Universidade do Vale do Paraiba

Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento

Cibelle Barbosa Lopes

“REPARACAO OSSEA ASSOCIADA OU NAO A FOTOBIOMODULACAO A
LASER AVALIADA POR ESPECTROSCOPIA RAMAN NO
INFRAVERMELHO
PROXIMO (ER-IVP)”

S0 José dos Campos - SP
2007



Cibelle Barbosa Lopes

“AVALIACAO ATRAVES DA ESPECTROSCOPIA RAMAN NO
INFRAVERMELHO PROXIMO (ER-1VP) DO REPARO OSSEO ASSOCIADO A
FOTOBIOMODULAGAO A LASER”

Tese de Doutorado defendida no Programa
de PoOs-Graduacdo em  Engenharia
Biomédica, como complementacdo dos
créditos para obtencdo do titulo de Doutor
em Engenharia Biomédica

Orientadores; Prof. Antonio Luiz Barbosa Pinheiro, PhD

Prof. Marcos Tadeu Tavares Pacheco, PhD

S0 José dos Campos - SP
2007



“Avaliacdo através da Espectroscopia Raman no infravermelho
préximo (ER-IVP) do reparo 6sseo associado a fotobiomodulagio a

Laser”

Lopes, Cibelle Barbosa
Avaliagdo através da Espectroscopia Raman no infravermelho préximo (ER-
IVP) do reparo 0sseo associado a fotobiomodulag¢do a Laser/Cibelle Barbosa
Lopes. Sdo José¢ dos Campos: UniVap, 2007.

1 Laser disc.: color

Tese apresentada ao Programa de Pos-Graduagdo em Engenharia
Biomédica do Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento da Universidade do
Vale do Paraiba, 2007.

1. Fotobiomodulagdo a laser 2. Reparo ¢ssco 3.Espectroscopia Raman (ER-
IVP) 1. Pinheiro, Antonio Luiz Barbosa , Orient. II. Pacheco, Marcos. Tadeu

Tavares, Orient. III. Titulo.

CDU:616-003.9

Autorizo, cxclusivamente para fins académicos ¢ cientificos, a reprodugdo total ou
parcial desta dissertagdo, por processo fotocopiadores ou transmissdo eletronica.

Assinatura do aluno:

Data: 04 de Dezembro de 2007



CIBELLE BARBOSA LOPES

“AVALIACAO ATRAVES DA ESPECTROSCOPIA RAMAN NO
INFRAVERMELHO PROXIMO (IVP) DO REPARO OSSEO ASSOCIADO
A FOTOBIOMODULACAO A LASER”

Tese aprovada como requisito parcial & obtengdo do grau de Doutor em Engenharia Biomédica,
do Programa de Pés-Graduagdo em Engenharia Biomédica, do Instituto de Pesquisa e
Desenvolvimento da Universidade do Vale do Paraiba, Sdo José dos Campos, SP, pela seguinte

banca examinadora:

Prof. Dr. LANDULFO SILVEIRA JUNIOR (UNIVAP) -—S/Ki
Prof. Dr. ANTONIO LUIZ BARBOSA PINHEIRO (UNIVAP)

Prof. Dr. MARCOS TADEU TAVARES @S%UNIVAP)
Prof. Dr. CARLOS ESTRELA (UFG)_ SN ~

Prof. Dr. JOAO BATISTA TEIXEIRA DA ROCHA (UFSM)

Prof. Dr. Marcos Tadeu Tavares Pacheco
Diretor do IP&D — UniVap
Sao José dos Campos, 04 de dezembro de 2007.



Dedico este trabalho

a minha familia,verdadeiro
presente de Deus em minha vida.
Com amor,

Ao meu marido

Lucas, pelo seu amor,

compreensao Nnos momentos de auséncia,
presenca constante nos momentos dificeis
e colabor acdo na conquista de mais

este objetivo em nossas vidas.

Comtodo o meu amor!



Agradecimentos

A Deus por todas as oportunidades que me fez enxergar, por todos os desafios que
me fez crescer, e pela esperanca que me fez sentir em cada momento durante a execugcao
deste trabal ho.

A minha familia, meus pais Aldinor e Regina, minhas irmé& Milene e Caroline e
meu marido Lucas pelo carinho, amor, oracdes e incentivo durante toda a execucao deste
trabalho, meu eterno amor e gratidao a voceés.

Ao querido amigo e orientador Prof. Dr. Antonio Luiz Barbosa Pinheiro, pelo
grande exemplo de pessoa que influenciou positivamente em minha vida pessoal e
profissional, minha gratidéo.

Ao Magnifico Senhor Reitor desta Universidade Prof. Dr. Baptista Gargione Filho,
ao Excelentissmo Pré Reitor de Graduacdo Prof. Dr. Renato Amaro Zangaro e
Excelentissimo Diretor do IP&D e orientador Prof. Dr. Marcos Tadeu Tavares Pacheco
pela confianca que depositaram e empenho decisivo para 0 meu ingresso na vida
académica e na pés-graduacdo desta universidade, tornando possivel a realizacdo deste
trabal ho.

Aos meus queridos amigos llene C. R. César, Luis Eduardo S. Soares, Rick Rocha,
Tatiana T. V. Mendez e Dirian Murgo pela compreensao, apoio, companheirismo, carinho,
sobretudo pela amizade maravilhosa tdo fundamental nos momentos dificels, minha
gratidao.

Aos Professores, funcionarios e amigos, Prof. Dr. Aldo Brugnera, Profa. Dra.
Fatima Zanin, Profa. Dra. Maricilia Costa, Profa. Dra. Cristina Pacheco, Profa. Dra.
Renata Nicolau, Profa. Dra. Ana Cristina Solis, Profa. Dra. Maria Aparecida N. Jardini,
Prof. Dr. Jarbas F. dos Santos, Profa. MSc. Janaina Duarte, Neide, Regina, Patricia,
Jamilice, Paula, Antonio, Ivone, Nidia, Valéria,Vanessa, Eunice, Marcos, Neila, Leandro,
Fabricio, especialmente Prof. Dr. Egberto Munin por permitir a utilizacdo do Laboratorio
de Experimentacdo animal e Prof. Dr. Landulfo Slveira Jinior pelo apoio e auxilio, na

espectroscopia Raman.



As amigas da Biblioteca (UNIVVAP)Bibliotecarias Rosangela Caval canti, Conceiciio
Fonseca, Ribia Gravito Gomes e a auxiliar de biblioteca Ana Maria Felix, pelo carinho,

apoio e atencdo durante a elaboracao deste trabal ho.
A Universidade do Vale do Paraiba (UNIVAP) pelo espaco fisico e suporte
financeiro, as empresas DentFix® e Baumer®, pela doagdo dos materiais, todos téo

essenciais para a realizacdo deste trabal ho.



“Tudo o que a mente humana pode conceber
pode conquistar "

W. Clement Sone



“REPARACAO OSSEA ASSOCIADA OU NAO A FOTOBIOMODULACAO A LASER
AVALIADA POR ESPECTROSCOPIA RAMAN NO INFRAVERMELHO PROXIMO
(ER-IVP)”

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar através da espectroscopia Raman no infravermelho
proximo (ER-IVP) a concentracdo da Hidroxiapatita de Célcio (HAC, ~958/960cmi’)
presente no tecido 6sseo em modelos animais apds 0 uso ou ndo da fotobiomodulagdo a
Laser (infravermelho) em associacdo ou ndo com biomateriais, Regeneracéo 0ssea guiada
(ROG) e implantes de Titanio. O reparo 6sseo foi estudado na primeira fase ao redor de
implante de Titénio (artigo 1 e 2) e na segunda fase em fratura cirdrgica (artigo 3), ambos
em tibia de coelhos. Na primeira fase deste estudo apls a cirurgia para colocacdo do
implante, os animais foram divididos, em dois grupos, os controles e irradiados e estes
animais foram sacrificados em 15, 30 e 45 dias ap0s a cirurgia para serem analisados por
espectroscopia Raman (IVP). Em 30 dias foram observadas diferencas significantes entre
0s grupos (p<0.001), sendo similar em 45 dias (p<0.001), como tambem sugestiona a
MEV. A segunda parte deste estudo apés a realizacéo da fratura cirdrgica os animais foram
divididos em quatro grupos. F (fio), FB (fio + Biomaterial), FBL (fio + Biomaterial +
Laser) e FL (fio + Laser). Os animais foram sacrificados em 30 dias apés a cirurgia, em
seguida avaliados por espectroscopia Raman (IVP), na qua foi realizada na superficie e na
profundidade da reparacdo. A andlise estatistica ndo demonstrou diferencas significantes
entre os grupos tratados (p=0,14), porém na regido da profundidade da fratura foram
observadas diferencas significantes nos grupos FBL (p<0,001) e FL (p<0,001) e na
superficie a diferenca significante foi observada apenas no grupo sem tratamento (0sso
normal; p=0,001). Concluiu-se que o0 uso da fotobiomodulacdo a laser melhora o reparo
0sseo ao redor dos implantes e quando associada aos biomateriais e ROG pode ser efetivo,
na reparacao 6ssea de fraturas resultando no aumento da deposicdo da HAC avaliada pela
espectroscopia Raman (IVP).

Palavras-chave: Reparo 0sseo; Fio de aco, Fotobiomodulacdo a Laser e Espectroscopia
Raman (IVP).



“NEAR INFRA-RED RAMAN SPECTROSCOPY STUDY OF THE BONE HEALING
ASSOCIATED OR NOT TO THE LASER PHOTOBIOMODULATION”"

ABSTRACT

The aim of this study was to assess, through near-infrared Raman spectroscopy (NIRS), the
incorporation of calcium hydroxyapatite (CHA; ~958/960cnt) on the bone tissue in animal
models associated or not to Laser photobiomodulation (infrared), biomaterials, guided bone
regeneration (GBR) and dental implants. The bone healing was studied in the first phase
around the dental implants (paper 1 and 2) and in the second phase it was studied in
surgical fractures, both in the tibia of the rabbits. In the first phase the animals were divided
into two groups (control and irradiated). The specimens were analyzed by Raman
spectroscopy (NIR) after the sacrifice at 15, 30 and 45 days. The results showed significant
differences in the concentration of CHA on irradiated and control specimens at both 30 and
45 days after surgery (p < 0.001), as showed by Scanning Electronic Microscopy (SEM).
The second phase was accomplished in the surgical fractures and the animals were divided
into four groups. WO; WO + BMPs;, WO + Lasertherapy; and WO + BMPs +L asertherapy.
Animal death occurred after 30 days. Raman spectroscopy was performed at both surface
and depth of the fracture site. Statistical analysis showed significant difference on the
concentrations of CHA between surface and depth. The anaysis in each of the areas
showed at the depth of the fracture, significant differences between all treatment groups (p<
0.0001). Significant differences were aso seen between WO + BMPs + Lasertherapy and
WO (p<0.001) and WO + Lasertherapy (p<0.001). It is concluded that the use of NIR
Lasertherapy improves the bone healing around the dental implants and surgical fracture
when associated to BMPs and GBR as a result of the increasing deposition of CHA
measured by Raman spectroscopy (NIR).

Key-word: Bone hedling, Wire osteosynthesis;, Laser photobiomodulation and Raman
spectroscopy (NIR).
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1 INTRODUCAO

O tecido 6sseo € um tipo de tecido conjuntivo especializado que apresenta matriz
organica intercelular mineralizada, células e liquido intersticial. Este tecido possui
vascularizagdo e inervacgao, apresentando uma estrutura altamente organizada com ata
capacidade de regeneracdo.(1)

O tecido 6sseo € classificado em compacto (externa) e o trabecular (interna). O 0sso
compacto tem uma superficie solida e o trabecular tem a aparéncia esponjosa, pois ha
espacos vazios preenchidos por células. Nos individuos jovens, a medula é vermelha devido
a atividade hematopoética e nos individuos adultos € amarela devido a maior presenca de
adipécitos, mas com estimulos apropriados, esta medula amarela pode voltar a ser
vermelha.(2)

As principais células que compdem o tecido Gsseo sdo osteoblastos, ostedcitos e
osteoclastos, porém as células mesenquimais sdo células osteoprogenitoras proximas aos
vasos sangliineos e ao peridsteo. A matriz éssea é constituida por 33% de matriz organica,
dos quais 28% é colageno e os restantes 5% sdo proteinas néo-colagenas. Dentre as
proteinas ndo colégenas destacamse: osteonecting, osteocalcing, proteoglicanas,
sidoproteinas, glicoproteinas e fosfoproteinas.(3) Na matriz 6ssea também estéo presentes
lipideos, fatores de crescimento e proteinas como: Imunoglobulinas, Albumina, Lisosima e
Transferrina.(4)

As perdas Gsseas sd0 grandes problemas em muitas especiaidades médicas e
odontologicas Estas podem ocorrer devido as condicdes fisiologicas (envelhecimento) e
patol égicas, por exemplo, traumas lesdes patol dgicas e procedimentos cirdrgicos. Portanto,
€ fundamental que os profissionais da area biomédica conhegcam e possam alterar de
maneira positiva, a fisiologia do tecido 0sseo visando a corregdo dos defeitos maxilo-
mandibulares. (5,6)

A Odontologia vem estudando métodos que visam restaurar o contorno normal; a
funcdo; o conforto; a estética e fonagdo. Atualmente uma aternativa que vem dando certo €
a colocacdo dos implantes dlindricos de titanio com posterior colocacdo das préteses

dentérias.(7)



Varias pesquisas demonstram uma boa aceitacdo dos materiais empregados para a
confeccdo dos implantes, que devem ser biocompativeis com 0s tecidos, pois 0 SUcesso val
depender da interacéo implante-tecido. (8)

A formagdo dssea na interface osso-implante é um processo fisioldgico, regulado
por horménios e fatores locais produzidos pelas células Osseas. Isto envolve eventos
sequienciais de adesdo celular, proliferacdo, diferenciacdo e deposicéo da matriz 6ssea.(9)

Diversos estudos in vivoe in vitro tém sdo realizados com a finalidade de avaliar a
biocompatibilidade do tecido 6sseo com o Titénio. Assim, tém sido observados resultados
positivos, sugestionando aumento da taxa de crescimento &sseo, diferenciacdo e
proliferacBo celular com aumento da Fosfatase acadina e formacdo de nddulos
0sse0s.(10,11,12)

Com finalidade de obter qualidade no resultado apds a colocacdo dos implantes de
titdnio, contencdo de fraturas com fios de aco (semi-rigida) e miniplacas de titanio (rigida)
é fundamental obter um excelente processo de cicatrizacdo 0ssea a0 redor desses materiais.
(13,14,15)

No tratamento de fraturas Gsseas, diversas técnicas de fixagdo buscam atingir o
maior nimero de requisitos bésicos para que as imobilizagdes cumpram suas finalidades,
guais sgam de propiciar a recuperacdo das feridas, evitando a presenca de elementos
estranhos que possam proporcionar uma irritagdo e infeccdo local. Além de permitir um
conforto ao paciente, ser pratico, eficiente, deve ser acessivel a0 maior niumero de
cirurgides possiveis. (16)

Dentre os diversos métodos de tratamento como a imobilizagdo e fixagdo, sdo
encontradas as talas gessadas, sondas inflaveis, odontosinteses, arcos vestibulares,
imobilizacdo maxilo-mandibular, goteiras, bandagens, mentoneiras, capacetes, mascara de
De Lair, fixagdo externa, fios de Kirschner, amarria circunferencial, suspensdes, além das
osteosinteses.

Até a década de 70, fraturas simulténeas na porcdo média da face eram tratadas
através da fixagcdo de pinos extraorais.(17) O fio de aco € um materia tradicional usado
para fixagdo de fraturas porque € um material biocompativel, rigido, que além de permitir

um reposicionamento preciso dos fragmentos 6sseos € de facil uso e com custo baixo. (18)



O tratamento de fraturas tem avancado significantemente ao longo dos anos devido
a0 conhecimento melhorado sobre os principios biomecanicos e o0s avangos nos
biomateriais e instrumentacéo.(19)

Atualmente sabe se que 0 sucesso do implante de Titanio e da reducdo de fraturas
0Osseas depende da qualidade da cicatrizagdo do tecido 6sseo. A cicatrizagdo dssea apresenta
eventos similares a cicatrizacdo em tecidos moles, porém, ocorre de maneira mais lenta,
isto ocorre devido a morfologia e composi¢éo do tecido dsseo.

A cicatrizac8o Ossea requer etapas consecutivas que dependem do tipo, intensidade,
e extensao do dano 6sseo.(6)

Segundo MARSH e LI acicatrizagdo de uma fratura em 0sso longo pode ser
descrita em quatro fases, séo elas:

- Formacdo do hematoma (fase inflamatéria ou de granulacdo):
plaquetas ativadas liberam uma variedade de produtos, incluindo a fibronectina,
fatores de crescimento derivados de plaquetas, e fatores de crescimento
transformadores, os quais estimulam o influxo de células inflamatérias. A cascata
de citocinas subseqliente atrai as células de reparo (fibroblastos, células endoteliais
e osteoblastos) para aregido dafratura.

- Formagdo do calo fragil (fase proliferativa): caracterizada pela
formacdo de tecidos conjuntivos, incluindo cartilagem, e formagdo de novos
capilares de vasos pré-existentes (angiogénese).

- Formac&o do calo rigido (fase de maturacdo): conduz a formacdo de
0Sso novo, tanto diretamente de tecido mesenquimal (intramembranoso) ou via um
estégio intermediario de cartilagem (endocondral). Os osteoblastos podem formar
0SSO Novo rapidamente, mas este € organizado aop acaso e mecanicamente fraco.

- Fase remodeladora: 0 0ss0 neoformado é remodelado em 0sso
lamelar mais resistente pela agdo organizada dos osteoclastos na reabsor¢céo 0ssea e
pela formacao dssea pel os osteobl astos.(20)

A reparagdo 0ssea pode ndo ocorrer se 0 suplemento sanguineo for deficiente, se
houver instabilidade mecanica ou competicéo com tecidos de ata proliferacgo.(5)

Com a findidade de melhorar a reparacéo 0ssea sao utilizados diversos materiais,

por exemplo: 0sso bovino organico e inorganico, membrana 0ssea cortical desmineralizada,



Hidroxiapatita de Cécio (HAC) e Proteinas Morfogenéticas Osseas (BMPs). Estes
materiais podem ser usados isoladamente ou associados.(5,6, 21,22)

A matriz éssea desminerdlizada (MOD) é o um enxerto de o0sso cortical
desmineralizado. Este possui propriedade osteocondutiva devido a presenca de fatores de
crescimento em sua composi¢cdo. Dentre os fatores de crescimento, as proteinas 0sseas
morfogenéticas apresentam um potencial osteoindutor maior.(23)

A diferenciacdo osteogénica das células Osseas € estimulada pelas BMPs, estas sdo
expressas durante o desenvolvimento embriogénico e pos-natal. Ou sgja, locais onde estéo
ocorrendo a remodelacdo dssea € necessario utilizar juntamente com carreadores, a fim de
obter melhor efeito biol 6gico.(24,25)

Estudos indicam que a BMP (Genpro®) ndo apresenta efeito citotdxico
promovendo proliferacéo celular, restabelecimento da cortical na fratura e no tratamento de
defeitos 0sseos.(23,24,26)

Em estudos in vitro e in vivo com a BMP enddgena e exdgena na formagdo Ossea
sob condigdes patoldgicas e fisioldgicas, os autores observaram que ambas BMPs
colaboraram com a formagao Gssea .(27)

Atualmente sdo realizadas associagOes de diferentes materiais com 0 objetivo de
aumentar a qualidade da reparagdo Gssea.

A Regeneracdo Ossea guiada (ROG) € uma técnica que auxilia através de uma
membrana a reparagdo 0ssea, ou sgja, guiando e controlando mecanicamente a regeneracéo
tecidual impedindo o crescimento do epitélio e do tecido conjuntivo, permitindo o
preenchimento desse espago por céulas Osseas aveolares provindas do ligamento
periodonta (23).

Estudos anteriores demonstraram que os beneficios observados com o uso dos
biomateriais e da ROG podem ser otimizados através da fotobiomodulagéo a laser.

A fotobiomodulagdo a laser pode ser usada para descrever intervencOes néo
invasivas envolvendo aluz terapéutica, por exemplo, situaces envolvendo tecido cuténeo e

subcutaneo para reparacdo tecidual, acupuntura baseada na luz e irradiacdo transcutanea
para divio dador. A fotobiomodulacdo pode ser apropriada para descrever irradiagdo in

vitro de culturas celulares e tecidos. (28)



Os efeitos da fotobiomodulacdo a laser sdo do tipo fotoquimico e fotofisico.(29) O
efeito fotoquimico (luz visivel) provoca reacfes quimicas na célula. O efeito fotofisico e/ou
fotoelétrico (luz infravermelho) provoca mudangas nos potenciais de membrana que se
traduzem intracelularmente com um incremento da sintese de ATP. Os incrementos de ATP
mitocondria favorecem um grande nimero de reagBes quimicas presentes no metabolismo
celular. (30)

A energialaser excita as porfirinas e os croméforos intracelulares e estes promovem
um aumento da atividade celular, aumentando a concentracdo da Fosfatase Alcalina,
ocorrendo a liberacdo decalcio (31).

Varios estudos demonstram a fotobiomodulacdo em tecido duros utilizando o Laser
infravermelho (1V), devido a alta capacidade de penetracdo nos tecidos, mas este deve
ocorrer nos estagios iniciais da reparacdo (32,33), aém disso, é importante observar a dose
de irradiacéo, o tempo e 0 modo de irradiacéo.(5)

Os efeitos gerados pela fotobiomodulagdo a Laser sdo fotoestimuladores devido ao
aumento do metabolismo celular, quimiotaxia e vascularizagdo. A fotobiomodulagcdo a
Laser acelera em curto prazo a sintese de ATP em longo prazo a transcri¢cdo e a replicacdo
do DNA..(29) Alémdisso, pode promover aumento na formacdo do nédulo 6sseo e aumento
na expressao do gene para Fosfatase acalina (33,34,35), sintese de colageno (36) e
producéo de fatores de crescimento como fator de crescimento queratindcito (FCQ), fator
de crescimento de transformagdo (FCT) e fator de crescimento derivado de plaguetas
(FCDP) (37), diminuicdo da dor devido a0 aumento da liberacdo de [3-endodorfinas,
promovendo um efeito analgésico e aumento da histamina seguida da vasodilatacéo e
atuacdo na via de sintese das prostaglandinas inibindo a acdo da enzima Cicloxigenase,
promovendo assim efeito antiinflamatério (38).

A fotobiomodulagdo a bser foi usada com sucesso no processo de cicatrizacdo
Ossea em diferentes procedimentos clinicos, como exodontia (33,39,40,41), desordens da
ATM (42,43), tratamento ortoddntico e cirurgias ortognéticas (33,41).

Estudos em cicatrizagdo Ossea também observaram maior vascularizagdo e um
arranjo lamelar mais compacto ao redor de implantes dentarios em cées irradiados com

laser (44), assim como o efeito positivo na adesdo e proliferacdo de fibroblastos gengivais



humanos cultivados sob discos de Titanio (9) e ambém efeitos estimulatérios em teste
biomecanico em fémur de ratas ovariectomizadas. (45)

Atualmente 0 sucesso na reparacdo 6ssea vem sendo observado com a associagdo
dos biomateriais e ROG com a fotobiomodulagéo a laser (1V).

Em estudos in vivo redizados anteriormente na cicatrizac8o 0ssea associaram 0Sso
bovino inorganico (Genox®), membrana cortical descalcificada (Genderm®) e
fotobiomodulagéo a laser (1V). Observaram abundante producdo de colageno, aumento da
neoformagdo 0ssea (46,47), melhora na quantidade de fibras colagenas nos estégios iniciais
(15 dias) e aumento na quantidade de tecido Gsseo trabecular organizado no periodo de 30
dias quando comparado ao controle. (22)

Em outro estudo também observaram efeito biomodulador positivo na reparacéo
Ossea associada a0 enxerto 0sseo autdgeno quando o laser (IV) foi aplicado no trans-
operatorio.(6)

A qualidade da cicatrizac8o do reparo 0sseo pode ser avaliada através de diferentes
formas, ou sga, adém dos exames e técnicas tradicionais como a histopatologia,
morfometria, MEV, Raio X e tomografia E atualmente também pode ser utilizada a
espectroscopia Raman (1VP) na avaliagao tecidual.

A Espectroscopia Raman (1VP) foi proposta por Chandrasekhara Venkata Raman,
na india, em 1928. O efeito Raman descreve um processo fundamental em que a energia é
trocada entre a luz e a matéria. Quando a luz interage com a substancia ela pode ser
espalhada ou absorvida, grande parte dessa luz € espalhada mantendo a mesma frequiéncia
da luz incidente (espalhamento elastico). Contudo, uma peguena fragdo da luz incidente
podera ser espahada com freqiéncias diferentes devido as energias vibracionais das
moléculas no material. Visto que a energia é proporcional a freqliéncia, a mudanca na
freqiéncia da luz espalhada deve ser igual a freqUéncia vibraciona da molécula. Este
processo de troca de energia entre vibragdes moleculares e luz incidente € o efeito Raman
(48,49)

O espectro Raman traz consigo informagdes das vibragdes das ligagbes quimicas
dos diversos grupos moleculares. Gomo as bandas de vibragdo sdo Unicas e especificas,
estreitas e sensiveis a variagdo da estrutura molecular, diferencas que dependem do grupo

molecular analisado podem ser facilmente identificadas. O espectro Raman € como uma



impressdo digital da molécula, fornecendo informacdo bioquimica especifica, ndo
encontrada em outras técnicas Optica. (49)

A espectroscopia Raman no infravermelho proximo (ER-1VP) é uma técnica que
permite investigar diversos fendbmenos, materiais e substancias, por exemplo, acido latico
(50), cancer (51), materiais odontolégicos (52,53) e tecidos dentais (54), diagndstico de
arteriosclerose.(49,55)

Vé&ios estudosin vivoein vitro sdo realizados com afinalidade de monitorar o sina
960cm?, que indica compostos inorganicos causado pela vibragdo do PO, da HAC,
presente no tecido 6sseo e em diversos biomateriais. No tecido 0sseo este sina indicao
processo de desmineralizacdo e remineralizac&o, pois 0 objetivo € definir as mudancas na
estrutura quimica que acompanham as patologias Osseas e no diagnostico da
biocompatibilidade de varios materiais assim como também no diagnéstico precoce de
doencas. (56, 57, 58)

Atualmente, alguns estudos utilizaram o efeito Raman na avadiacéo de diferentes
formas da HAC, ou sgja, na biocompatibilidade ¢ materiais sintéticos (57), na anadise
quantitativa da HAC e colageno (COL) em processos de desmineralizagdo artificial em
0ss0 in vitro.(59) Foram realizados estudos na mineralizagdo normal e patolégica in vivo e
in vitro, nos quais foram avaliados os componentes organicos e inorganicos do tecido 6sseo
e asuarelagdo com o estagio de mineralizacéo 0ssea (60).

O osso trabecular de coelhos também foi estudado com o objetivo de fornecer
informagdes sobre 0s constituintes organicos e inorganicos, além de promover informagdo
sobre arelagao entre esses dois constituintes 0sseos (61).

Em um estudo foi realizada a monitorizagdo das mudancas Osseas e foram
demonstradas alteracdes na distribuicdo do mineral e nas propriedades da matriz em tecidos
que foram feitos biopsias.(58)

Através da espectroscopia Raman (IVP) também foi verificado que a cer@mica de
fosfato de Calcio utilizada na regeneracao 6ssea guiada ndo € citotoxica.(62) Assim como a
fotobiomodulagéo a laser também promove melhora no reparo 0sseo devido ao aumento da
HAC como foi observada com a espectroscopia Raman (1VP) redizada em defeitos dsseos

em ratos tratados com laser.(63)



2 OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral
O objetivo deste estudo foi avaliar através da espectroscopia Raman (ER-1VP) a
concentragdo da Hidroxiapatita de Calcio (HAC, ~958/960cmi™) presente no tecido 6sseo,
em modelos animais apos 0 uso ou ndo da fotobiomodulagdo a Laser (infravermelho) em
associacdo ou ndo com biomateriais, Regeneracdo Ossea guiada (ROG) e implantes de
Titanio.
2.2 Objetivos Especificos
O objetivo do primeiro estudo foi avaiar através da espectroscopia Raman
(IVP) aincorporacdo da HAC (~958/960cni*) no tecido 6sseo ao redor dos
implantes dentais de Titanio inseridos em tibia de coelho apos
fotobiomodulacdo a laser (1V).
O objetivo do segundo estudo foi avaliar através da espectroscopia Raman
(IVP) e microscopia eletronica de varredura (MEV), aincorporagéo da HAC
(~958/960cnT!) e a qualidade da cicatrizagio no reparo 6sseo ao redor do
implante dental de Titanio inserido em coelho apos fotobiomodulagéo a laser
(v).
O objetivo do terceiro estudo foi avaliar com a espectroscopia Raman (1VP)
aincorporacdo da HAC (~958/960cmi*) no tecido 6sseo fraturado de tibia de
Coelho tratado com fixacdo interna semi-rigida associada ou ndo a
fotobiomodulagdo a laser (IV) com ou nd o uso de biomateriais e

Regeneracdo Gssea guiada (ROG).



3 RESULTADOS
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4 DISCUSSAO

A motivagdo principal deste estudo foi em relacdo ao tempo e a qualidade da
reparacdo 0ssea, Vvisto que estudos anteriores demonstraram sucesso do uso da
fotobiomodulag@o a Laser em lesdes Gsseas. Porém, esta area apresenta controversa, pois
alguns estudos apresentam resultados conflitantes.

Portanto, é necessario se identificar os melhores parémetros a serem utilizados na
prética clinica. (1,5,6,22,46,47)

Outro fato relevante deste estudo € a selecdo do método de avaliacdo do tecido
0sse0. A espectroscopia Raman (IVP) permite avaliacdo molecular da amostra, sem preparo
prévio elaborado da amostra e que ja foi utilizada com sucesso anteriormente neste tecido
pelo Nosso grupo e por outro.(1,49,64)

Neste estudo foram utilizados coelhos machos adultos jovens em fase de
crescimento, para evitar a interferéncia de fatores como climatério e idade. A utilizacdo de
coelhos para estudo da remodelacéo Gssea também é freqlente, uma vez que as respostas
do tecido Gsseo destes mamiferos as injUrias se assemelham as encontradas em humanos.
(1,44,65)

O tecido Osseo possui boa capacidade regenerativa conseguindo restaurar as
propriedades mecanicas e estruturais, porém alguns cuidados devem ser respeitados durante
0 processo de reparacdo, tails como 0 suprimento sanguineo, estabilidade mecénica e a
ausénciade outros tecidos com alta atividade proliferativa. (5)

Até o presente momento, poucos trabalhos mostraram a utilizagdo da espectroscopia
Raman na cicatrizagdo 0ssea associada a fotobiomodulagdo a laser, sendo que os trabalhos
iniciais publicados em revistas internacionais foram realizados pelo nosso grupo (1,66,67).

Neste trabalho existem dois aspectos que podem ser analisados a luz dos resultados
obtidos através do uso de trés modelos experimentais, nos quais, uma técnica Unica
(espectroscopia Raman no infravermelho proximo) foi utilizada para avaliar o reparo 6sseo
quantificando-se as concentracbes da HAC em tecido 6sseo submetido ou ndo a

fotobiomodulagdo a laser (infravermelho) (1,66,67).



O modelo descrito no primeiro estudo (artigo 1), mostrou que a andlise por
espectroscopia Raman (1V), foi eficaz na deteccdo de diferencas entre o tecido 0sseo
irradiado e ndo irradiado ao redor de implante de Titanio. Os resultados deste estudo
mostraram diferengas significantes na concentragdo da HAC entre os animais irradiados e o
controle, ou sgja, nos periodos avaliados de 30 e 45 dias apds a cirugia (p < 0,001).

No segundo estudo (artigo 2), foram avaliadas duas regifes do tecido 6sseo ao redor
de implantes (terco médio e apical) e estes dados foram também avaliados através de outro
meétodo de avaliagdo, a Microscopia Eletronica de Varredura (MEV). A MEV também
evidenciou diferencas significantes entre o tecido 0sseo irradiado e ndo irradiado. Os
resultados em ambos os tercos do implante (médio e inferior) demonstraram dferencas
significantes na concentragcdo da HAC entre os animais irradiados e o controle, ou sgja, em
ambos os periodos avaliados 30 e 45 dias ap0s a cirugia (p < 0,001). Assim, podemos
sugerir que a MEV demonstra, de forma qualitativa, os resultados obtidos através da
espectroscopia Raman.

Em ambos trabalhos (artigo 1 e 2) é possivel evidenciar uma reducéo em 30% no
tempo de reparacdo 6ssea, pois foi obtida no grupo irradiado com 30 dias uma concentracdo
de HAC similar a 45 dias ap0s a cirurgia, pois este € um periodo muito proximo ao tempo
necessario para estabilizacdo do implante em coelho é 42 dias ap6s a cirurgia, em
condic¢des normais de reparacao.

No terceiro estudo foram utilizados modelos de trauma 0sseo associados ou ndo ao
uso de biomateriais e Regeneragio Ossea Guiada (RGO) submetidos a fotobiomodulagio a
laser, obtendo-se resultados significantes sob a efetividade de ambos os métodos de
deteccdo (Raman) e de tratamento (fotobiomodulagdo a laser). Foram observadas
diferencas significantes (p< 0,0001) entre todos os grupos na regido da profundidade da
fratura. Ainda na profundidade da fratura foram observadas diferencas entre o grupo fio +
BMP+ Laser e o grupo fio (p<0,001) e fio + Laser (p<0,001). Na regido da superficie
diferencas significantes foram observadas entre os grupos tratados e 0 0sso normal (sem
fratura) (p=0,0001), também ndo foram observadas diferencas entre os grupos tratados
(p=0,14). E importante considerar que na profundidade da fratura, ou sgja, no tecido 6sseo
trabecular ha maior niUmero de células dsseas e entre elas as células osteoprogenitoras,

sendo assim estas sdo mais efetivas a acdo da fotobiomodulagéo a laser.



5 CONCLUSOES

A avaliacdo dos resultados obtidos nos permite concluir que a fotobiomodulacéo a
laser (IV) associada a biomateriais e ROG melhorou a cicatrizacdo dssea ao redor de
implante e em fraturas 0ssea de acordo com os resultados obtidos pela espectroscopia
Raman (1VVP) que demonstrou aumento na deposicdo da HAC (~958/960cm-1).

A fotobiomodulacdo a laser (1V) nelhorou a reparacéo 6ssea periimplantar
como pode ser demonstrado pelo aumento da deposi¢cao da HAC mensurado

pela espectroscopia Raman (1VP).

O uso da fotobiomodulagéo a laser demonstrou efetividade na melhora da
reparacdo 0ssea ao redor do implante devido ao aumento na deposicéo da

HAC através da espectroscopia Raman (IVP) e MEV.

O uso da fotobiomodulacéo a laser (1V) associada a biomateriais e ROG
melhorou a cicatrizagcdo Ossea em fraturas 0sseas devido a0 aumento na

deposicdo da HAC monitorada pela espectroscopia Raman (1VP).



6 TRABALHOS FUTUROS

Pesquisar outros picos Raman no espectro do tecido 6sseo que podem estar
relacionados com o reparo 6sseo, aém dainflamacéo e angiogénese.
Pesquisar outras técnicas de diagndstico éptico (Fluorescéncia) com a
finalidade de obter uma aplicabilidade clinica.

Correlacionar a cicatrizacdo 0ssea associada a fotobiomodulacdo a laser
avaliada pela espectroscopia Raman com outras técnicas de diagnostico
convencional.

Metandlise sobre fotobiomodulacdo a laser associada ao tecido 6sseo e
espectroscopia Raman.

Monitoramento in vivo da HAC no tecido 6sseo.
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COMITE DE ETICA EM PESQUISA DA UNIVAP

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n.° A003/2006/CEP, intitulado
“Avaliagdo da cicatrizagdo 6ssea em fraturas com ou sem perda de substdncia,
provocadas em tibia de coelhos e mantidas com fixagdo rigida ou semi-rigida
tratadas com ou sem laserterapia, biomateriais”, sob a responsabilidade do
Prof. Dr. Antonio Luiz B. Pinheiro, estd de sccrdo cum a Lex 11977/2005 (8P),
s Principios Bticos na Experimentagio Auirsal (COBEA/1991), © as Noszans
Para 2 Pratica Diditice-Cientifica da Vivissscgiio de Animais (Lei 6638/1979)
w580 de Btica s Posguisa.

seado, portanto, aprevads por estd Comi
Informames qué o pesquisador responsével por esie Protosalo ds
 Pasquise deverk apresenar 8 osts Comith de Htics um relatévio das stividades
. desenvolvidas no periodo de 12 meses 2 contar da dete

de sea aprovaclo.

S0 José dos Campos, 11 de abel &

¢ - PROF. DR LANDULFO SILVEDRA JUNIOR
e Presidente do Comitd ds Biics em Pesguisa de UNIVAP






