca infiltrado
inflamatério e tecido de granulacdo (figura 9-C) em propor¢cbes diferentes
aquelas observadas ao 14 dias do grupo controle; ja aos 14 dias, 0 0SSO
apresentou-se organizado em lamelas e observou-se uma reorganizacdo da
medula 0ssea subjacente a perfuragéo (figura 9-D).

As lesbes tratadas com laserterapia, no dia 7 se encontravam
preenchidas por tecido 6sseo imaturo em profundidade, mantendo a superficie
externa recoberta por peridésteo maduro (figura 9-E); no dia 14, houve completo

fechamento do defeito por osso lamelar (figura 9-F).
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As amostras dos defeitos do grupo LLLT + PDT exibiram, no dia 7,
membrana osteogénica de intensa celularidade com areas ja maduras de 0Sso
trabecular especialmente nas bordas laterais da leséao (figura 9-G); no dia 14 a
ferida estava fechada com unido completa das bordas, porém ainda com 0sso
imaturo, trabecular, diferentemente daqueles defeitos do grupo LLLT aos 14

dias (figura 9-H).
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Figura 9 - Analise histopatolégica (H&E) de defeitos 6sseos experimentais realizados no fémur
direito de ratos Wistar dos diferentes grupos experimentais. A: defeitos 6sseos do grupo
controle aos sete dias; B: defeitos 6sseos do grupo controle aos quatorze dias; C: defeitos
Osseos do grupo azul de metileno aos sete dias; D: defeitos ésseos do grupo azul de metileno
aos quatorze dias; E: defeitos 6sseos do grupo LLLT aos sete dias; F: defeitos ésseos do grupo
LLLT aos quatorze dias; G: defeitos 6sseos do grupo LLLT + PDT aos sete dias; H: defeitos
O6sseos do grupo LLLT + PDT aos quatorze dias. (5um de espessura). INF — infiltrado
inflamatério; MO — medula éssea; GRAN - tecido de granulagdo; P — periésteo; OT — 0sso
trabecular; OL — osso lamelar. (FONTE: Arquivo pessoal).
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Os resultados da morfometria das areas de osteogénese demonstraram
que, apesar da neoformacdo éssea ter aumentado em todos os grupos do
experimento entre o sétimo (Gl: 4,192+4,366; Gll: 8,024+9,580; Glll:
1,74+4,088; GIV: 20,30+6,574) e o décimo quarto dia (Gl: 15,74+7,782; GilI:
18,93+£10,51; Glll: 37,83+9,448; GIV: 33,71+5,695), apenas 0 grupo que
recebeu as terapias combinadas apresentou diferenca estatistica significativa
(p=0,0286).

As figuras 10 e 11 representam os resultados das analises
histomorfométricas realizadas em cada grupo ao longo dos dois periodos

avaliados, assim como entre 0s grupos, respectivamente.
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Figura 10 - Andlise histomorfométrica da area de neoformagdo 6ssea em defeitos 6sseos em
Comparacdo entre as amostras de mesmo grupo nos intervalos

fémur de ratos Wistar.

propostos. Resultados expressos em média + SD; nivel de significAncia foi de 5% (*p<0,05).
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Figura 11 — Andlise histomorfométrica da area de neoformagédo 6ssea em defeitos em fémur de
ratos Wistar. Comparacgéo entre 0os grupos nos intervalos propostos. Resultados expressos em
média £ SD; nivel de significancia foi de 5% (*p<0,05).
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7 DISCUSSAO

Nossos resultados revelam que houve diferenca significativa quanto a
area de neoformacdo Ossea, aos sete dias de tratamento, entre o grupo
controle Gl e o grupo LLLT + PDT (GIV) (p = 0,0247), assim como, aos 14 dias,
entre o grupo controle Gl e os grupos LLLT (Glll) (p=0,0286) e LLLT + PDT
(GIV) (p=0,0286). Logo se pode dizer que a terapia combinada mostrou-se
eficaz quando utilizada em ambos os periodos avaliados. Porém, é possivel
observar que entre 0s grupos que apresentaram maior area de neoformacéao
0ssea (G Il e G 1IV), ndo houve diferenca significativa.

Para avaliar a atividade terapéutica da LLLT tanto na fase aguda quanto
na fase cronica do reparo 6sseo, Mota et al. (2013) utilizaram de ratos Wistar e
realizaram defeitos 6sseos de 2mm na tibia dos animais. Para o tratamento, foi
utilizado o laser 670nm por 4min e 33s, iniciado apos 24 horas (agudo) e 5 dias
(crénico), sendo realizado a cada 48 horas. Apos realizarem a eutanasia dos
animais no 9° e 17° dias, os autores concluiram que a terapia favoreceu ao
processo de consolidacdo 6ssea daqueles animais que iniciaram o tratamento
na fase aguda, propondo que o laser estimula a proliferacéo e diferenciacéo
das células mesenquimais osteoprogenitoras ainda imaturas. Diferentemente,
aos 7 dias de avaliacéo, o grupo irradiado com laser isoladamente (Glll) ndo
apresentou diferenca siginificativa em relagcdo ao grupo controle (Gl) no que diz
respeito a area de neoformacgao 6ssea; porém, aos 14 dias, o Glll demonstrou
maior area de neoformacdo Ossea em relacdo ao GIl. O fato de se ter
antecipado o periodo da analise histologica em dois dias de avaliacdo pode

justificar a diferenca encontrada entre os trabalhos.
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Com o objetivo de investigar o efeito histolégico da LLLT no reparo
0sseo e com o intuito de promover uma recuperacdo no pos-operatorio com
mais conforto, além de acelerar o processo de cicatrizacdo, Adel et al. (2011)
realizaram defeitos 0sseos no férmur de ratos Wistar, e os trataram com laser
GaAs 904nm. Este foi aplicado de maneira transcutanea em quatro pontos ao
redor da fratura, durante 5 minutos cada sesséo, a cada 48 horas, totalizando 6
sessOes. Como resultado, os autores encontraram diferencga significativa entre
0S grupos tratados e nao tratados aos 15 dias de avaliagcdo (p<0,007), no que
diz respeito & area de neoformacéo Ossea; baseados na hipétese de que a
LLLT aplicada uma Unica vez, pode favorecer o reparo 0sseo, Pretel et al.
(2007) propuseram um estudo em mandibulas de ratos Holtzman, realizando
defeitos Osseos retangulares e tratando-os com laser GaAlAs de 830nm,
durante 40 segundos. Apos 15 dias, parte dos animais do grupo controle e do
grupo tratado foram eutanasiados e foram observados presenca de tecido
conectivo desorganizado com presenca de tecido necrético e células
degenerativas no grupo controle; enquanto que no grupo tratado, houve
preenchimento do defeito 6sseo com tecido conectivo denso e grande namero
de fibroblastos. Além disso os autores encontraram diferenca significativa entre
0S grupos no que diz respeito a diminuicdo da inflamacg&o no grupo irradiado
(p<0,0109); aumento da area de formacdo oéssea (p<0,0143); e maior
organizacdo da matriz 6ssea (p<0,0027). Ambos os trabalhos comprovam que,
assim como o laser vermelho utilizado no presente trabalho, o laser
infravermelho também apresenta resultados positivos no processo de reparo

0sseo.
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A utilizacdo do laser aos sete dias de tratamento apresentou-se
equivalente a area de neoformacgdo 0ssea do grupo controle aos 14 dias de
tratamento. No que diz respeito a antecipacdo e equivaléncia de periodos
diferentes, resultados encontrados por Pretel et al. (2007) e Adel et al. (2011),
sugerem que o0 uso da LLLT aos 15 dias de tratamento foi equivalente a
formacdo de matriz 6ssea aos 45 dias e 30 dias do grupo controle,
respectivamente.

O uso do azul de metileno 0,01% utilizado de maneira isolada (Gll)
sugere induzir a um aumento da osteogénese quando comparado ao grupo
controle (Gl) para ambos os periodos analisados. O uso do corante no grupo
LLLT + PDT (GIV) pode ter influenciado também o aumento da neoformagéo
0ssea tanto aos sete como aos 14 dias de avaliacdo. Analise mais especifica
quanto ao mecanismo de acao do fotossensibilizador no metabolismo 6sseo
deve ser avaliada com a realizacdo de estudos mais aprofundados.

Resultados importantes do uso da LLLT no processo de consolidagéao
Ossea ja foram comprovados anteriormente ao se utilizar tanto o laser vermelho
(visivel) quanto o infravermelho (n&o visivel) (POPPI et al., 2011; BOSSINI et
al., 2012; BARBOSA et al., 2014; BRITENO-VAZQUEZ et al., 2015). No
entanto, para a realizacdo da PDT, apenas o comprimento de onda visivel é
utilizado (PRATES et al., 2006; SOUZA et al., 2006; SENA, 2013; KIKUCHI et
al.,, 2015; MIRANDA, 2015). No presente trabalho foi possivel conseguir
resultados significativos da PDT no processo de consolidagéo 6ssea, tanto de
maneira precoce, quanto tardia.

Temos como um dos principais resultados do nosso trabalho, a

modulacdo precoce do processo de consolidagdo 6ssea. Aquelas amostras do
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grupo tratado com as terapias combinadas exibiu precocemente, no dia sete,
0sso trabeculado unindo as bordas da ferida cirargica e organizacdo medular e
periosteal, porém, o o0sso ndo sofreu remodelamento lamelar na semana
consecutiva. Ja naquele grupo com defeitos Osseos tratados apenas pela
laserterapia, aos sete dias, apesar de ndo ter havido diferenca estatistica
significativa, houve o preenchimento do defeito ésseo por osso do tipo
trabecular e, aos 14 dias, um desenvolvimento deste para 0sso do tipo lamelar.
Os presentes resultados demonstram avaliagc6es histoldgicas qualitativa, porém
nao revelam o que estes resultados representam quando estes séo levados de
maneira clinica, deixando inconclusivo qual representa a melhor opc¢éo, ou
seja, 0 surgimento e a formacdo precoce de um o0sso do tipo trabecular
(quando induzido pelas terapias combinadas) ou de um o0sso do tipo lamelar de
maneira tardia (quando induzido somente pela LLLT). Desta forma, anélises
complementares (como por exemplo andlises fisicas de testes de carga) sao
necessarias para complementar esta informacoes.

Dentre os grupos que foram irradiados com LLLT no p6s-operatoério (Glil,
GIV), apenas o grupo que recebeu as terapias combinadas foi irradiado durante
o procedimento cirdrgico. Todos foram submetidos a laserterapia apds 48
horas da confeccdo do defeito 6sseo, totalizando trés sessdes de laser para
agueles animais eutanasiados ao sétimo dia e seis sessOes para aqueles
eutanasiados aos décimo quarto dia. De forma semelhante, no experimento
realizado por Barbosa et al. (2013), a LLLT foi aplicada imediatamente apds a
osteotomia e repetida a cada 48 horas durante trés semanas, sendo que

agueles animais eutanasiados no sétimo dia do experimento receberam trés
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sessOes de laser, aqueles eutanasiados no 14°, seis sessoes, e 0s que foram
eutanasiados no 21°, nove sessoes.

O uso da LLLT em células osteoblasticas ja apresenta uso conhecido
(ATES, CAN, GULSOY, 2017). Quanto a PDT, estudos relacionados a parte
Ossea estao voltados indiretamente a analises do periodonto (ALMEIDA et al.,
2007; ALMEIDA et al., 2008), para infec¢cdes O0sseas, como nas osteomielites
(BISLAND et al., 2005), e para células de origem neoplasicas, como aquelas
presentes nos osteossarcomas (MATSUBARA et al., 2008; GUAN et al., 2014).
O presente estudo ndo partiu de analises anteriores in vitro, mas sim in vivo, de
avaliagbes terapéuticas clinicas favoraveis a cicatrizacdo de tecidos moles e
ferimentos cutaneos (SELLERA et al., 2014)

O exame radiografico digital € uma importante ferramenta de andlise
clinica para tecidos mineralizados, e alguns estudos indicam que esta técnica
pode oferecer quantificacdo e variacdes locais de imagens no reparo 6sseo. A
técnica de densidade optica é capaz de mensurar o status de mineralizacéo
O0ssea do fémur de ratos Wistar (BARBOSA et al.,, 2013). A avaliacéo
radiografica dos defeitos &ésseos ndo demonstrou caracteristicas de
radiopacidade 6ssea semelhante aquela do osso integro, ou seja, nao houve
completa consolidacao 6ssea em nenhuma das lesdes confecionadas. Logo, 0s
defeitos apresentaram niveis de radiopacidade distintos e que foram
comparados com niveis de graduacdo de uma barra de metal semelhante
agueles realizados por Nascimento et al. (2010) e Ribeiro et al. (2012), assim
também como através de uma escala de graduacdo (Escala de Montoya),
semelhante aquela realizada por Britefio-Vazquez et al. (2015). A principal

diferenca do presente estudo para os anteriores, € que neste, a analise ocorreu
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diretamente ao negatoscépio enquanto que nos demais, 0s autores a
realizaram através de programas de softwares.

Ainda, para todos os grupos analisados, a radiografia foi utilizada como
método de avaliacdo da densidade Ossea, através de tomadas radiograficas
apos o procedimento cirargico (dia 0), aos sete e quatorze dias. Tais
radiografias foram realizadas com as amostras 6sseas ainda em posicdo
anatdbmica, o que se assemelha aquela realizada na rotina clinica, na qual ha
sobreposicao de tecidos moles. Britefio-Vazquez et al. (2015), realizaram esta
andlise de maneira semelhante, porém a realizaram apenas uma Unica vez
apos 10 dias do procedimento cirdrgico.

Barbosa et al. (2013) avaliaram, por meio da radiografia, a densidade
Ossea do fémur de ratos Wistar como amostra isolada, apos retirada do corpo
do animal. Para isso, 0s autores realizaram tratamento com LLLT com
aparelhos de diferentes comprimentos de onda (660nm — vermelho; 830nm -
infravermelho). Como resultados, os autores afirmaram terem encontrado, aos
sete dias de tratamento, um aumento na densidade de 3,4% e 5,8%,
respectivamente, quando comparado ao grupo controle; aos 14 dias, apenas o
grupo tratado com laser infravermelho apresentou diferenca estatistica (3%).
Diferentemente, o0s resultados encontrados no presente trabalho,
demonstraram que, aos sete dias de tratamento com laser no espectro
vermelho, ndo houve diferenca significativa com o grupo controle; porém, aos
14 dias houve maior média na area de neoformacdo Ossea (p=0,0286)
naqueles defeitos pertencentes ao Glll. Podem ser questionados como
variagoes e diferengas nos resultados encontrados em ambos os trabalhos, o

namero de amostras, o fato das amostras ndo estarem sobrepostas por tecido
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mole, assim como a andlise radiogréafica realizada através de um programa de
computador, naquele trabalho.

Por outro lado, Briteio-Vazquez et al. (2015) obtiveram excelente
resposta no defeito 6sseo que realizaram na crista da tibia de ratos Wistar,
padronizando o tratamento diario com laser 850nm. Como resultado, eles
observaram a formacdo de consolidacdo do defeito 6sseo realizado, tanto
radiograficamente como histologicamente, porém neste experimento os autores
realizaram um defeito 6sseo de 0,062mm de diametro, confeccionado com
auxilio de um pino de Kirschner.

Para a avaliacdo radiogréfica, tanto o aparelho como as medidas
padrées foram semelhantes aquelas utilizadas por Barbosa et al. (2013). A
Unica diferenca é que o0s autores utilizaram de imagens radiograficas
digitalizadas com captura das imagens através de sensor digital no momento
do procedimento radiografico. Como resultado, eles puderam realizar a
avaliacdo radiografica através de um software de computador que pode avaliar
a densidade optica no local do defeito 6sseo através das diferentes escalas de
cinza geradas por um histograma. Diferentemente, Patrocinio-Silva et al. (2014)
realizaram andlises do fémur de ratos Wistar, utilizando um densitdbmetro com
um software especifico para pequenos animais, para mensurar 0 conteldo
mineral 6sseo, bem como a densidade mineral 0ssea.

A literatura cita, em diversos trabalhos, a complementacdo de estudos
de consolidacdo O0ssea através de outros tipos de analises histologicas que nao
apenas a hematoxilina e eosina, mas também através do uso do Tricromio de
Mallory (MOTA et al., 2013) ou Pricosirius (BOSSINI et al., 2012). Cita ainda,

analises bioquimicas, através da avaliacdo da Fosfatase Alcalina (MOTA et al.,
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2013); ensaios biomecanicos, através do teste de carga (BOSSINI et al., 2012;
SON et al., 2012; MOTA et al., 2013; PATROCINIO-SILVA et al., 2014; TIM et
al., 2014); e analises imuno-histoquimicas, com o intuito de se avaliar o
mecanismo de acdo da LLLT (BOSSINI et al., 2012; PATROCINIO-SILVA et
al., 2014) ou a imunoexpressdo de fatores osteogénicos (TIM et al., 2014;
MARQUES et al.,, 2015; SELLA et al.,, 2015). Ha ainda, quem utilize da
imunofluorescéncia e caracterizagcdo dos glicosaminoglicanos (MERLI et al.,
2012). Desta forma, a auséncia destas analises no presente trabalho podem
ser complementadas através do estimulo de estudos futuros que
complementem as informacdes e resultados aqui expostos.

Apesar de a literatura demonstrar os efeitos benéficos da LLLT no
processo de consolidacdo éssea, seja através de andlises radiogréaficas (SON
et al., 2012; BARBOSA et al.,, 2013) ou histoldgicas (TIM et al., 2014;
MARQUES et al., 2015), justificamos o0 uso apenas destas duas analises, pois
nao se conhecem estes tipos de avaliacbes para o uso isolado do AM, da
fototerapia dindmica ou da associacdo de ambas as terapias no processo de
consolidacdo Ossea. Estudos voltados para andlises destes sdo encontrados
de maneira indireta, quando Farrokhi et al. (2011) avaliaram o uso do AM no
processo de formacdo de fibrose apds laminectomia; ou quando a PDT foi
avaliada no processo de perda Ossea na doenca periodontal
experimentalmente induzida (ALMEIDA et al., 2008).

Os efeitos positivos da LLLT na estimulacdo do tecido 6sseo ainda nao
se encontram totalmente esclarecidos. E sabido que o laser infravermelho
apresenta melhor capacidade de penetracdo no tecido, atingindo o tecido

0sseo de maneira mais eficiente que o laser vermelho, produzindo melhores
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resultados (POPPI et al.,, 2011). Barbosa et al. (2013) afirmam que o efeito
positivo do LLLT no reparo ésseo é dependente do tempo e comprimento de
onda.

Com o objetivo de avaliar o efeito da LLLT na formacéo de tecido 6sseo,
Tim et al. (2014) realizaram analises histologicas, imuno-histoquimicas e
biomecénicas de defeitos désseos de 3mm de didmetro realizados na tibia de
ratos Wistar. Para o tratamento, foi utilizado o laser 830nm, durante 34s,
totalizando um carga energética de 120 J/cm?. As andlises histopatolgicas
demonstraram que, aos 15 dias ap0s o tratamento realizado, ndo foi
encontrado infiltrado inflamatério, mas sim melhor organizagéo tecidual. Logo,
0s autores sugerem que a LLLT aumentou o processo de cicatrizacdo 6ssea
por acelerar o desenvolvimento de neoformacdo Ossea. Para avaliar o
processo de reparo 6sseo em ratos submetidos a LLLT, tanto de comprimento
de onda vermelho (660nm) quanto infravermelho (830nm), Barbosa et al.
(2013) utilizaram a densitometria ética e encontratam aumento significativo no
grau de mineralizacdo em ambos os grupos tratados com laser aos 7 dias de
avaliacdo; aos 14 dias, apenas o laser infravermelho mostrou maior densidade
Ossea. Para isso os autores padronizaram o tamanho do defeito ésseo em
2.8mm, no fémur direito, por um periodo de 40s, a cada 48 horas. Tim et al.
(2015) resolveram avaliar as mudancas morfologicas produzidas por esta
terapia nos estagios iniciais da cicatrizacdo 0ssea, assim como estudar as vias
que estimulam a expressdao dos genes relacionados a proliferacdo e
diferenciacéo das células 0sseas. Para isso 0os autores realizaram um defeito
0sseo de 3mm de didmetro na tibia de ratos Wistar, com irradiagbes em um

anico ponto, utilizando para isso do laser de 830nm durante 94 segundos,
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variando o numero de sessbes em 1, 2, 3, 5 e 7 vezes. Como resultado
histopatologico da é&rea de neoformacgdo Ossea, 0s autores encontraram
diferenca estatistica significativa (p<0,001) a partir do terceiro dia de
tratamento, e concluiram que a LLLT aumenta a cicatrizagdo dssea por
produzir aumento significativo na expressao dos genes osteogénicos. No intuito
de investigar o efeito da LLLT (808nm) na cicatrizacdo de fraturas de tibia
realizadas em ratos Sprague-Dawley, Son et al. (2012) realizaram analises
histopatologicas e radioldgicas, e encontraram maior desenvolvimento de
formacdo éssea no grupo LLLT, sugerindo que o efeito do laser acelera o
processo de cicatrizacdo 6ssea, principalmente no estégio inicial, equivalente a
7 dias de avaliagdo. Estudo recente buscou propor e comparar um novo tipo de
protocolo para a pratica da LLLT na consolidagdo 0ssea. De acordo com a
forma tradicional que a literatura apresenta, a aplicacao do laser ocorre por via
transcutadnea a cada 48 horas. Em sua proposta de tratamento, Marques et al.
(2015) realizaram defeitos 6sseos de 8mm na calvaria de ratos Wistar. A
aplicacéo do laser foi realizada apenas em trés dias ndo consecutivos: durante
o transoperatoério, apés 48 horas e apdés 120 horas. Ambos os tratamentos
foram realizados com laser de 830nm. Apds 15 dias, os autores concluiram,
através da andlise histoldgica, que o protocolo proposto promoveu maior
neoformacéo de tecido 6sseo que o grupo controle, porém néo houve diferenca
significativa em relagcdo ao protocolo tradicional. Como resultado os autores
concluiram que é possivel reduzir o nimero de sessdes, 0 que, trazendo para a
area clinica, reduz o namero de visitas clinicas e os custos do tratamento.
Nossos resultados foram de que a LLLT utilizada de maneira isolada (GlII)

apresentou efeitos significativos apenas aos 14 dias de tratamento, enquanto
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gue o uso das terapias combinadas (GIV) foi eficaz tanto aos sete quanto aos
14 dias. Os resultados devem levar em consideracdo que o tipo de laser
utilizado no presente trabalho foi o vermelho.

O protocolo de indugédo de defeitos 6sseos em modelos animais ja é
conhecido na literatura, sendo diversos os modelos para avaliacdo da
consolidacédo 6ssea de maneira experimental. H4 variagdes no diametro do
defeito, no osso escolhido, no formato e no nimero de defeitos realizados no
0ss0. Ainda ha variacdes em relacao a espécie animal, assim como no numero
de membros submetidos ao procedimento cirtrgico. Todas estas variacdes irdo
depender das analises a serem realizadas. Logo, podem ser citados defeitos
com diametro de 0,062mm, 2mm, 2,8mm, 3mm e 8mm (BRITENO-VAZQUEZ
et al., 2015; MOTA et al.,, 2013; BARBOSA et al.,, 2013; TIM et al., 2015;
MARQUES et al., 2015); retangulares, esféricos ou sem contatos diretos,
caracterizando falhas 6sseas (PRETEL et al. 2007; MOTA et al., 2013; SELLA
et al., 2015). Defeitos realizados na tibia, no fémur, na mandibula ou calota
craniana (PRETEL et al. 2007; ADEL, et al.,, 2011; BOSSINI et al., 2012;
MARQUES et al.,, 2015) de ratos (Wistar, Holtzman e Sprague-Dawley)
(PRETEL et al. 2007; SON et al. 2012; BARBOSA et al., 2013) ou coelhos
(BURGUER et al., 2013). Os ratos Wistar machos com cerca de 8 a 12
semanas, pesando entre 250 e 350 gramas sdo os modelos animais mais
encontrados na literatura. O numero de defeitos 0sseos nos diferentes 0ssos
longos deve ser avaliado de forma critica. Ha relatos de até 3 defeitos 0sseos
no fémur de ratos para avaliacdes do processo de consolidagéo 0ssea (FILHO,
et al., 2011). Para o desenvolvimento de analises biomecéanicas, geralmente

ambos os membros do modelo animal sdo submetidos a procedimentos
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cirirgicos e tratados, sendo que, apds a eutanasia, um deles é submetido a
avaliacdes histolégicas e o outro a analises mecanica (MOTA et al., 2013; TIM
et al., 2014). Porém, ha quem utilize um dos membros do préprio animal para
servir de controle (MERLI et al., 2012).

Sella et al. (2015) realizaram a confeccdo de um defeito Osseo
diferentemente daqueles normalmente gerados como estudo da cicatrizagdo
O0ssea experimental. A intencdo dos autores era elaborar um defeito para
analisar o processo de ndo-unido 0ssea. Para isso eles fixaram uma mini placa
ao longo da diafise femoral e posteriormente realizaram uma ostectomia
completa de 2mm no terco médio do osso. Utilizaram tanto andlises
histolégicas como andlises imuno-histoquimicas. Diminuicdo do infiltrado
inflamatério, aumento na formacdo periosteal, formacdo de intensa matriz
Ossea trabecular e aumento na expressdo de proteinas da matriz 6ssea, ao
oitavo dia de avaliacdo, foram seus principais resultados. Logo, os autores
concluiram que a LLLT (808nm) pode ser indicada como terapia adjunta na
pratica clinica para o tratamento e repara¢do de ndo uniées. NOs padronizamos
o didmetro do nosso defeito 6sseo em 2mm para que pudesse ser avaliado ao
microscépio, com o auxilio da objetiva de 10, todo o campo do defeito 6sseo de
maneira panoramica, assim como para que fosse possivel realizar dois defeitos
em um mesmo fémur e ndo correr o risco de fratura do 0sso no periodo pos-
operatorio. Além disso o defeito foi realizado apenas em uma unica cortical
0ssea, também com o intuito de evitar quebra do osso. Puricelli et al. (2010),
Filho et al. (2011) e Burguer et al. (2013) realizaram um ndamero maior de
defeitos 6sseos no fémur dos animais utilizados em seus experimentos e nao

relataram qualquer complicacdo quanto a fratura no pos-operatorio.
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Quanto aos pontos de irradiagdo, ndo ha um senso comum. De acordo
com a literatura consultada, h4d quem os faca em apenas um Unico ponto
(BARBOSA et al., 2013; BATISTA et al., 2015; TIM et al., 2015) em dois pontos
(SELLA et al., 2015), em trés pontos (MERLI et al., 2012), ou quatro pontos
(PATROCINIO-SILVA et al., 2014; MARQUES et al., 2015),
independentemente do didmetro confeccionado. No presente trabalho, os
animais que ndo foram irradiados, foram submetidos ao mesmo estresse da
manipulacdo que aqueles animais que foram irradiados, porém com o aparelho
desligado. Independentemente do grupo, a irradiacédo, ou a simulagéo, ocorreu
em cinco pontos distintos ao longo do eixo longitudinal do fémur, com o intuito,
principalmente, de abranger a area composta pelos dois defeitos realizados.

Diversos trabalhos realizaram as andlises de maneira variada quanto ao
tempo de tratamento, sacrificio dos animais e analises das amostras, variando
este periodo de 7 até 56 dias de acompanhamento. (SON et al.,, 2012;
MARQUES et al., 2015; TIM et al., 2015).

NOs realizamos a analise morfométrica através da contagem de 14
campos consecutivos, em duas camadas, realizados na borda inferior (porcao
medular) do defeito 6sseo confeccionado. Nesta avaliacdo realizamos a
marcacdo da area neoformada e a soma foi expressa em micrémetros
quadrados. Posteriormente, realizamos a média dos grupos para que
pudessem ser comparadas estatisticamente. De maneira similar, Tim et al.
(2015) determinaram cinco regides de interesse de imagens digitalizadas dos
defeitos Osseos realizados na tibia de ratos Wistar, para realizar a analise
morfométrica da quantidade de osso neoformado apds a utilizacdo da LLLT.

Dentro destas regides, foram analisadas areas da borda superior, da borda
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direita, da borda esquerda, regido inferior e regido central. A area de
neoformacédo 6ssea também foi determinada em micrémetros quadrados apés
a soma das areas anteriormente citadas. Para realizar as analises histolégicas
em seu experimento, Sella et al. (2015) realizaram a avaliacdo de cinco
quadrantes de cada amostra (quatro quadrante periféricos e um central). Além
disso, eles realizaram uma escala de 0 a 4 para avaliarem a presenca de
infiltrado inflamatorio, a formacdo de matriz 0ssea trabecular e a neoformagéo
0ssea.

Marques et al. (2015) citaram o preenchimento dos defeitos 6sseos por
coagulos sanguineo e tecido de granulacdo como sendo o primeiro evento de
cicatrizagdo 6ssea encontrado aos 7 dias do seu experimento, em todos os trés
grupos avaliados. Os autores citaram, ainda, que no mesmo periodo avaliado,
ndo observaram necrose tecidual ou qualquer outro efeito indesejavel em
nenhum dos grupos experimentais. Com excecdo do grupo controle que nao
apresentou nenhum desenvolvimento 6sseo no mesmo periodo avaliado, 0s
demais grupos (Gll, Gl e GIV), diferentemente daqueles autores,
apresentaram desenvolvimento de tecido 6sseo aos 7 dias de avaliagdo. A
presenca do azul de metileno, utilizado diretamente nos defeitos 0sseos,
tratados ou nédo pela LLLT (grupos GIl e GIV, respectivamente) nao foi
prejudicial ao tecido e ndo promoveu qualquer tipo de alteracdo indesejavel no
processo de consolidacdo 6ssea. Ao contrario disso, podemos dizer que o
anico grupo que apresentou diferenca estatistica significativa quanto a
formacdo de tecido 0sseo, aos 7 dias iniciais de avaliacdo, foi aquele que
sofreu acéo das terapias combinadas. A avaliacéo do grupo tratado pelo LLLT,

aos sete dias, foi observado a presenca de tecido de granulagédo com variacdes
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de membrana osteogénica intensamente celular, além de partes preenchidas
por tecido 6sseo imaturo em profundidade. Isto corrobora os achados de Tim et
al. (2015) que, ao sétimo dia de avaliacdo de defeitos 0sseos realizados na
tibia de ratos Wistar, e tratados com LLLT 830nm durante 94 segundos,
observaram auséncia de células inflamatérias e preenchimento de tecido 6sseo
neoformado, porém, ainda, com a presenca de tecido de granulagdo. N&o
foram observadas a presenca de necrose ou qualquer outro tipo de dano na
periferia  dos defeitos realizados que pudessem prejudicar a analise
histopatolégica, tanto macro quanto microscopicamente. O uso de irrigacao
copiosa, com solucdo salina estéril durante o procedimento cirargico, para
confeccdo dos defeitos € uma das formas utilizadas para se evitar prejuizo as
amostras experimentais (PRETEL et al., 2007; MARQUES et al., 2015; SELLA
et al., 2015).

De acordo com a literatura, dentre as principais caracteristicas
histopatolégicas analisadas no tecido 0sseo estdo: presenca de coagulo
sanguineo, infiltrado inflamatério, formacdo de tecido de granulacao,
organizagao tecidual 6ssea, crescimento periosteal, formacdo de matriz 6ssea
trabecular, neoformacéo 6ssea (SELLA et al., 2015; TIM et al., 2015)

Diversos sdo os parametros a serem analisados e utilizados nos
experimentos que se utilizam da LLLT no processo de consolidacdo Ossea,
sejam eles de maneira experimental ou de maneira clinica (PETER, JENKINS,
JAMES, 2011). Na maioria dos trabalhos, estes dados séo realizados com base
em trabalhos realizados anteriormente e que apresentaram efeitos favoraveis
ou positivos. NOs escolhemos o intervalo de tempo de 90 segundos baseado

na média de intervalo de tempo maxima encontrada em trabalhos
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experimentais realizados anteriormente, independentemente de resultados
positivos ou ndo. Além disso, no intuito de dar prosseguimento a trabalhos
anteriores realizados pelo nosso nucleo de pesquisa, utilizamos o mesmo
aparelho ja disponivel em nosso laboratorio.

Os defeitos 6sseos do grupo LLLT + PDT receberam uma irradiacéo a
mais em relacdo ao outro grupo que recebeu a LLLT (GlIl), durante o
transoperatério, necessariamente para caracterizar PDT. Tal grupo apresentou
efeitos positivos tanto no primeiro quanto no segundo dia de analise. Porém,
nés ndo acreditamos que uma Unica aplicagdo a mais foi suficientemente
responsavel pelo destague morfométrico que este grupo apresentou. Além
disso, acreditamos que o uso do corante foi suficientemente responsével por
esta acao, pois, mesmo ndo apresentando diferencas significativas tanto aos
sete quanto aos 14 dias, os defeitos que foram preenchidos pelo corante, mas
que nao foram irradiados (GII) apresentaram caracteristicas distintas daquelas
do grupo controle. Como séo escassos os trabalhos relacionados ao uso da
PDT no reparo 0sseo, sugerimos novas investigacfes, com um numero de
sessOes equiparadas.

Diversos sédo os estudos que demonstraram os efeitos benéficos da
LLLT no reparo 6sseo, seja ela na banda de 660nm (vermelho) quanto na
banda de 830 (infravermelho), quando aplicados de maneira local. Sabendo-se
disso, Batista et al. (2015) procuraram avaliar o efeito da LLLT no reparo 6sseo
fora do local irradiado; ou seja, os autores buscaram avaliar se ha efeito
sistémico da LLLT no reparo 0sseo. Para isso 0s autores realizaram defeito
0sseo de 2.3mm no fémur esquerdo de ratos Wistar e trataram 0s animais com

laser infravermelho (830nm) tanto no local do defeito, quanto no membro
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contralateral, que nao foram submetidos a cirurgia, ambos de maneira
puntiforme, transcutanea, durante 2 minutos. O niumero de sessdes variou (4, 8
e 11) de acordo com a avaliacdo a ser realizada (animais eutanasiados aos 7,
15 e 21 dias, respectivamente). Ao final do experimento, os autores concluiram
que ha efeito local positivo do laser no estagio inicial do processo de
cicatrizacdo 6ssea, porém o efeito ndo foi observado quando aplicado de
maneira distante.

Durante o processo de reparo 0sseo das amostras analisadas,
neoformacgéo éssea foi observada se estendendo através do canal medular até
a cortical oposta no grupo LLLT + PDT, semelhante aquilo encontrado por
Batista et al. (2015) que as observaram em todos o0s grupos de seu
experimento e, além disso, encontraram tecido 6sseo do tipo primério com
arranjo trabecular, preenchido por células, vasos sanguineos e fibras
colagenas.

Diversas sdo as andlises da LLLT na cicatrizacdo Ossea, seja de
maneira isolada ou associada a outras terapias (FEITOSA, TOMA, RENNO,
2007; NASCIMENTO et al., 2010; PURICELLI et al., 2010; OLIVEIRA et al.,
2012; FRANCO, et al., 2013). O fato de associar o AM esta relacionado a
caracteristicas e principios basicos da PDT (CALIN, COMAN, 2011; SELLERA
et al., 2014). Quando utilizado em ferimentos externos de pele, o AM pode ser
utilizado diariamente ou com intervalo de 48 horas (BATISTA et al., 2015),
porém para lesbes 0sseas internas, até o presente momento, 0 seu uso pode
ser apenas no momento do transoperatorio. A resposta das terapias, isoladas
ou combinadas, no processo de cicatrizacdo de feridas cutaneas, naturalmente

sao diferentes das respostas no tecido 0sseo por estes tecidos apresentarem



94

caracteristicas distintas. Porém, no tecido mole, especificamente na pele,
diferentes sdo as respostas encontradas. Com a proposta de avaliar a
reparacao tecidual em feridas cirargicas apds terem sido irradiadas com LLLT
ou PDT utilizando do AM 0,01%, Sperandio (2009) utilizou ratas Wistar em seu
experimento. O autor, assim como na atual pesquisa, dividiu 0s grupos em
grupos controle, corante, LLLT e PDT, e realizou apenas uma Unica irradiagao.
Para a aplicagcdo do laser no grupo PDT, foi aguardado um intervalo de 5
minutos. Os resultados encontrados pelo autor foram que o grupo que recebeu
apenas a LLLT mostrou processo de cicatrizacdo mais acelerado, enquanto
que o grupo que recebeu a PDT nao apresentou aceleracdo da reparacao
tecidual. Diferentemente, Sampaio e Lopes (2016) e Rosa et al. (2017)
realizaram estudos clinicos com a fototerapia dindmica e obtiveram bons
resultados quanto a cicatrizacdo de feridas cuténeas.

Britefio-Vazquez et al. (2015) ap6s o procedimento cirdrgico realizado,
administraram antibiéticos e anti-inflamatérios nos animais durante o periodo
de 5 dias. Diferentemente, o presente trabalho ndo utilizou destas drogas,
partindo do principio de que a laserterapia de baixa poténcia apresenta efeitos
anti-inflamatérios (KNEEBONE, 2006; ROCHA, et al., 2012) e a terapia
fotodinamica apresenta efeitos antimicrobianos (SELLERA, et al., 2014; ROSA
et al., 2015). Nao foi observado qualquer tipo de processo inflamatério ou
infeccioso, macro e microscopicamente, em nenhum dos animais utilizados no

presente estudo.
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8 CONCLUSAO

A associacdo da terapia laser de baixa intensidade e da terapia
fotodinamica com azul de metileno a 0,01% favoreceu a osteogénese em
ambos os intervalos avaliados, sendo que no sétimo dia os efeitos das técnicas
combinadas sugerem inducdo precoce de neoformacdo éssea quando

comparada a laserterapia isolada e aos controles.
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ANIMAL HANDLING (CEUA) in 05/05/2015. For the development of this research 6 Wistar
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Juiz de Fora, 06 de Maio de 2015
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realizado no

Aﬂjf

UNIVERSIDADE
FEDERAL DE Juiz DE FORA

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO (POP)

o

oL cbr

Ceninode Bivkgia 3 Repisdagio

ASSUNTO: POP — INCLUSAO EM PARAFINA

CODIGO: HISTO - 02 ‘ VERSAO: 01 ‘ EMISSAO: 11/08/2015

| N° DE PAGINAS: 02

Tempo médio: 340min 2> 7 h

1. Objetivo: Descrever o procedimento operacional padrdo para INCLUSAO

EM PARAFINA

2. Responsabilidades: técnico do laboratério - Laetitia Alves Cinsa

3. Alcance: alunos de iniciagdo cientifica, alunos da Pds-graduacao,
Técnicos de Laboratério e estagiarios do Centro de Biologia da

Reproducéo.

4. Distribuicdo: Laboratoério 2.

5. Materiais Utilizados: (conferir lista de material e de reagentes no dia

anterior ao do procedimento)
Frascos contendo as pecas.

EPI (luvas de procedimento cirdrgico, luva de borracha, touca, mascara)

Estufa a 60°;

Capela de exaustao;

Inclusora;

Formas metalicas para inclusao;
Anel histoldgico;

Parafinas I,I1,1;

Agua destilada;

Alcool 70%:

Alcool 80%;

Alcool 90%:;

Alcool 100%:

Xilol;

Papel toalha

Backer de boca menor

Pinca

Parafina (preencher a maquina inclusora)

6. Procedimento:

6.1 Hidratacao:

6.1.1 Descartar o fixador no recipiente adequado para descartes;
6.1.2 Banho de agua destilada > 10’

6.2. Desidratacdo: (Anexo = 1)

6.2.1 Banho de Alcool 70% > 30’
6.2.2 Banho de Alcool 80% > 30’
6.2.3 Banho de Alcool 90% > 30’
6.2.4 Banho de Alcool 100% | = 30’
6.2.5 Banho de Alcool 100% Il > 30’
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6.2.6 Banho de Alcool 100% Il = 30’

6.3 Diafanizacéo: (Anexo =2 1l)

6.4

6.3.1 Banho de Xilol | 2 20’
6.3.2 Banho de Xilol Il 220’
6.3.3 Banho de Xilol lll 220’

Penetracdo ou impregnacdo da parafina (ATENCAO: PROCEDIMENTO
FEITO DENTRO DA ESTUFA)
6.4.1 Banho de parafina | > 20’
6.4.2 Banho de parafina Il > 20’
6.4.3 Banho de parafina lll > 20’

6.5 Inclusdo, modelagem ou formacéao de bloco:

6.5.1 Na inclusora encher uma forma com parafina fundida;
6.5.2 Pegar um frasco contendo a pega na estufa;

6.5.3 Posicionar a peca na forma;

6.5.4 Retirar a identificagcdo do frasco;

6.5.5 Colocar o anel histologico;

6.5.6 Levar para a base fria menor;

6.5.7 Preencher com parafina fundida;

6.5.8 Levar a forma para a placa fria grande e esperar.

7. Anexo
7.1 Anexo |

7.1.1 O tempo é marcado ap6s o preenchimento, com o reagente, do

primeiro frasco;

7.1.2 Desidratacdo: Agitar constantemente o0 recipiente para permitir a

mistura da agua, depositada no fundo, com o alcool,

7.1.3 Alcool 100% (I, II, Ill): reaproveita-los para limpeza dos frascos apds
passagem pelo xilol.
7.2 Anexo |l
7.2.1 Procedimento feito na capela de exaustdo com uso de luvas de
borracha;

7.2.2 Diafanizacéo: NAO agitar o recipiente que contém a peca para que 0
diafanizador figue separado do &lcool que vai saindo da peca;

7.2.3 O xilol é descartado em um recipiente apropriado que fica dentro da
capela;

8. Observacdes e consideracdes:

8.1. Ligar a maquina inclusora (HEAT);

8.2. Conferir volume de parafina na maquina inclusora e nos
recipientes de parafina I, Il, lI;

8.3. Colocar parafinas I, Il, lll na estufa sem a tampa;

8.4. Separar anel histolégico e etiquetas de identificagdo dos

frascos.
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ANEXO C Protocolo de processamento coloragcdo realizado no
laboratorio de histologia do Centro de Biologia da Reproducao

Aﬂjf
UNIVERSIDADE ﬂ:}ﬂlcbr
Ceninode Bivkgia 3 Repisdagio

FEDERAL DE Juiz DE FORA
ASSUNTO: POP — COLORACAO HISTOLOGICA PELA TECNICA DE HEMATOXILINA E CROOTROPE 2R
CODIGO: HISTO - 02 ‘ VERSAO: 03 EMISSAO: 28/07/2016 | N° DE PAGINAS: 01

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO (POP)

1. Objetivo: consiste na coloracdo de cortes histoldgicos de material obtidos de bidpsia /
necropsia de pecas contidas em parafina.

2. Responsabilidades: técnico do laboratério - Laetitia Alves Cinsa
3. Alcance: alunos de iniciacdo cientifica, alunos da Poés-graduacdo, Técnicos de
Laboratério e estagiarios do Centro de Biologia da Reproducéo.
4. Distribuicdo: Laboratorio de histologia
5. Materiais Utilizados:
e Lamina contendo material histoldgico.
e Corantes: hematoxilina de Herris e cromotrope 2r
e Bacteria de coloracdo (com xilol e alcool — conferir aspect e volume)
e Laminulas
e Cuba e borel de vidro
e Entellan
SEQUENCIAS
ETAPA ESTAGIO AGENTE / observacdo DURACAO
1 Desparafinizacdo Estufa 60°C 30 min
2 Desparafinizagéo Xilol | 5 min
3 Desparafinizagéo Xilol I 5 min
4 Desparafinizagéo Xilol Il 5 min
5 Hidratar Alcool Etilico 100% | 5 min
6 Hidratar Alcool Etilico 100% II 5 min
7 Hidratar Alcool Etilico 100% Il 5 min
8 HEMATOXILINA Corante bésico 5 min
9 Lavagem Agua corrente = VIRAGEM 20 min
10 Desidratacio Alcool Etilico 100% | 5 min
11 Desidratag&o Alcool Etilico 100% II 5 min
12 Desidratac&o Alcool Etilico 100% lII 5 min
13 CROMOTROPE 2R Coloracdo acida 2 min
14 Lavagem Alcool Etilico 100% | - Passar uma lamina por vez no borrel ~3
passagens
15 Lavagem Alcool Etilico 100% II - Passar uma lamina por vez no borrel ~3
passagens
16 Lavagem Alcool Etilico 100% Il - Passar uma lamina por vez no borrel ~3
passagens
17 Diafanizacdo Xilol | 5 min
18 Diafanizacdo Xilol 1l 5 min
19 Diafanizacdo Xilol 111 5 min
20 Montagem Material: laminulaseentelan | emememeeee-
RESULTADO Tons de roxo azulado: nljcl.eo_ e 0 nucléolo bas_ofilit,:p
Tons de rosa avermelhado: citoplasma e componentes extracelulares acidofilicas




