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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da fotobiomodulacéo laser (A780nm,
50mW, 4x4Jicm? = 16J/cm?, ¢ 0,5cm?, CW) associada ou ndo a implante de
Enxerto Osseo Ceramico Bifasico e Reparacdo Ossea Guiada através da
técnica de histologia, histomorfometria, espectroscopia Raman e Fluorescéncia
laser no reparo de fraturas cirurgicas fixadas com o sistema de fixacdo rigida
(miniplacas) ou semi-rigida (fio de a¢o) em tibias de coelhos. Foram utilizados
27 coelhos Oryctolagus que foram divididos em nove grupos e mantidos em
gaiolas individuais em temperatura média de 22°C, ambientacdo dia/noite,
alimentacdo soélida e agua ad libidum. As fraturas foram produzidas sob
anestesia geral (Ketamina 0,4ml/Kg IP e Xilazina 0,2ml/Kg IP). No periodo pés
operatorio os mesmos receberam em dose Unica, como terapia antimicrobiana
(Pentabidtico 0,2ml/Kg IM) e como terapia antiinflamatéria e analgésica
(Banamine 0,1ml/Kg IM). Nos grupos II, I, IV e V foram realizadas as fraturas
e 0s cotos 6sseos fixados com sistema rigido (FIR). Nos grupos VI, VII, VIl e
IX a fratura foi realizada e logo depois fixada com sistema semi-rigido (FISR).
Em seguida, foi feita a colocacdo do enxerto e da membrana nos grupos lll, V,
VIl e IX. Os animais dos grupos IV, V, VIII e IX foram irradiados durante 14
(catorze) dias, a cada 48 horas com uma dose de 16J/cm?, de forma pontual
em 4 (quatro) regides adjacentes a area da fratura 6ssea (4 x 4Jicm?). Os
animais foram sacrificados no 30° dia pos-operatério através de overdose de
anestesia geral (Ketamina e Xilazina IP) e administracdo de Cloreto de
Potassio (5ml/Kg, IV). Em seguida os espécimes foram removidos, sendo
metade encaminhado para andlises histolégica e histomorfométrica e a outra
metade para analise por espectroscopia Raman. Antes da cirurgia e da morte
animal a fluorescéncia laser foi medida. Histologicamente, observou-se um
preenchimento das fraturas por um trabeculado 6sseo maduro nos grupos onde
houve o0 uso da associacédo laser, HATCP e ROG nos grupos tratados com FIR
e FISR. Histomorfometricamente verificou-se maior neoformacéao 6ssea e maior
deposicdo de colageno, menor quantidade reabsorcdo 6ssea e de infiltrado
inflamatorio nos grupos nos quais o laser foi associado a HATCP. As analises
por fluorescéncia laser (DIAGNOdent®) e por espectroscopia Raman,
observaram-se diferencas significantes entre os grupos (p<0.001) entre os
grupos tratados com FIR e FISR. A correlacdo de Pearson evidenciou uma
correlacdo negativa entre as medidas de fluorescéncia e deslocamento Raman.
Concluiu-se que a fotobiomodulacdo Laser infravermelho acelerou o reparo de
fraturas 6sseas e que quando o laser foi associado a HATCP e ROG esta
causou aumento da deposicdo da HAC. Adicionalmente, o uso do
DIAGNOdent® como instrumento de bidpsia éptica pode ser Util.

Palavras-chave: Reparo 6sseo, Fotobiomodulacéo Laser, Biopsia Optica,

Espectroscopia Raman.



ABSTRACT

The aim of the present study was to assess by histology, histomorphometry,
Raman spectroscopy and laser fluorescence the repair of surgical fractures
fixed with internal rigid fixation (IRF) or wire osteosynthesis (WO) treated or not
with Infrared laser light (,780nm, 50mW, 4x4J/cm? = 16J/cm?, ¢ 0,5cm? CW)
associated or not to the use of hydroxyapatite and guided bone reparation.
Surgical fractures were created, under general anesthesia (Ketamina 0,4ml/Kg
IP and Xylazina 0,2ml/Kg IP), on the dorsum of 27 Oryctolagus rabbits that
were divided into 9 groups and maintained on individual cages, at day/night
cycle, fed with solid laboratory pelted diet and had water ad libidum. On groups
I, 111, IV and V the fractures were fixed with miniplates (IRF). On groups VI, VI,
VIII and IX the fracture was fixed with wire osteosynthesis (WO). Animals of
groups I, V, VIl e IX were grafted with hydroxyapatite and GBR technique
used. Animals of groups IV, V, VIII and IX were irradiated at every other day
during two weeks (4 x 4J/cm?, 16J/cm? = 112J/cm?). Observation time was that
of 30 days. After animal death (overdose of general anesthetics) the specimens
were divided into 2. Half of them was routinely processed to wax and underwent
histological analysis by light microscopy. The other half was kept in liquid
nitrogen and used for Raman spectroscopy. Before the realization of the
fracture and animal death, fluorescence measurements were taken with the
DIAGNOdent®. Histological analysis evidenced a more mature trabecular bone
on groups treated with laser; HATCP and GBR on both FIR and FISR treated
subjects. The histomorfometric analysis showed an increased bone
neoformation, increased collagen deposition, less reabsorption and
inflammation when laser was associated to the HATCP. Both Raman
spectroscopy and Fluorescence readings (DIAGNOdent®) showed significant
differences between groups (p<0.001) on both FIR and FISR groups. Pearson’s
Correlation evidenced a significant negative correlation between fluorescence
readings and Raman shifts on both FIR and FISR groups. It is concluded that IR
laser light was able to accelerate fracture healing and the association with
HATCP and GBR resulted on increased deposition of CHA. Additionally, the
use of the DIAGNOdent® as a method of optical biopsy may be possible and
useful.

Key-Word: Bone Repair, Laser Photobiomodulation, Optical Biopsy, Raman

Spectroscopy.



1 - INTRODUCAO

As reconstrucbes de defeitos 6sseos, as fraturas, a cicatrizacdo do
alvéolo dentario e a perda 6ssea periodontal sdo exemplos de processos que
envolvem a remodelagdo O6ssea. Assim mesmo, diversos estudos sobre o
processo de reparacdo 6ssea tem sido realizados e vérias técnicas para a
correcao de defeitos 6sseos tem sido propostas. Dentre elas estdo o uso de
varios tipos de enxertos, a utilizacdo de membranas e a combina¢cdo de ambas
as técnicas (PINHEIRO et al. 2002; PINHEIRO et al. 2003).

O tecido 6sseo é uma estrutura altamente organizada com um potencial
especial de reconstrucdo semelhante ao tecido original apods injarias, patologias
e transplantes (LOPES et. al. 2005). Este tecido & uma forma especializada de
tecido conjuntivo que, como outros tecidos conjuntivos, € constituido por
células e matriz extracelular. A matriz 6ssea € constituida por 33% de
componentes organicos, dos quais 28% é colageno e os restantes 5% sé&o
proteinas nao-colagenas. Dentre as proteinas ndo colagenas destacam-se:
osteonectina, osteocalcina, proteoglicanas, sialoproteinas, glicoproteinas e
fosfoproteinas. Na matriz 6ssea também estdo presentes lipideos, fatores de
crescimento e proteinas tais como: Imunoglobulinas, albumina, lisozima e
transferrina (ROSS; ROMRELL, 1993; PINHEIRO et al. 2002).

No tratamento das fraturas ésseas, utilizam-se as contencées com fios
de aco (semi-rigida) ou miniplacas de titanio (rigida), sendo estes de
fundamental importancia para obtencdo da estabilizacdo dos cotos 6sseos, e
consequentemente promoverem um processo de reparacdo 6ssea mais rapida
(CHRITAH; LAZOW; BERGGR, 2005; ALPHA et al. 2006; ERDOGAN et al.

2006).



Com a finalidade de melhorar o processo de reparacdo 0ssea, utilizam-
se implantes de substitutos 0sseos tal qual a Hidroxiapatita (HAC). Esse
biomaterial € produzido em varias composi¢cées e formas. Pode ser utilizado
sozinho na cavidade 6ssea ou associado com uma membrana biolégica (ROG),
servindo como arcabou¢o para regeneracdo 6ssea na regido implantada, e
também para suplementar o osso autégeno ou combinando ao 0sso medular
aspirado durante a cirurgia (LE GUEHENNEC; LAYROLLE; DACULSI, 2004).

A reparacdo O6ssea guiada (ROG) é uma técnica que utiliza uma
membrana, que guia e controla mecanicamente a reparacéao tecidual impedindo
o crescimento do tecido conjuntivo, permitindo o preenchimento do espago por
células 6sseas (GUIMARAES et al. 2004).

Atualmente, com a finalidade de melhorar a qualidade da reparacéo
Ossea, utiliza-se a terapia laser associada ou ndo aos enxertos 0sseos e
biomateriais. O emprego da fototerapia laser no reparo 0sseo por meio de suas
propriedades fotoquimicas e fotobiolégicas tem sido intensificado em inUmeras
pesquisas, tanto In Vivo quanto In Vitro, objetivando proporcionar um melhor
pos-operatorio através de uma reparacdo mais rapida (PINHEIRO et al. 2003;
MORAES et al. 2004).

Varios estudos anteriores demonstraram que os beneficios observados
com o uso dos biomateriais e da ROG podem ser otimizados através da
fotobiomodulacéo a laser (GERBI et al. 2005; LOPES et al. 2005; LOPES et al.
2007; LOPES et al. 2007; GERBI; PINHEIRO; RAMALHO, 2008; PINHEIRO et
al. 2009).

A utilizacdo da luz laser no diagnostico € hoje realidade gracas aos

avancos tecnolégicos nas areas de saude, pois este permite o diagndstico



precoce e a escolha individualizada das formas de tratamento. O
DIAGNOdent® 2095 (Kavo, Biberach, Alemanha) se baseia no principio da
fluorescéncia, onde a luz do laser ao incidir no tecido desmineralizado, penetra
e € absorvida pelos fluoréforos existentes no conteddo orgénico, que sao
responsaveis pela remissdo da luz laser num comprimento de onda maior
(ZANIN et al. 2007).

A espectroscopia Raman no infravermelho préximo (ER-IVP) é uma
técnica que permite investigar diversos fenbmenos, materiais e substancias,
por exemplo, &cido latico, céancer, materiais odontologicos, tecidos
mineralizados e diagnostico de arteriosclerose (PILOTTO et al. 2001;
SILVEIRA JUNIOR, 2003; OLIVEIRA et al. 2006; SOARES; MARTIN;
PINHEIRO, 2003; SOARES et al. 2004; SOARES et al. 2005; NOGUEIRA et al.
2005).

No intuito de avaliarem a efetividade da espectroscopia Raman na
reparacao 0ssea em fraturas cirargicas em tibia de coelhos, Lopes et al. (2007)
verificaram que a espectroscopia Raman € um método eficaz para quantificar
tanto a matriz inorganica quanto a organica.

O objetivo deste trabalho foi avaliar através da analise histologica, da
histomorfométrica, da espectroscopia Raman e da fluorescéncia laser o
comportamento 0sseo apos a irradiacdo ou ndo do laser de A780nm associado
ou ndo ao implante de Enxerto Osseo Ceramico Bifasico (GenPhos HA-TCP) e

membrana de 0sso bovino Gen-derm®, em coelhos da linhagem Oryctolagus.



2- REVISAO DE LITERATURA

2.1- TECIDO OSSEO

O esqueleto desempenha varias fungBes importantes ao nosso
organismo. Ele suporta todo o arcabouc¢o do corpo, atuando como ponto de
fixacdo para a maioria dos musculos, dando movimento e sustentagdo aos
tecidos moles. O esqueleto também protege as visceras vulneraveis como, por
exemplo, o cranio para o cérebro; a coluna vertebral, para a medula espinhal, e
a caixa toracica para o coracdo e os pulmdes. O 0sso, na sua totalidade, serve
também para duas funcdes adicionais que sdo a de tecido hematopoiético do
tipo mieldide para a producdo de eritrécitos, granuldcitos e plaquetas e como
estoque de reserva para o calcio, fosforo, magnésio e soédio (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 1999).

O tecido 6sseo é um tecido mesenquimal constituido de 33% de matriz
organica, que inclui 28% de colageno tipo | e o restante da matriz organica
formada por proteinas ndo colagénicas, que se dispdem de maneira a formar
0S 0Ss0s, as estruturas higidas e resistentes que constituem o esqueleto.
Apesar do aspecto aparentemente inerte, 0S 0Ss0s crescem, sao remodelados,
e se mantém ativos durante toda a vida do organismo. Quando lesado, como
em fraturas, é capaz de sofrer reparo, fenbmeno que demonstra sua
permanente vitalidade. A homeostase do tecido 6sseo € controlada por fatores
mecanicos e humorais, locais e gerais (DUCY; SCHINKE; KARSENTY, 2000).

Os 0ss0s sdo ricamente supridos por vasos sanguineos. Basicamente
dois grupos de artérias e arteriolas sao responsaveis pela nutricdo: as artérias

periosteais e as medulares. As periosteais ramificam-se no periésteo, emitem



inlmeros pequenos ramos, que penetram nos canais de Volkman superficiais
e, por fim, atingem os canais de Havers. Outros ramos penetram nas
extremidades dos 0ssos longos para suprir 0 0SSO esponjoso e sua medula
0ssea (CARVALHO et al., 2004).

O osso é composto de células dispersas na matriz extracelular, a qual
possui duas fases: orgéanica e inorganica. A organica ou ostedide é composta
de colageno e glicosaminoglicanos, e a inorganica ou mineral que consiste
primariamente de cristais de fosfato de célcio. As células do osso incluem os
osteoblastos ou células formadoras de o0sso, os osteoclastos ou células
destruidoras de 0sso, e 0s ostedcitos ou células de manutencdo Ossea
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999).

As superficies internas e externas dos 0ssos sao recobertas por células
osteogénicas e tecido conjuntivo, constituindo o enddsteo e o peridsteo,
respectivamente. As principais funcdes do enddsteo e do peridsteo sdo a
nutricdo do tecido 6sseo e o fornecimento de novos osteoblastos, para o
crescimento e recuperacdo do osso (PINHEIRO; GERBI, 2006).

O processo de cicatrizacdo Ossea € caracterizado por trés fases:
inflamatoria, reparadora e remodeladora. A inflamatdria é caracterizada pela
formacdo de um coagulo sanguineo, que envolve as superficies 6ésseas no
local da leséo, estendendo-se pelo periésteo e cavidades medulares proximas,
acompanhadas de edema mais ou menos intenso. Instala-se, assim, um
processo inflamatério agudo com grande mobilizacdo de neutrdfilos e
macrofagos, provocados pela liberacdo de substancias quimiotaticas (histamina

e serotonina, por exemplo) no local lesionado. A fagocitose tem como objetivo



a remocdo do coagulo e dos ostedcitos mortos que surgem nas superficies
Osseas lesionadas (PINHEIRO; GERBI, 2006).

Imediatamente ap0s a fase inflamatdria, inicia-se a fase reparadora
caracterizada pelo aparecimento de um grande numero de fibroblastos
produtores de colageno e responsaveis pela formac¢do de um calo fibroso, no
qual as fibras colagenas envolvem a regido lesionada. A medida que a acgéo
dos macré6fagos prossegue, reabsorvendo o codgulo e o tecido 6sseo
lesionado, surge gradativamente uma nova rede capilar, oriunda das células
endoteliais remanescentes dos vasos rompidos e das células mesenquimais
indiferenciadas, que invade a regido do coagulo juntamente com fibroblastos e
osteoblastos, para formar rapidamente um novo tecido 6sseo no local, por meio
de um processo de ossificacdo intramembranosa ou endocondral, resultando
em um 0sso imaturo. O calo ésseo tem uma textura propria, sendo mais celular
e menos mineralizado, indicando a rapidez do processo de ossificacdo e
justificando a denominacéo de osso imaturo (PINHEIRO; GERBI, 2006).

Na fase remodeladora, 0 calo 6sseo passa por uma série de processos
de reabsorcéo e neoformacéo até que a regiao lesionada retorne a morfologia
gue possuia antes da lesdo. Os osteoclastos removem 0s excessos de material
do calo Osseo, restabelecendo as cavidades O&sseas que existiam e
reconstroem os sistemas de Havers e o trabeculado de osso esponjoso na
mesma disposic¢ao anterior a lesdo (PINHERIO; GERBI, 2006).

Em humanos, com metabolismo 6&sseo normal, o periodo de
remodelamento é de aproximadamente de 100 dias no osso cortical e 200 dias
no osso trabecular. No osso cortical o processo de reabsorcdo dura 30 dias

(em humanos), formando-se um tunel criado por osteoclastos. Em seguida,



chegam os pré-osteoblastos que, diferenciando-se em osteoblastos, sintetizam
a matriz que, apés 15 a 20 dias, sofre mineralizacdo. O periodo de formacao
dura em média 90 dias, durante o qual 0 0sso novo preenche o tunel. No 0sso
trabecular humano, o processo de reabsorcdo dura ao redor de 43 dias.
Durante um periodo de sete dias, 0s pré-osteoblastos migram para a cavidade
de reabsorgéo e se diferenciam em osteoblastos. A formagéo de matriz entédo
comecga e dura 15 dias antes do inicio da mineralizagdo. A cavidade de
reabsorcao é entdo preenchida com osso novo (CARVALHO et al. 2004).

O remodelamento 6sseo é um fendbmeno que ocorre nas superficies do
periosteo, endosteo, canais de Havers e trabéculas. O crescimento do osso
ocorre por aposi¢ao, o que implica na adicdo de camadas de matriz e células

em superficies livres do tecido mineralizado (PINHEIRO; GERBI, 2006).

2.2- FRATURAS OSSEAS

As fraturas 6sseas sdo caracterizadas pela perda de continuidade de um
segmento 0sseo, contudo existe uma combinacdo entre a lesdo O0ssea e a
lesdo das partes moles, por isso é de se entender que a denominacdo mais
adequada para este acontecimento deveria ser o de “complexo fraturario”. A
lesdo das partes moles é tdo importante para o tratamento e progndstico
guanto a descontinuidade do 0sso, pois é ela que representa o importante fator
da vascularizacdo e, em Uultima analise, o fator biolégico da cura (SILVA;
CAUAS, 2004).

A fratura pode completa (ambas as corticais rompidas) ou incompleta

(apenas uma cortical rompida); favoravel ou desfavoravel; simples ou



cominutiva (varios fragmentos); exposta (fratura se comunica com a superficie
da pele) ou fechada (WRAIGHTE; SCAMMELL, 2006; PETERSON et al. 2009).

A consolidacdo 6ssea pode acorrer de duas formas: consolidacédo
priméria e secundéria. A consolidacdo primaria consiste na cura da fratura sem
a formacdo de um calo 6sseo enquanto que na consolidacdo secundaria ocorre
a unido de um fragmento 0sseo ao outro através de uma ponte de calo 6sseo
(PASCHOAL, 2002).

O tratamento de fraturas 6sseas baseia-se nos principios que regem a
traumatologia: reducgéo, contenc¢ao, imobilizacdo e controle da infeccdo. Para
tanto, podemos utilizar meios cirdrgicos ou conservadores, dependendo do tipo
de fratura a ser tratado. Para isso dispomos de métodos cruentos e incruentos,
através de fixacao interna ou fixagdo externa, sendo importante a escolha do
método, ja que o processo de consolidacdo das fraturas envolve contato 6sseo
entre os fragmentos, estabilidade e suprimento sanguineo adequado para que
nao seja prejudicado (VASCONCELLOS et al. 2001).

O método incruento é uma forma de tratamento conservador onde em
casos de fraturas simples e favoraveis utiliza-se apenas a imobilizacdo apos a
reducédo da fratura, ja tratamento cruento possibilita a reducdo e contencao dos
cotos de fratura em um so tempo cirargico, através da osteossintese com fios
de aco, miniplacas, dentre outros, independentemente do nimero de tracos de
fraturas, da localizacéo e do deslocamento dos fragmentos (LOPES, 2008).

Com relacdo as miniplacas utilizadas em FIR, as contra-indicacfes séo
praticamente inexistentes, mas a literatura aponta para uma maior incidéncia
de infeccbes quando se utiliza FIR, devido a maior quantidade de metal

presente nas miniplacas do que nos fios de aco, porém possibilita uma melhor



contencdo das fraturas além de uma estabilizagdo em longo prazo e uma
diminuicdo do tempo de reparo 0SsSeo por iSso representa importante avanco
para o tratamento das fraturas 6sseas, por possibilitar a manutencdo estavel
das reducgbes obtidas cirurgicamente, mesmo sob atividade funcional precoce

(PEREIRA et al., 2005; LOPES, 2008).

2.3- ENXERTOS OSSEOS

A necessidade de recuperar falhas ou defeitos 6sseos perdidos, por
causas diversas, € um dos problemas que mais preocupam os profissionais de
saude, principalmente aqueles que atuam cirurgicamente ao nivel do tecido
0sseo, nas areas de implantodontia, periodontia, cirurgia buco-maxilo-facial e
cirurgia plastica corretiva (TAGA; MULATINHO, 2007).

Os enxertos podem ser classificados com base no aspecto morfologico.
De acordo com o aspecto morfolégico sdo nomeados: esponjoso, cortical e
cortico-esponjoso. O 0sso esponjoso é vascularizado mais rapidamente que o
cortical, apresenta finas trabéculas separadas por grandes espacos
preenchidas por células hematopoiéticas, o que facilita a migracdo de vasos,
células e deposicdo de tecidos 0Osseos, porém nao proporciona suporte
mecanico significativo (CARVALHO et al. 2004).

Os biomateriais podem ser classificados de acordo com sua origem: de
tecido 6sseo humano, como 0 0sso autdégeno e o0 0sso alégeno; os de origem
animal, como o0 0sso xendégeno como 0 0SSO bovino, coral, nacre e o0 p6 de
casca de Gallus domesticus. Dentre os produzidos e elaborados sinteticamente

(aloplasticos), tém-se como mais utilizados a hidroxiapatita, o fosfato tricalcio,



biovidros, poliméricos e segundo a classificacdo de membranas que podem
ser: sintéticas e ou biolégicas, reabsorviveis e nao reabsorviveis (CARPIO et
al. 2000).

Os materiais de enxertia vém sendo usados no tratamento de defeitos
0sseos: dentre eles, 0 0sso autdgeno tem apresentado superioridade por sua
capacidade osteoindutiva. Hoje com o advento da microcirurgia para
anastomose vascular, surgiu, o termo enxerto autélogo pediculado, sendo
superior a demais, devido as conexdes vasculares do segmento 6sseo a ser
transplantado e sua anastomose aos vasos do leito receptor, pode melhorar a
nutricdo do enxerto a ser transplantado, favorecendo a sua aceitacéo ao leito
receptor (AGOSTINI; PILATTI, 2000).

O enxerto autdégeno, uma vez obtido, é transplantado de um sitio a outro
no mesmo paciente. O 0sso fresco autdgeno € o material ideal para enxertos,
pois é o0 Uunico enxerto 6sseo capaz de fornecer células vivas e
imunocompativeis. Quanto maior a quantidade de células vivas que forem
transplantadas, maior serd a quantidade de tecido 0sseo produzido
(CARNEIRO et al. 2005). Porém apresenta inconvenientes, como a
necessidade de hospitalizacdo, intervencdo em outras areas do organismo
como a crista iliaca, calota craniana, costela, sinfise mentoniana, morbidade da
area doadora, maior periodo de convalescenca, susceptibilidade a infeccédo e
ainda, reabsorcéo progressiva e constante da area enxertada (CARVALHO et
al. 2004).

Microscopicamente, a incorporacdo de um enxerto autégeno se refere

ao processo de interacdo do tecido doador com o0 novo 0sso produzido pelo



leito receptor. A incorporacdo do enxerto autbgeno € obtida por trés distintos
mecanismos biolégicos de neoformacéo 6ssea (CARVALHO et al. 2004):

- Osteogénese: processo que se refere a capacidade das células 6sseas
do enxerto permanecerem vivas durante o transplante e com a capacidade de
formar novo 0sso no leito receptor. A sobrevivéncia de células do enxerto esta
na dependéncia direta de sua velocidade de revascularizagéao.

- Osteoconducédo: processo que se refere a capacidade do enxerto
0sseo autdgeno em funcionar como arcabouco, facilitando a migracao de
capilares e células do leito receptor para se diferenciar dentro desta estrutura
calcificada..

- Osteoinducao: processo que se refere a liberacdo de fatores de
crescimento da matriz do osso enxertado. O fator de crescimento atua sobre a
populacdo de células indiferenciadas do leito receptor, determinando sua
diferenciacao em osteoblastos.

As granulaturas e geometrias dos enxertos podem influenciar na
osteogénese. Porém, a conservacao, liofilizacdo e descalcificacdo néo
interferem na osteoinducao (CARVALHO et al. 2004).

O osso alogeno surgiu como alternativa para suprir a necessidade de
sanar 0s inconvenientes relativos ao emprego de enxertos autdégenos, estes
sdo obtidos a partir de 0sso humano apds processo de descontaminacdo e
desidratacéo por congelamento (liofilizacdo) (CARNEIRO et al. 2005). Com as
vantagens oferecidas por um material de enxerto que ndo exige a necessidade
de criar-se uma area cirurgica adicional, evidéncias histolégicas mostraram que
os resultados sdo semelhantes a aqueles obtidos através do emprego de 0sso

autégeno intra-oral. Existem no mercado duas apresentacdes deste material



prontas para uso: 0sso humano desidratado por congelamento e levado ao
processo de desmineralizacdo (DFDBA — Demineralized Freeze-Dried Bone
Allograft) e osso humano liofilizado pro congelamento ndo desmineralizado

(FDBA — Freeze-Dried Bone Allograft).

2.4- REPARACAO OSSEA GUIADA (ROG)

O comprometimento do reparo 0sseo ocorre pela unido fibrosa no
defeito Gsseo, pela invasdo de fibroblastos no coagulo sanguineo. Para que
isto seja evitado, pode-se lancar mao de uma técnica cirargica que impeca que
0 coagulo sanguineo, ou a loja 6ssea sejam povoados por células indesejaveis,
pela colocacdo de membranas ou barreiras fisicas, favorecendo assim a
migracdo de células com potencial osteogénico. Assim, impede-se que 0S
fibroblastos colonizem o coagulo antes dos osteoblastos, que sdo mais lentos
em sua funcéo (TAGA ; MULATINHO, 2007).

Restrepo et al. (2001) avaliaram histologicamente o potencial do
Osseobond® (matriz 6ssea bovina desmineralizada) e membrana reabsorvivel
do osso bovino (Dentoflex®), no reparo de defeitos 6sseos provocados em
tibias de ratos, em um total de 40 defeitos 0sseos, sendo observados no
periodo de 10, 20 e 40 dias. Nos grupos controle 10, 20 e 40 dias o padréao de
neoformacédo éssea manteve-se uniforme, culminando com o preenchimento da
loja cirurgica ja a partir do periodo de 20 dias a formacdo 6ssea tem seu inicio
junto a cortical oposta, da periferia para o centro preenchendo-a parcialmente.

Simonpietri-c et al. (2000) avaliaram a acao da reparacdo 0ssea guiada

associado ao uso de enxerto em defeitos periodontais de 14 pacientes. Estes



foram tratados com regeneracdo tecidual guiada, com o 0sso bovino (Bone-
apatite® - Bio-interfaces) e membrana (Gengiflex®). Os resultados indicaram
gue o uso de membranas com ou sem a utilizacdo de osso bovino tem um
efeito significante ao reduzir a profundidade do defeito periodontal apds seis
meses. Quando comparados os dois métodos de tratamento, uma ligeira
vantagem no uso da membrana associada ao 0osso bovino. Com isso, tem a
necessidade de se combinar substitutos 6sseos com a técnica da regeneragao
guiada.

Em 2003, Gerbi et al.; Limeira Janior et al.; Pinheiro et al., associaram o
uso do laser aos biomateriais a base de osso bovino organico e inorganico,
associados ou ndo a ROG utilizando membrana biolégica de cortica bovina
descalcificada (Genderm®). Os autores conseguiram evidenciar que o0
processo de reparo 6sseo foi caracterizado por uma abundante producdo de
colageno e uma neoformacgéao 0ssea incrementada, tanto no interior do defeito

como na cortical rompida.

2.5- FOTOBIOMODULACAO LASER

Na pratica, a FBML é usada clinicamente ndo sé para tratar lesdes
locais. Frequentemente, também foram achados efeitos sistémicos, onde a
resposta ao laser é observada a distancia do local da irradiacdo. Em alguns
estudos sobre neoformacdo Ossea, existe a sugestdo de que o efeito
biomodulatério do laser ndo seria apenas por suas propriedades especificas,
mas também pela criacdo de uma série de condicbes locais que acelerariam a

neoformacédo éssea (PINHEIRO et al. 1998; GERBI et al. 2005).



Ultimamente, varios estudos utilizando terapias luminosas tem sido
realizados, devido aos inumeros resultados promissores relatados. Tem sido
evidenciado que a FBML pode ser Gtil como auxiliar em terapias destinadas a
otimizacdo do processo de reparacdo 0ssea (GERBI et al. 2008; LOPES et al.
2007).

O mecanismo de interacdo do laser a nivel molecular foi descrito
primeiramente por KARU, 1996. O efeito fotofisico ou fotoelétrico sdo os
processos que provocam modificacdbes nos potenciais de membrana,
promovendo os incrementos de ATP mitocondrial que se produzem apdés a
irradiacdo com laser, favorecendo um grande numero de reacbes que
interferem no metabolismo celular, entre elas, temos: aumento da sintese de
DNA e RNA em células eucariéticas e procariotas; incrementos da formacao de
colageno e precursores (PONTINEN, 1992), aumento do nivel de B-endorfinas
no liquido cefalorraquidiano nos tratamentos de algias do nervo trigémio;
variacGes quantitativas de prostaglandinas; liberacédo do conteudo dos granulos
citoplasmaticos da fagocitose; como também o efeito modulador na sintese
protéica, na revascularizacdo, na proliferacdo e diferenciacdo celular. Efeitos
também foram relatados na capacidade imunossupressora. Em estados
patolégicos, o laser interfere no processo de troca ibnica, acelerando o
incremento de ATP (KARU, 1996; PINHEIRO et al. 2001).

A luz laser, absorvida pelos tecidos pode atuar de duas formas. Primeiro,
através de efeitos bioquimicos, estimulando a liberacdo de substancias, como
por exemplo: histamina, serotonina, bradicinina e heparina. Segundo,
modificando reacfes enzimaticas normais, tanto no sentido de excitacao

quanto de inibicdo (BRUGNERA JUNIOR, et al. 2003).



A luz laser produz um incremento na sintese de DNA e RNA em células
eucaridticas e procariotas; incrementos da formacdo de colageno e
precursores. H& um aumento do nivel de [-endorfinas no liquido
cefalorraquidiano nos tratamentos de algias do nervo trigémio; variacdes
guantitativas de prostaglandinas; liberacdo do conteddo dos granulos
citoplasmaticos da fagocitose; como também o efeito modulador na sintese
protéica, na revascularizacdo. Em estados patoldgicos e em sitios de
cicatrizacdo, assim como em fraturas 0sseas, defeitos 6sseos a FBML interfere
no processo de troca ionica, acelerando o incremento de ATP (PINHEIRO et
al., 1998). Em contrapartida, ela ndo é efetiva quando aplicada em sitios
teciduais normais (PINHEIRO; GERBI, 2006).

Nicolau (2001) analisou o efeito da FBML (GaAlAs, A660nm, 40mW,
®~0,4mm, 10J/cm?) em tecido 6sseo de rato submetido & uma lesdo, por
histomorfometria 6ssea através de microscopia optica e de fluorescéncia. A
FBML foi realizada no segundo, quarto, sexto e oitavo dias pos operatoério, com
um tempo de aplicacdo de 160 segundos. Observou nos animais irradiados,
uma diminui¢cdo nos indices de reabsorcdo em funcédo do tempo de cinco para
15 dias, permanecendo estaveis em 25 dias. N&do foi observada diferenca
significativa quanto a superficie de reabsorcdo, em 15 dias, entre 0os grupos
experimentais e controle. A autora concluiu que a FBML induziu o aumento da
remodelacdo 6ssea em todas as fases do experimento.

Silva Junior et al. (2002) realizaram um estudo para avaliar o efeito do
laser de diodo A830nm na biomodulagdo da cicatrizacdo 6ssea. Foram
realizadas cavidades em fémur de ratos, as quais foram irradiadas com uma

dose de 4,8J/cm? poténcia de 40mW em modo continuo. As irradiacdes



prosseguiram trés vezes por semana perfazendo um total de 12 aplicacdes
(57,6J/cm®) em um dos grupos tratados e sacrificado em 28 dias, e trés
aplicacbes (14,4J/cm? no outro grupo tratado e sacrificado em sete dias. A
avaliacdo quantitativa pelo método histomorfométrico mostrou que a area de
neoformacdo &ssea no grupo de sete dias aumentou significativamente
comparado com a mesma area no grupo controle. Ja no grupo de 28 dias, ndo
houve diferencas estatisticamente significantes em relacéo ao seu controle.

Gerbi et al. (2005) avaliaram histologicamente a eficacia da fototerapia
laser (GaAlAs A830nm, 40mW, ®~0,6mm, 4J/cm?) na cicatrizacdo 6ssea de
feridas cirargicas em fémur de ratos Wistar, submetidas a implante de 0sso
bovino liofilizado (matriz organica), associadas ou nao a membrana biologica
de osso bovino liofilizado desmineralizado. Os grupos experimentais tratados
com laser receberam radiacbes com intervalos de 48 horas, sendo a primeira
realizada imediatamente apds o ato cirargico. A dosimetria utilizada foi de 16
Jlcm? por sessdo, divididas em quatro pontos de 4J/cm?. Os resultados
demonstraram que, nas feridas cirurgicas irradiadas, ficou evidenciado,
histologicamente, uma maior concentracdo de fibras colagenas no inicio do
periodo (15 dias) e uma maior neoformacédo 6ssea com um trabeculado mais
denso e organizado no final do periodo (30 dias), quando comparadas com 0s
grupos ndao irradiados. Os autores concluiram que a FBML resultou em efeito
de biomodulacéo positiva sobre o processo de cicatrizacdo 6ssea em feridas
cirargicas realizadas em fémur de ratos, com implante de osso bovino liofilizado
e membrana bioldgica.

Gerbi; Pinheiro; Ramalho (2008) avaliaram através da histomorfometria,

o efeito da FBML no reparo de defeitos cirdrgicos em



fémur de ratos, preenchidas com osso bovino liofilizado. Os
animais foram irradiados com laser (GaAlAs A830nm, 40mW,
®~0,6mm, 16J/cm?, 4x4J/cm?). Os autores verificaram que n&o
houve melhoria na deposicdo de fibras coladgenas nas fases
iniciais da reparacao, porém observaram que o aumento da
guantidade de trabéculas 6sseas bem organizadas no final do

periodo experimental em animais irradiados.

Nicolau et al. (2003) avaliaram a atividade de células O0sseas apos a
FBML proxima ao sitio da lesdo 6ssea. O grupo experimental foi irradiado com
laser (GaAlAs, A660nm, 40mW, ®~0,4mm, 10J/cm?) no segundo, quarto, sexto
e oitavo dia apdés a cirurgia. Os resultados foram avaliados por meio de
histomorfometria éssea. Segundo os autores, a atividade celular foi maior no
grupo radiado, quando comparado ao controle, concluindo que a FBML
aumenta a atividade nas células Osseas, tanto na reabsor¢cdo quanto na
formacdo, ao redor do sitio de reparo, sem, entretanto, alterar a estrutura
ossea.

Torres et al. (2008) avaliaram histologicamente o efeito da FBML no
processo de reparo 6sseo utilizando o Laser diodo infravermelho (GaAlAs,
A790nm, 50mW). Os animais foram irradiados por 15 dias, a cada 48 horas,
com uma dose de 10J/cm? (4x2,5J/cm?), em quatro pontos diferentes, com
periodos de observacdo de 40 dias. Os resultados obtidos demonstraram que
nos grupos em que o Laser foi aplicado na loja cirdrgica no transoperatério, a
atividade de remodelacdo O6ssea foi qualitativa e quantitativamente mais

exuberante quando comparada ao grupo controle.



Weber et al. (2006) avaliaram histologicamente a influéncia da radiagéao
laser (GaAlAs, A830nm, 50mW) no processo de cicatrizagcdo de enxertos
0sseos autdégenos. A dose de radiacdo, durante o ato operatério, foi de
10J/cm?, aplicada sobre a loja cirrgica (G2 e G4) e sobre o enxerto 6sseo (G3
e G4). Todos os animais, com excec¢ao do grupo controle, foram radiados por
15 dias, a cada 48 horas, com uma dose de 10J/cm? (4x2,5J/cm?), em quatro
pontos diferentes, com periodos de observacdo de 15, 21 e 30 dias. Os
resultados demonstraram que nos grupos em que o laser foi aplicado na loja
cirdrgica no transoperatério (G2 e G4), a atividade de remodelacao Gssea foi
gualitativa e quantitativamente mais exuberante quando comparada a dos
grupos G1 e G3.

Pinheiro et al. (2009) avaliaram histologicamente o efeito da FBML na
reparacdo Ossea em defeitos criados em fémur de ratos. O tempo de
observacéo foi de 15, 21 e 30 dias, sendo os animais submetidos a fototerapia
laser (A 830 nm, 40 mW, ¢ ~0.60 mm, 16J/cm?, 4x4J/cm?), ao enxerto de HA e
regeneracao Ossea guiada. Os autores observaram a reparacdo 0ssea mais
rapida nos grupos submetidos a FBML, que houve a neoformacdo O0ssea no
interior do defeito, devido a osteoconducdo da HAC. Com isso, disseram que a
fototerapia laser em associacdo com HAC e ROG, pode ter efeito positivo no
processo de reparacdo 6ssea.

Tajali et al. (2010) realizaram uma meta analise através de artigos
publicados de 1996 a 2008, para investigar e definir os efeitos da irradiacdo
laser em baixa poténcia em animais através de indicadores biomecéanicos da
regeneracao 0ssea e os efeitos da dose. Os autores observaram que estudos

indicam que o uso do laser pode melhorar as propriedades biomecéanicas do



0sso durante a reparagdo O0ssea em modelos animais, devido a maxima
tolerancia 0ssea ser estatisticamente melhor apds a irradiagéo laser e que este
aumenta a resisténcia do tecido 6sseo durante o processo de reparagdo 6ssea
em modelos animais.

Thanoon e Ibrahin (2010) verificaram o efeito do laser em baixa poténcia
e da medula 6ssea em cicatrizacdo de fratura 6ssea com destruicdo de
peridsteo e endosteo em coelhos. O mesmo procedimento foi realizado no
grupo B adicionando somente oito sessdes do laser He-Ne (A632,8nm, 50-
60Hz) e infravermelho (L904nm, 700-1200Hz) por 13 dias p6s-operatério e com
a dose de 3,6J/cm?. De acordo com o resultado radiogréfico, verificaram que o
grupo B obteve uma reparacéo 6ssea em 15 semanas, enquanto que o grupo A
obteve em 18 semanas. Com isso, observaram que o implante autélogo de
medula 6ssea aumentou a consolidacao 0ssea, enquanto a combinacéo deste

com o laser aceleraram o tempo de reparacao 0ssea.

2.6 O EFEITO RAMAN

A Espectroscopia Raman foi criada por Chandrasekhara Venkata
Raman, na India, em 1928. O efeito Raman é um processo fundamental de
troca de energia entre a luz e a matéria. Quando uma molécula é irradiada por
uma radiacado eletromagnética, esta radiacdo pode ser absorvida, transmitida
ou espalhada. A maioria da radiacdo espalhada tem a mesma frequéncia da
radiacdo incidente. Chamamos este tipo de espalhamento de espalhamento
elastico (espalhamento Rayleigh), pois ndo ha alteracdo da frequéncia da

radiacdo. Existe um tipo especifico de espalhamento, espalhamento Raman



gue é inelastico, pois ha alteracdo da frequéncia de radiacdo. O efeito Raman
ocorre quando um feixe de radiagdo monocromatica bastante intenso é
direcionado para uma molécula. Do ponto de vista da fisica classica, o campo
elétrico produzido por este feixe altera a polarizabilidade da molécula,
ocorrendo a formacédo de um momento de dipolo induzido. Este momento de
dipolo oscila na mesma freqiiéncia que o campo elétrico da radiacdo incidente.
A vibracdo molecular, que esta relacionada com a estrutura da molécula e com
os tipos de ligacdes quimicas entre os atomos e apresenta frequéncia de
vibragdo muito menor que a frequéncia de oscilacdo da radiacao incidente,
causa uma modulacdo na amplitude e na frequéncia do momento de dipolo
induzido. Este dipolo oscilante emite radiacdo (HALLIDAY; RESNICK;
WALKER,1997), que apresenta componente na mesma frequéncia da radiagéao
incidente (espalhamento elastico), enquanto que uma parcela da radiacao
emitida apresenta componentes de frequéncia que acompanhamos
movimentos de vibracdo molecular (espalhamento Raman inelastico) (HANLON
et al., 2000; SILVEIRA JUNIOR, 2001).

Do ponto de visto dos niveis de energia da fisica quantica, o efeito
Raman pode ser descrito como uma transicdo da molécula do seu estado
fundamental (Sp) para um estado vibracional excitado. O féton incidente eleva a
molécula a um nivel excitado, com energia igual a energia do féton mais a
energia do nivel fundamental. No regresso ao estado fundamental, um
guantum vibracional de energia pode permanecer associado a molécula, de
onde resulta um decréscimo da frequéncia da radiacdo emitida. Se esta

molécula ja estiver num nivel vibracional excitado do estado eletrbnico



fundamental, pode ceder um quantum de energia vibracional, baixando a um
nivel inferior, enquanto aumenta a frequéncia da radiacdo emitida.

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

processos patologicos (SILVEIRA JUNIOR, 2001).

2.6.1 ESPECTROSCOPIA RAMAN NO INFRAVERMELHO PROXIMO

A qualidade da cicatrizacdo do reparo 0sseo pode ser avaliada atraves
de diferentes formas, ou seja, além dos exames e técnicas tradicionais como a
histopatoldgica, morfometria, MEV, Raio X e tomografia. E atualmente também
pode ser utilizada a espectroscopia Raman na avaliacao tecidual.

Uma técnica espectroscopica que vem sendo intensamente estudada na
Ultima década é a espectroscopia Raman no infravermelho proximo, uma
técnica de natureza Vvibracional, doravante denominada simplesmente
espectroscopia Raman. O espectro Raman traz consigo informacdes das
vibracGes das ligacdes quimicas dos diversos grupos moleculares. Como as
bandas de vibracdo molecular sdo Unicas e especificas, estreitas e sensiveis a
variacdo da estrutura molecular, diferencas que dependem do grupo molecular

analisado podem ser facilmente identificadas.



O espectro Raman é como uma impressdo digital da molécula,
fornecendo informacdo bioquimica especifica, ndo encontrada em outras
técnicas opticas.

A aplicacao da espectroscopia Raman, no estudo dos tecidos biolégicos,
objetiva a deteccdo precoce de doencas e o aumento da eficacia na aquisicéo
de dados. Esse espectro Raman pode ser obtido de um modo minimamente
invasivo e analisado rapidamente para facilitar o diagnéstico (SCHRADER,;
DIPPEL, 1999).

Foram realizados diversos estudos envolvendo a analise da reparacao
Ossea através da técnica de espectroscopia Raman (LOPES et al. 2005;
LOPES et al. 2007; LOPES et al. 2007) . Pois € atraves desta técnica que sao
obtidos espectros que podem apontar mudancas na estrutura quimica do tecido
0sseo. A investigacdo pode detectar alteragcdes biomoleculares nos tecidos,
através de observacado de mudancas ocorridas na intensidade de determinados
picos (especificos de cada molécula). Os picos principais do tecido 0sseo
lesionado sao distintamente mais largos e menos intensos que aqueles sem
dano, de forma, que ha uma média de instabilidade relativa na composi¢cao
mineral do osso danificado e uma mudanca nos niveis de intensidade de
determinadas moléculas (SHARKE, 2001).

Lopes et al. (2007) avaliaram através da espectroscopia Raman a
incorporacéo de hidroxiapatita de célcio (HAC~958cm™) na reparacdo de
fraturas em tibia de coelhos tratados com osteossintese, tratados com ou
sem laser, e associado ou ndo ao uso de BMPs e/ou regeneracdo 0ssea
guiada. Os animais foram irradiados com a luz laser A790nm, 4 J/cm? por

ponto, 40 mW, ®&~ 0.5 cm?, totalizando16 J/cm? por sessdo. Os autores



verificaram que a associagdo da FBML ao uso de BMPs e ROG foi eficaz na
melhoria da reparacdo 0ssea das fraturas, tendo como resultado o aumento da
deposicao de HAC medido pela espectroscopia Raman.

Lopes et al (2007) avaliaram através da espectroscopia Raman no
infravermelho préoximo (ER-IVP) a concentragdo da Hidroxiapatita de Calcio
(HAC, ~958/960cm™) presente no tecido 6sseo de coelhos ap6s 0 uso ou nao
da fotobiomodulacao a Laser (A790nm, 4 J/cm? por ponto, 40 mW, ®~ 0.5 cm?,
totalizando16 J/cm? por sessdo) em associacdo ou ndo com biomateriais,
reparacdo 0ssea guiada (ROG) e implantes de Titanio. Os autores verificaram
gue o uso da fotobiomodulacdo a laser melhora o reparo 0sseo ao redor dos
implantes e quando associada aos biomateriais e ROG pode ser efetivo, na
reparacdo Ossea de fraturas resultando no aumento da deposicdo da HAC

avaliada pela espectroscopia Raman.

2.7 FLUORESCENCIA LASER

Na década de 90, algumas pesquisas demonstraram boa perspectiva
relacionada a utilizacdo da fluorescéncia laser como auxiliar no diagnéstico da
carie comprovando que o laser é capaz de detectar desmineralizacdes iniciais,
principalmente quando é adicionado corante fluorescente na superficie
mineralizada que se quer avaliar (PARDI et al. 2000).

O principio da utilizac&o do feixe de luz de laser diodo é de que uma
superficie mineralizada alterada ao ser irradiada por uma onda luminosa
longitudinal emite uma radiacdo fluorescente. O DIAGNOdent® é um aparelho

de diagndstico que possui dois tipos de sonda que no centro emitem uma



energia luminosa determinada que € direcionada para a superficie mineralizada
gue se deseja examinar. Se essa superficie apresentar algum tipo de alteracéo,
ela emitira uma luz fluorescente que serd captada pelas fibras exteriores da
sonda e, entdo, o aparelho realizara a medi¢do, com valores variando de 0 a
99.

A espectroscopia de fluorescéncia € a técnica que detecta o espectro da
radiacdo emitida por um atomo ou molécula, quando esta relaxa do estado
excitado para o estado fundamental. As técnicas de fluorescéncia possuem
grande utilidade na biologia, compostos fluorescentes séo utilizados desde na
biologia celular e molecular até em biofisica molecular (VIEIRA et al. 2009).

O DIAGNOdent® tem sido testado em varios estudos e incluido na
utilizacdo da deteccdo de carie em superficies lisas e oclusais, aléem da
comparacdo com a inspecdo visual, histologia, radiografia e luz quantitativa
induzida por fluorescéncia (LUSSI et al., 2001; SHI et al., 2000; ANTTONNEN;
SEPPA; HAUSEN, 2003; CORTES; ELLWOOD; EKSTRAND, 2003; LUSSI;
FRANCESCUT, 2003).

Os efeitos dos laseres nos diferentes tecidos estdo intimamente
relacionados com a distribuicdo da energia depositada nestes tecidos. O uso
deste equipamento destaca-se como uma ferramenta ideal por ser uma técnica
nao invasiva (ZANIN et al. 2007).

O aparelho DIAGNOdent® 2095 (Kavo, Biberach, Alemanha), apresenta
um laser de diodo com comprimento de onda A655 nm, que emite na faixa
vermelha do espectro eletromagnético, com poténcia P=1 mW e pertence a
Classe 2 (ANSI) para fins de diagnéstico e devido sua baixa emissdo nao

necessita protecdo visual. Este se baseia no principio da fluorescéncia, que



ocorre quando a luz do laser incide no tecido desmineralizado, se difunde e é
absorvida pelos fluoréforos existentes no conteddo orgénico, que sao
responsaveis pela remissdo da luz laser num comprimento de onda maior
(ZANIN et al. 2007).

Alkurt et al. (2008) realizaram um estudo para avaliar a eficacia da
fluorescéncia Laser (DIAGNOdent®) comparando mensuracdes entre o exame
visual e radiografia interproximal (bitewing). Os autores verificaram que a
fluorescéncia laser pode ser utilizada em associacdo ao exame visual, além do
perfil diagnéstico deste aparelho mostrou-se ser bom para deteccdo de cérie
oclusal.

O sistema de diagnéstico laser (DIAGNOdent®) mostrou melhor
combinacao de capacidades preditivas (sensibilidade e especificidade), quando
comparado com o visual e radiografico. Este sistema pode ser particularmente
atil no monitoramento de lesdes progressivas, ou como parte no processo de
andlise (ATTRILL; ASHLEY, 2001).

A inexisténcia de um método capaz de diagnosticar tdo bem a doenca
(sensibilidade) quanto a higidez (especificidade), levou ao desenvolvimento de
métodos auxiliares de diagndstico e dentre estes, a fluorescéncia a laser
através do aparelho DIAGNOdent®, que tem sido apontado como um método
promissor (PINHEIRO et al. 2003).

Até o presente momento, ndo ha nenhum trabalho publicado na literatura
utilizando a fluorescéncia com DIAGNOdent® como método de biépsia 6éptica

em tecido 6sseo.



3 - PROPOSICAO

3.1 OBJETIVO GERAL

- Avaliar o efeito da Fotobiomodulacdo Laser no reparo 0sseo de fraturas
cirdrgicas, fixadas com Fixacdo Interna Rigida ou Fixacdo Interna Semi-Rigida,
tratadas ou ndo com Enxerto Osseo Ceramico Bifasico e Reparagdo Ossea
Guiada em tibia de coelhos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar histologicamente o efeito da Fotobiomodulacdo Laser no reparo 6sseo
de fraturas cirurgicas, fixadas com Fixagéo Interna Rigida ou Fixacdo Interna
Semi-Rigida, tratadas ou ndo com Enxerto Osseo Ceramico Bifasico e
Reparacdo Ossea Guiada em tibia de coelhos.

- Avaliar histomorfometricamente o efeito da Fotobiomodulacdo Laser no
reparo 0sseo de fraturas cirdrgicas, fixadas com Fixacdo Interna Rigida ou
Fixacdo Interna Semi-Rigida, tratadas ou ndo com Enxerto Osseo Ceramico
Bifasico e Reparacéo Ossea Guiada em tibia de coelhos.

- Avaliar através da espectroscopia Raman o efeito da Fotobiomodulacdo Laser
no reparo 6sseo de fraturas cirdrgicas, fixadas com Fixacado Interna Rigida ou
Fixacdo Interna Semi-Rigida, tratadas ou ndo com Enxerto Osseo Ceramico
Bifasico e Reparacéo Ossea Guiada em tibia de coelhos.

- Avaliar através da fluorescéncia laser o efeito da Fotobiomodulacao Laser no
reparo 0sseo de fraturas cirargicas, fixadas com Fixacdo Interna Rigida ou
Fixacdo Interna Semi-Rigida, tratadas ou ndo com Enxerto Osseo Ceramico

Bifasico e Reparacdo Ossea Guiada em tibia de coelhos.



- Avaliar o uso da fluorescéncia laser como instrumento de bidpsia Optica em
tecido 6sseo, por meio de estudo de correlacdo com as leituras de

espectroscopia Raman.



4 — MATERIAIS E METODOS

4.1 — Respaldo ético da pesquisa

Esta pesquisa seguiu as normas de conduta de experimentagcdo animal
da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal da Bahia (FOUFBA) e
foi realizada apos a aprovacdo pela Comissdo de Etica e Experimentacio
Animal (CEEA) desta Instituicdo (Anexo), respeitando todos os principios
éticos de experimentac¢do animal, bem como as normas didatico cientificas da
vivissecgdo de animais, de acordo com a LEI N° 11.794, de 8 de outubro de

2008.

4.2 - Delineamento da Pesquisa

Este trabalho foi desenvolvido dentro do paradigma tradicional, no

design estudo experimental.

4.3 — Configuracdo da Amostra

Nesta pesquisa foram utilizados 27 (vinte e sete) coelhos da ordem
Lagomorpha, género Oryctolagus, espécie Oryctolagus cuniculus, raca Nova
Zelandia, variedade branco, machos, com oito meses de idade, pesando em
média 2Kg. Os animais foram mantidos no biotério de manutencdo do
Laboratério de Experimentacdo Animal (LEA) da Faculdade de Odontologia da
Universidade Federal da Bahia (FOUFBA), e passaram por um periodo de sete

dias de quarentena e ambientacdo antes do inicio do experimento. Durante



todo o periodo experimental, os animais foram alimentados com dieta sélida
(PURINA®, Purina do Brasil, Paulinia, S40 Paulo, Brasil), exceto nas primeiras
24 horas ap0s a intervencéo, e ingeriram agua ad libidum. Os animais foram

mantidos em uma temperatura média de 22°C em ciclo normal de dia/noite.

4.4 — Técnica Cirargica

Antes da cirurgia 0s animais receberam medicacdo pré-anestésica
intramuscular Acepromazina (Acepran®, 0,2% Univet S.A, Cambuci, SP, Brasil,
2mg/Kg). Em seguida, com um intervalo de 20 minutos, foi aplicado
intraperitonealmente 0 anestésico geral Cloridrato de Ketamina (Ketalar®,
50mg/ml 0,4ml/Kg Lab. Parke Davis Ltda, Sdo Paulo, SP, Brasil) e Cloridrato
de Xilazina a 2%, (Rompum® 20mg/ml 0,2ml/kg Lab. Bayer Health Care S.A,
Sao Paulo, SP, Brasil.). Apés cinco minutos, sob anestesia geral, foi feita a
tricotomia no local da cirurgia com a utlizacdo de uma tosquiadeira
recarregavel (Oster®, S&o Paulo, SP, Brasil) e, em seguida, a assepsia com
solucdo topica de digluconato de clorexidina a 2% (LM FARMA®, Vila
Guilherme, SP, Brasil); e como procedimento de biosseguranca, foi utilizado
um campo estéril (Med Care®, POA, RS, Brasil) de TNT com abertura apenas
no local da cirurgia e também um campo cirargico para colocacdo dos
instrumentais esterilizados.

Com um cabo de bisturi n° 3 (Golgran Industria e Comércio de
Instrumentos Odontolégicos Ltda., Sdo Caetano do Sul, SP, Brasil) montado
com lamina de bisturi n°® 15 Med Blade® (Med Goldman IndUstria e Comércio

Ltda, Sdo José, SC, Brasil), uma incisdo continua foi realizada na pele da



regido lateral da tibia. O tecido subcutdneo e muscular foram divulsionados
com o auxilio de uma tesoura romba Metzenbaum® (Erwin Guth, S&o Paulo,
SP, Brasil), permitindo assim acesso ao periosteo. O peridsteo foi deslocado e
rebatido com descolador do tipo Molt® (Golgran Indlstria e Comércio de
Instrumentos Odontolégicos Ltda., Sdo Caetano do Sul, SP, Brasil), permitindo
assim acesso a tibia.

Antes da realizacdo da fratura 6ssea, foi feita a leitura da fluorescéncia
6ssea com o DIAGNOdent® (KAVO, Biberach, Alemanha) seguindo as
recomendacdes do fabricante. As leituras foram realizadas em quatro pontos
na superficie 0ssea ndo tratada e registrada em ficha padréo (Ver 4.12).

A seguir os animais foram alocados nos grupos de estudos e submetidos
aos procedimentos inerentes a cada um (Ver 4.5). ApOs os procedimentos
especificos de cada grupo, o tecido muscular foi reposicionado e suturado com
fio reabsorvivel de poliglactina 4-0 estéril (TRUSINTH®, Sutures India Pvt Ltda.
Bangalore, Karnataka, India ) e a pele suturada com fio de nylon preto 4-0

(TRUSINTH®, Sutures India Pvt Ltda. Bangalore, Karnataka, India).

4.5 - Organizacéao dos Grupos

Os animais foram divididos aleatoriamente em nove grupos de trés
animais (Quadro 1).

Nos grupos I, 1lI, IV, V, VI, VII, VIII e IX, ap6s a exposicado do tecido
0sseo, foi confeccionada uma fratura cirdrgica completa, com auxilio de um
disco de carborundum diamantado (Moyco Union Broach, York, PA, USA),

utilizando-se agua destilada em uma seringa descartavel para a irrigacao.



Os animais dos grupos lll e V receberam enxerto 0sseo ceramico
bifasico (GenPhos® HATCP. BAUMER®, Mogi Mirim, SP, Brasil) com uma
granulacdo de 0,5mm e membrana de 0sso bovino Gen-derm® (BAUMER®,
Mogi Mirim, SP, Brasil ) no local da fratura. Nos animais dos grupos I, I, IV e
V o0s cotos Osseos foram imediatamente fixados com miniplaca e quatro
parafusos do sistema 2.0 PROMM®(Comércio de Implantes Cirdrgicos Ltda.

Porto Alegre, RS. Brasil,) (Fig.1).

Figura 1:Aspecto da fratura tibial com implantacdo do enxerto de hidroxiapatita,
membrana biologica e FIR. (ACIOLE, 2010).

Nos grupos VI, VII, VIII e IX, os cotos 6sseos foram imediatamente

fixados com fio de aco 0,30mm (Morelli®, Sorocaba, SP, Brasil). Os grupos VI

e IX receberam enxerto 6sseo ceramico bifasico, com uma granulacdo de

0,5mm e membrana de 0sso bovino no local da fratura (Fig.2).



Quadro 1: Distribuicdo dos Grupos no estudo. (ACIOLE, 2010).

GRUPOS PROCEDIMENTOS DESCRICAO
Osso Basilar
I Controle — Osso sem fratura
FIR
Il Fratura fixada com miniplaca e parafusos
FIR + Enxerto Fratura fixada com miniplaca e parafusos +
Il Genphos® + Genderm®
FIR + Laser Fratura fixada com miniplaca e parafusos +
\% Laser
FIR + Enxerto + Laser Fratura fixada com miniplaca e parafusos +
V Genphos® + Genderm® + Laser
FISR
Vi Fratura fixada com fio de aco
FISR + Enxerto Fratura fixada com fio de aco + Genphos® +
VI Genderm®
FISR + Laser Fratura fixada com fio de ago + Laser
\ll
IX FISR + Enxerto + Laser | Fratura fixada com fio de aco + Genphos® + |

Genderm® + Laser

*FIR = Fixacdo Interna Rigida;

*FISR = Fixacdo Semi-Rigida;

Figura 2: Aspecto da fratura tibial com colocacéo do enxerto de hidroxiapatita,
membrana bioldgica e FISR. (ACIOLE, 2010).

Os animais dos grupos lll, V, VII e IX receberam implantes de enxerto

0sseo ceramico bifasico e membrana de osso bovino. Os grupos IV, V, Vil e IX

foram somente submetidos a Fotobiomodulagéo Laser e os grupos Il, Ill, VI e

VIl ndo receberam Laser.



4.6 — Manipulagéo do Enxerto

O enxerto foi adicionado a uma cuba estéril e mistura com soro
fisiologico estéril (Fig.3). Manipulou-se de acordo com as instrucdes do
fabricante, utilizando-se uma espéatula de manipulacdo (Golgran Industria e
Comércio de Instrumentos Odontolégicos Ltda., Sdo Caetano do Sul, SP,
Brasil). Antes da aplicacdo a area tem que esta preparada para receber o
material, proporcionando um contato direto do enxerto com o tecido 6sseo
viavel, objetivando uma acao osteocondutora, induzindo a neoformacéo 6ssea
e preenchimento do espaco cirargico por 0sso natural. Esta mistura foi levada
ao local da fratura com o auxilio de uma cureta cirtrgica (Golgran Industria e
Comércio de Instrumentos Odontolégicos Ltda., Sdo Caetano do Sul, SP,

Brasil).

Figura 3: Demonstracao da mistura do enxerto com o soro fisiolégico.
(ACIOLE, 2010).

4.7 — Fotobiomodulagéo Laser
O aparelho de Laser utilizado foi o de diodo infravermelho (Arseneto de

Galio e Aluminio, A780nm, poténcia de 50mW, emissdo continua, pela forma



focada, um spot de 0,5cm?, TWIN FLEX®, MM OPITCS, Sé&o Carlos, SP, Brasil.
A dose de irradiacéo durante o ato operatério foi de 16J/cm?, de forma pontual
em quatro regides adjacentes a area da fratura 6ssea (4 x 4J/cm?) aplicada de
forma focada (Fig.4).

Os animais dos grupos 1V, V, VIl e IX foram irradiados durante 14

(catorze) dias, a cada 48 horas (Tab.1).

Figura 4: Aplicagcao pontual do Laser A780nm, 50mW em quatro pontos
equidistantes 4 x 4J/cm?. (ACIOLE, 2010).

Tabela 1 - Protocolo de irradiacdo com Laser (ACIOLE, 2010).

GRUPO DOSE TOTAL

GRUPOS |, I, I, VI e VII 0J/cm?

GRUPOS IV, V, Vlll e IX A780nm, 50mW, ¢ 0,5cm?, CW
Ax4J/cm? = 16J/cm? = 112J/cm?

O local de irradiacdo foi delimitado por pontos tatuados com tinta
Nanquim preta em quatro pontos adjacentes a fratura 6ssea, permitindo assim

uma padronizagao da regido de aplicacdo do laser.



De acordo com as regulamentacdes brasileiras, o laser foi aplicado em
local isolado, com caracteres e simbologia internacional para &rea em uso ou
presenca de radiacdo e observando os procedimentos de seguranca

recomendados para tratamento com laser.

4.8 — PGs-Operatorio

Apos os procedimentos, todos 0s animais receberam em dose Unica,
como terapia antimicrobiana, inje¢do intramuscular de Pentabiético® (penicilina,
streptomicina, 20.000 Ul 0,2ml/Kg IM, Lab.Forte Dogde Saude Animal Ltda,
Campinas, SP, Brasil) e Banamine® (Flunixina meglumina 10mg/ml, 0,1ml/kg
IM, Intervet Shering-Plough Animal Health, Cruzeiro, SP, Brasil), sendo este
ultimo um potente analgésico e antiinflamatorio.

Os animais foram mantidos em gaiolas metéalicas medindo 60X60X60 cm
com cobertura metalica e com assoalho forrado por maravalha. O periodo de
observacédo foi no 30° dia (LOPES et al. 2005). Todas as gaiolas foram
devidamente etiquetadas durante o periodo de estudo, conforme o grupo a que
pertenciam os animais. Para a identificacdo dos animais, foram feitas
marcacfes com caneta de tinta permanente na orelha de cada animal; o
numero de marcas indicou o numero do respectivo animal.

Os procedimentos de manipulacdo e alimentacdo foram realizados
diariamente durante todo o periodo do experimento, trocando-se a maravalha e

lavando-se as gaiolas com agua e sabao a cada 24 horas.



4.9 — Morte dos animais e Processamento histolégico

Para o sacrificio dos animais (30° dia pds-operatorio) foi administrado
uma injecdo intraperitoneal de Cloridrato de Ketamina (Ketalar®, 50mg/ml,
0,4ml/kg, Lab. Parke Davis Ltda., S&o Paulo, SP, Brasil) e Cloridrato de
Xilazina a 2% intraperitoneal (Rompum® 20mg/ml, 0,2ml/kg, Lab. Bayer Health
Care S.A., Sdo Paulo, SP, Brasil) associados. ApGs cinco minutos, foi injetado
intravenosamente Cloreto de Potassio a 10% (Ariston, 5ml/Kg IV, S&o Paulo,
SP, Brasil). Apés a constatacdo da morte dos animais pelo sinais vitais foi
realizada a leitura da Fluorescéncia Laser (ver 4.12). Em seguida, foram
removidos 0s espécimes aproximadamente 1cm de distancia das bordas da
fratura cirargica com utilizacdo de um disco de carborundum e peca reta
(Kavo®, Kavo do Brasil Ind. e Com. Ltda, Joinville, SC, Brasil) acoplada ao
micromotor (Kavo®, Kavo do Brasil Ind. e Com. Ltda, Joinville, SC, Brasil) com
irrigacdo constante de soro fisiolégico 0,9% estéril (Labormédica®,
Labormédica Industrial Farmacéutica Ltda., Sdo José do Rio Preto, SP, Brasil)
a 1l0°C.

Os fios de aco, parafusos e as miniplacas foram cuidadosamente
removidos. Todas as pecas foram avaliadas macroscopicamente e
fotografadas com uma camara fotografica digital. Metade da peca operatéria
foi armazenada em nitrogénio liquido e a outra metade foi fixada em formol a
10% até o momento de sua preparacdo. Cada recipiente foi identificado com o
numero do animal e com o nimero do grupo.

Apbs o periodo de fixacdo (trés dias), as amostras foram descalcificadas
em solucdo de acido nitrico 10% por um periodo cinco dias. Em seguida as

pecas foram rotineiramente processadas e incluidas em parafina. Os cortes



foram realizados em Micr6tomo Rotativo Manual Ek Microl(Eikonal do Brasil,
Sao Paulo, SP, Brasil) com espessura de 5um, semi-seriados de 1/5, e corados
pela técnica de Hematoxilina de Harris e Eosina Alcodlica (H/E) e Picrosirius,

sendo esta Ultima especifica para melhor visualizacdo das fibras colagenas.

4.10- Estudo Histomorfologico

Os espécimes processados foram entdo avaliados através de andlise
descritiva comparativa por um patologista experiente e de modo cego, no
Laboratério de Patologia Cirurgica do Departamento de Propedéutica e Clinica
Integrada da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal da Bahia —
FOUFBA.

4.11- Estudo Histomorfométrico

Apoés a descricdo histoldgica, foi realizado através dos critérios semi-
guantitativos a observacéao de reabsorcédo 0ssea, neoformacéo 0ssea, resposta
inflamatoria e deposicao de colageno, descritos na Tabela 2.

Tabela 2. Critérios semi-quantitativos usados para analise
histomorfométrica

Critérios Discreto Moderado Intenso
Reabsorcao Presenca <25% de 25-50% de >50% de reabsorcao
0ssea reabsorcdo de 0sso reabsorcdo de 0sso de osso
remanescente e/ou remanescente e/ou remanescente e/ou
leito cirargico leito cirtrgico leito cirdrgico
Neoformagdo <25% de neoformagdo 25-50% de formacdo  >50% de formagdo
0ssea de osso similar ao de osso similar ao de osso similar ao
adjacente nao tratado adjacente nao adjacente nao
tratado tratado
Infiltrado <25% de linfécitos 25-50% de linfécitos >50% de linfécitos
Inflamatério e/ou macrofagos e/ou macroéfagos e/ou macrofagos
Deposicao <25% de deposicao 25-50% de >50% de deposicao
Colagénica colagénica deposicao colagénica

colagénica




4.12 — Estudo por Fluorescéncia Laser

Ap6s constatacdo da morte dos animais (30° dia pés-operatorio),
procedeu-se a medicdo da fluorescéncia laser Ossea atraves do uso do
DIAGNOdent® 2095 (Kavo, Biberach, Alemanha, A655nm, 1mW) de acordo
com as recomendacgOes do fabricante. As leituras foram realizadas em quatro
pontos equidistantes sobre a regido operada e os resultados anotados em ficha

padrao.

4.13 — Analise por Espectroscopia Biomolecular (Raman)

4.13.1- Sistema Raman Dispersivo no Infravermelho Préximo A830nm

O experimento foi realizado com o sistema de Espectroscopia Raman,
montado em uma mesa Otica no Laboratério de Espectroscopia Biomolecular
da Universidade Camilo Castelo Branco (UNICASTELO, Séao José dos
Campos, SP, Brasil).

Foi utilizado um espectrdmetro Raman dispersivo (Lambda Solutions,
Inc., MA, EUA, modelo P-1 micro e macro Raman). O equipamento utiliza um
laser de diodo estabilizado, sintonizado em A830nm (infravermelho préximo),
obtendo-se na saida da fibra Optica uma poténcia ajustavel até 350mwW em
A830nm. A excitacdo da amostra e coleta dos espectros Raman nas amostras
de osso foi efetuada por um cabo de fibras 6pticas “Raman probe”. Este cabo
foi posicionado a uma distancia de 10 mm da amostra sob analise In Vitro no
momento da coleta dos dados.

O elemento dispersor de luz, integrado ao espectrébmetro, possui

resolucdo de aproximadamente 2 cm™. A faixa espectral Gtil compreende de



200 a 1800 cm™. A deteccdo do sinal luminoso espalhado pela amostra é
efetuada por uma camera CCD “back thinned, deep depletion” 1340X100 pixels
refrigerada por elemento termoelétrico (Peltier), atingindo uma temperatura de
trabalho de -75°C em cerca de cinco minutos de inicio da operacdo do
espectrometro.

A aquisicdo e o armazenamento dos espectros foi realizada por um
microcomputador PC (Dell Inspiron modelo 1501) utlizando o software
RamaSoft® (Lambda Solutions, Inc., MA, EUA), que controla via conexdo USB
a poténcia do laser de excitacdo, o tempo de exposicdo do detector e 0 numero
de aquisi¢cbes por amostra, e promove 0 armazenamento dos espectros para
posterior analise e interpretacdo (Figs. 5 e 6). O tempo de exposi¢cdo para a
obtencao dos espectros foi de 10 s, com poténcia de 100 mW. Este tempo de
aquisicdo e poténcia ndo causaram danos na amostra. Os espectros foram
coletados em trés pontos em torno do ponto onde ocorreu a fratura, a fim de se
calcular média e desvio padrao.

O espectrémetro foi calibrado em comprimento de onda pelo fabricante
e, antes da coleta dos dados, foi feita uma verificacdo, através da coleta do
espectro do naftaleno e a comparacdo das posi¢coes (deslocamento Raman)
das bandas principais deste composto com as obtidas na literatura, na regido
espectral de 500 a 1700 cm®, que é a regido de interesse para a
espectroscopia Raman quando usada para analise de materiais biolégicos
(regido da impressao digital - “fingerprint”). A calibragao da resposta espectral
foi realizada pelo fornecedor do equipamento e consiste na coleta do espectro

de uma lampada de filamento de tungsténio com espectro rastreado pelo NIST



(“National Institite of Standards and Technology”) e esta calibragao foi também

verificada anteriormente a coleta dos espectros.

=
Figura 5: Foto do sistema Raman dispersivo (micro e macro Raman) utilizado
no trabalho (ACIOLE, 2010).

Conectores

Espectrometro Raman
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Figura 6: Diagrama esquematico do experimento para coleta do espectro
Raman de osso (ACIOLE, 2010).

Apés a coleta dos espectros In Vitro e da verificacdo da calibragdo do
deslocamento Raman, os mesmos foram pré-processados e armazenados para

posterior avaliagdo estatistica. O pré-processamento consistiu ha remocdo da



fluorescéncia de fundo, onde se calculou um polindbmio de ordem 5, que ajusta-
se aos componentes espectrais de baixa frequéncia (fluorescéncia), e sua
posterior subtracdo dos dados originais, revelando as componentes espectrais
de alta frequéncia (Raman). Os espectros tiveram sua intensidade original
mantida. Este pré-processamento foi realizado utilizando uma rotina no

programa Matlab 4.0 (The Mathworks, MA, USA).

4.14 Anélise Estatistica

Todas as variaveis obtidas foram analisadas com auxilio do programa
Minitab® 15 (Inc., San Diego, CA, USA). Para a andlise histomorfométrica foi
utilizado o Teste Exato de Fisher, e para os estudos de espectroscopia e
fluorescéncia foram utilizados o Teste de Anova e T de Student. A correlacéo
de Pearson foi utilizada para a validacdo das leituras de fluorescéncia laser.

Para todos, o nivel de significancia foi de 95% (p<0,05).



5 - RESULTADOS

Durante toda a pesquisa, 0s animais permaneceram saudaveis, com
cicatrizagdo normal na regido operada, sem evidéncia de infeccdo ou

deiscéncia de sutura.

5.1 RESULTADOS DO EXAME MACROSCOPICO

Apés a constatacdo da morte dos animais, as pecas cirdrgicas foram
removidas e avaliadas quanto ao aspecto macroscépico, tanto nos espécimes
dos grupos controles quanto nos dos grupos experimentais.

Em todos os animais submetidos ao enxerto de hidroxiapatita, o0 exame
macroscopico revelou incorporacdo do mesmo a fratura, sendo ora mais
irregular ora mais uniforme, devido ao movimento rotatorio de friccdo do disco
de carborundum no momento da divisdo para o exame histolégico e a

espectroscopia Raman (Fig. 7).

Figura 7: Aspecto macroscopico da peca cirargica mostrando a incorporagéo
do enxerto de hidroxiapatita a fratura éssea. (ACIOLE, 2010).



5.2 RESULTADOS DO EXAME MICROSCOPICO

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

grupos experimentais e controles.

5.2.1 ASPECTOS GERAIS

De modo geral, todos os espécimes apresentavam-se com trabéculas
O0sseas maduras interconectantes ou ndo preenchendo a fratura 0Ossea,
exibindo também linhas basofilicas de aposicéo/reabsorcdo em meio a medula
O0ssea vermelho-amarela. Além disso, tais trabéculas dsseas estavam ora mais

ora menos colagénicas.

5.2.2 GRUPO CONTROLE (OSSO NORMAL)

Observou-se uma cortical 6ssea usual intacta com canais de Havers e
no centro uma medula 0ssea vermelha e adiposa, além de areas de uniforme

colagenizacao (Figs. 8 e 9).



Figura 8:Fotomicrografia do grupo controle — 0sso normal mostrando uma
cortical 6ssea intacta, juntamente com a medula 6ssea adiposa. H&E
(ACIOLE,2010).

L . {
Figura 9:Fotomicrografia do grupo controle — osso normal mostrando uma
cortical 6ssea intacta, exibindo uniforme colagenizacado. Picrosirius
(ACIOLE,2010).

5.2.3 GRUPO EXPERIMENTAL (FIR)

A fratura encontrou-se quase que totalmente preenchida por um
trabeculado 6sseo com linhas basofilicas, poucos espacos medulares,

apresentando macréfagos e areas de necrose. Como também se observou



discreta neoformacgdo 6ssea com discreta formacdo madura de colageno (Figs.

10 e 11).
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Figura 10:Fotomicrografia do grupo experimental FIR mostrando que a fratura
encontrou-se quase que totalmente preenchida por um trabeculado ésseo
delgado com linhas basobfilicas e presenca de macréfagos. H&E
(ACIOLE,2010).
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Figura 11: Fotomicrografia do grupo experimental FIR mostrando que a fratura
encontrou-se quase que totalmente preenchida por um trabeculado ésseo,
exibindo discreta neoformacéo éssea com discreta formag¢do madura de

colageno. Picrosirius (ACIOLE,2010).

)

iy

5.2.4 GRUPO EXPERIMENTAL (FIR + ENXERTO)

A fratura encontrou-se preenchida na superficie por grosseiros focos de

mineralizacdo devido a hidroxiapatita e focos necroticos, ao lado de inflamacgéo



cronica e focos hemorragicos. Na regido subjacente observou presenca de um
calo 6sseo representado por feixes fibrosos permeados por cartilagem ao lado
de numerosas trabéculas O6sseas exibindo atividade osteoblastica, havendo

sinais de reabsorcéo (Figs.12 e 13).
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Figura 12: Fotomicrografia do grupo experimental FIR + Enxerto mostrando
gue a fratura encontrou-se preenchida por grosseiros focos de mineralizacéo
(hidroxiapatita), observou-se atividade osteoblastica e focos necroticos. H&E
(ACIOLE,2010).

Figura 13: Fotomicrografia do grupo experimental FIR + Enxerto mostrando
gue a fratura encontrou-se preenchida, exibindo moderada colagenizacao
madura no tecido 6sseo neoformado, apresentando discretamente os

remanescentes de hidroxiapatita na parte superior da fratura. Picrosirius
(ACIOLE,2010).



5.2.5 GRUPO EXPERIMENTAL (FIR + LASER)

A fratura 6ssea encontrou-se totalmente preenchida por um trabeculado
0sseo interconectante com linhas basofilicas e osteoblastos em superficie. De

permeio verificou espacos medulares e sinais de reabsorcédo (Figs. 14 e 15).

Iy g
Figura 14: Fotomicrografia do grupo experimental FIR + Laser mostrando que
a fratura encontrou-se preenchida por um trabeculado 6sseo interconectante
com osteoblastos em superficie, apresentando pequenos sinais de reabsorcéo
e remanescentes de cartilagem. H&E (ACIOLE,2010).
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Figura 15: Fotomicrografia do grupo experimental FIR + Laser mostrando que

a fratura encontrou-se preenchida por um trabeculado ésseo interconectante,

exibindo intensa deposigéo de colageno no tecido 6sseo neoformado, similar
ao tecido 6sseo adjacente. Picrosirius (ACIOLE,2010).



5.2.6 GRUPO EXPERIMENTAL (FIR + ENXERTO + LASER)

A fratura 6ssea encontrou-se quase que totalmente preenchida por um
feixe de tecido fibroso em meio verificou trabeculado 6sseo irregular,
osteoblastos em superficie e area de necrose superficial. Na superficie
observou-se material exdgeno ao lado de focos de mineralizacao e histiécitos,

nao havendo sinais de reabsor¢ao (Figs. 16 e 17).

Figura 16: Fotomicrografia do grupo experimental FIR + Enxerto + Laser
mostrando que a fratura encontrou-se preenchida por um trabeculado 6sseo
por vezes interconectantes em meio ha tecido conjuntivo fibroso. Na superficie
verificou remanescentes de hidroxiapatita e sinais de necrose. H&E
(ACIOLE,2010).



Figura 17: Fotomicrografia do grupo experimental FIR + Enxerto + Laser
mostrando que a fratura encontrou-se preenchida, exibindo intensa
colagenizacao a direita do tecido 6sseo neoformado em relacéo ao tecido
0sseo correspondente ao bordo da fratura. Picrosirius (ACIOLE,2010).

5.2.7 GRUPO EXPERIMENTAL (FISR)

A fratura encontrou-se parcialmente preenchida por um trabeculado
0sseo interconectante com linhas basofilicas, osteécitos irregulares,
osteoblastos em superficie e verificou sinais de reabsor¢cdo. Em meio houve
poucos espacos medulares e um tecido conjuntivo ora frouxo ora fibroso,

apresentando considerado infiltrado inflamatdrio crénico (Figs. 18 e 19).



Figura 18: Fotomlcrografla do grupo experlmental FISR mostrando que a
fratura encontrou-se parcialmente preenchida por um trabeculado 6sseo
interconectante com linhas basdfilicas e osteoblastos em superficie, observou-
se um tecido medular de permeio com discreta inflamacéo crénica. H&E
(ACIOLE,2010).

Figura 19: Fotomlcrografl do grupo experlmental FISR mostrando gue a
fratura encontrou-se parcialmente preenchida, exibindo discreta formacao
colagénica madura no tecido 6sseo neoformado. Picrosirius (ACIOLE,2010).

5.2.8 GRUPO EXPERIMENTAL (FISR + ENXERTO)

A fratura 6ssea encontrou-se quase que totalmente preenchida por um

trabeculado 6sseo lamelar com linhas basofilicas, observou osteoblastos na



superficie, poucos histiocitos, material necroético e sinais de reabsor¢cao. Houve

um tecido conjuntivo frouxo de permeio (Figs. 20 e 21).

Figura 20: Fotomicrografia do grupo experlmental FISR + Enxerto mostrando
gue a fratura encontrou-se preenchida por um trabeculado 6sseo lamelar
exibindo linhas basdfilicas em meio observou um tecido conjuntivo fibroso,
verificou-se também remanescentes de hidroxiapatita e cartilagem. H&E
(ACIOLE,2010).

Figura 21: Fotomlcrografla do grupo experlmental FISR + Enxerto mostrando
gue a fratura encontrou-se quase que totalmente preenchida, exibindo leve
colagenizacéo do tecido 6sseo neoformado maduro similar aos tecidos 0sseos
adjacentes. Picrosirius (ACIOLE,2010).



5.2.9 GRUPO EXPERIMENTAL (FISR + LASER)

A fratura éssea encontrou-se parcialmente preenchida por um
trabeculado &sseo interconectante espesso direcionando-se a cavidade

medular com linhas basofilicas e osteoblastos em superficie (Figs. 22 e 23).
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Figura 22: Fotomicrografia do grupo experimental FISR + Laser mostrando que

a fratura encontrou-se parcialmente preenchida por um trabeculado 6sseo
interconectante espesso direcionando-se a medula éssea. H&E

(ACIOLE,2010).

o -

Y - -
) WY

Figura 23: Fotomicrografia do grupo exprirﬁetal FISR + Laser mostrando que
a fratura encontrou-se parcialmente preenchida por um trabeculado 6sseo
interconectante, exibindo moderada formagéo de colageno. Picrosirius

(ACIOLE,2010).



5.2.10 GRUPO EXPERIMENTAL (FISR + ENXERTO + LASER)

A fratura Ossea apresentou-se totalmente preenchida por um
trabeculado dsseo lamelar com linhas basofilicas, por vezes englobando
produtos dos remanescentes de material exdgeno (hidroxiapatita),
apresentando alguns sinais de reabsorcdo, observando a presenca de

histiécitos (Figs. 24 e 25).

Figura 24: Fotomicrografia do grupo experimental FISR + Enxerto + Laser
mostrando que a fratura encontrou-se preenchida por um trabeculado 6sseo
lamelar, apresentando poucos sinais de reabsorcdo. H&E (ACIOLE,2010).

Figura 25: Fotomicrografia do grupo experimental FISR + Enxerto + Laser
mostrando que a fratura encontrou-se preenchida por um trabeculado 6sseo,
exibindo marcante colagenizacdo madura de tecido 6sseo neoformado
correspondente as bordas da fratura. Picrosirius (ACIOLE,2010).



5.3 HISTOMORFOMETRIA

5.3.1 FIR

A anadlise histomorfométrica mostrou uma maior quantidade de
neoformacdo 6ssea nos grupos tratados com FIR + L e FIR + B + L, e menor
atividade nos grupos tratados com FIR e FIR + B (Tab. 3, Fig.26). A andlise
estatistica (Teste Exato de Fischer) evidenciou diferenca significante entre o
grupo tratado com FIR + B + L e grupo tratado com FIR + B (p<0.04).

Tabela 3: Percentual de Neoformacdo Ossea observado no Grupo Tratado
com FIR. (ACIOLE, 2010).

Grupos Gradacao
Ausente Leve Moderada Intensa
FIR 0,00% 66,60% 33,30% 0,00%
FIR+B 0,00% 100,00% 0,00% 0,00%
FIR+L 0,00% 33,30% 0,00% 66,60%
FIR+B+L 0,00% 25,00% 50,00% 25,00%

Neoformacio Ossea - FIR
100,00% |

75,00% |

50,00% |

Percentual

" Ausente

| Leve
25,00% | " Moderada

¥ ntensa
0,00% <=
- E |
FIR ——
FIR +B — . ;
FIR+L —
FIR+ B+L

Grupos

Figura 26: Resultado do exame histomorfométrico demonstrando os
percentuais de neoformacao 0ssea dos grupos experimentais tratados com
FIR. (ACIOLE,2010).
Os grupos tratados com FIR + B + L e FIR apresentaram menor

atividade de reabsorcdo 0ssea, sendo os tratados com FIR + B e FIR + L 0s

gue mostraram uma maior atividade osteoclastica (Tab. 4, Fig.27). A analise



estatistica (Teste Exato de Fischer) evidenciou uma diferenga significante entre
0 grupo FIR quando comparado ao grupo FIR + B (p<0.04).

Tabela 4: Percentual de Reabsorcdo Ossea observado nos Grupos Tratados
com FIR. (ACIOLE, 2010).

Grupos Gradacgao
Ausente Leve Moderada Intensa
FIR 100,00% 0,00% 0,00% 0,00%
FIR+B 25,00% 75,00% 0,00% 0,00%
FIR + L 33,30% 33,30% 33,30% 0,00%
FIR+B+L 75,00% 25,00% 0,00% 0,00%
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Figura 27: Resultado do exame histomorfométrico demonstrando o percentual
de reabsorcao 0ssea dos grupos tratados com FIR. (ACIOLE,2010).

Com relacédo a resposta inflamatéria, verificou-se uma maior intensidade
de infiltrado inflamatério crénico no grupo tratado com FIR + B e menor no
grupo tratado com FIR + B + L, o qual o infiltrado inflamatério era cronico e leve
e muitas vezes ausente (Tab. 5, Fig. 28). A analise estatistica (Teste Exato de
Fischer) mostrou uma diferenca significante entre o grupo tratado com

FIR+B+L e o grupo tratado com FIR + L (p<0.04).



Tabela 5: Percentual da Resposta Inflamatoria observado no Grupo Tratado

com FIR. (ACIOLE, 2010).

Grupos Gradacgao
Ausente Leve Moderada Intensa
FIR 0,00% 100,00% 0,00% 0,00%
FIR+B 0,00% 75,00% 0,00% 25,00%
FIR +L 0,00% 100,00% 0,00% 0,00%
FIR+ B+L 75,00% 25,00% 0,00% 0,00%
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Figura 28: Resultado do exame histomorfométrico demonstrando os
percentuais de inflamacao crbénica dos grupos tratados com FIR.
(ACIOLE,2010).

Com relacdo ao grau de deposicéo de colageno, verificou-se uma maior
intensidade de deposi¢céao no grupo tratado com FIR + B + L e menor deposicéo
no grupo tratado com FIR (Tab. 6, Fig. 29). A analise estatistica (Teste Exato
de Fischer) mostrou uma diferenca significante entre o grupo tratado com FIR +
B e ao tratado com FIR + L (p<0.05).

Tabela 6: Percentual da Deposi¢cado de Colageno observado no Grupo Tratado
com FIR (ACIOLE, 2010).

Grupos Gradacao
Ausente Leve Moderada Intensa
FIR 0,00% 66,60% 33,30% 0,00%
FIR+B 0,00% 25,00% 50,00% 25,00%
FIR+L 0,00% 33,30% 33,30% 33,30%
FIR+ B+L 0,00% 0,00% 25,00% 75,00%
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Figura 29: Resultado do exame histomorfométrico demonstrando os
percentuais de deposicao de colageno nos grupos experimentais tratados com
FIR. (ACIOLE,2010).

5.3.2 FISR

A analise histomorfométrica dos grupos utilizando fio de aco mostrou
uma maior intensidade de neoformacao 6ssea no grupo FISR + B + L, onde os
grupos gue apresentaram uma menor atividade reparacional foram FISR, FISR
+ B e FISR + L (Tab. 7, Fig.30). A comparacdo dos grupos, contudo, néao

mostrou diferenca significante entre os grupos.

Tabela 7: Percentual de Neoformacdo Ossea observado no Grupo Tratado
com FISR (ACIOLE, 2010).

Grupos Gradacao
Ausente Leve Moderada Intensa
FISR 0,00% 0,00% 25,00% 75,00%
FISR + B 0,00% 0,00% 25,00% 75,00%
FISR + L 0,00% 0,00% 33,30% 66,60%
FISR+B +L 0,00% 0,00% 0,00% 100,00%




75,00%

50,00%

Percentual

25rn{n¢.

0,00%

100,00% |

Neoformacio Ossea - FISR

1

FISR

FISR+B

FISR+L

Grupos

i

FISR+B+L

" Ausente
"l eve

" Moderada
®|ntensa

Figura 30: Resultado do exame histomorfométrico demonstrando os
percentuais de neoformacao 0ssea dos grupos experimentais tratados com

FISR. (ACIOLE,2010).

A Tabela 8 e Figura 31 mostram que o grupo FISR + B + L apresentou

uma menor atividade de reabsorgcéo 0ssea, ao contrario do grupo FISR + B que

obteve uma maior atividade osteoclastica, contudo sem diferenca significante

entre 0s grupos.

Tabela 8: Percentual de Reabsorcédo Ossea observado no Grupo Tratado com

FISR (ACIOLE, 2010).

Grupos Gradacao
Ausente Leve Moderada Intensa
FISR 50,00% 50,00% 0,00% 0,00%
FISR +B 25,00% 75,00% 0,00% 0,00%
FISR + L 33,30% 33,30% 33,30% 0,00%
FISR+B +L 66,60% 33,30% 0,00% 0,00%
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Figura 31: Resultado do exame histomorfométrico demonstrando o percentual
de reabsorcao 0ssea dos grupos tratados com FISR. (ACIOLE,2010).

Em relagdo a resposta inflamatoria, verificou-se uma maior intensidade
do infiltrado inflamatério crénico no grupo FISR + B, ao contrario dos grupos
FISR + B + L e FISR + L que obtiveram uma menor intensidade de infiltrado
inflamatorio crénico, sendo na maioria das vezes ausente (Tab. 9, Fig. 32). O
Teste Exato de Fischer mostrou diferenca significante entre o grupo FISR+B+L

e 0 grupo tratado com FISR + B (p<0.04).

Tabela 9: Percentual da Resposta Inflamatoria observado no Grupo Tratado
com FISR (ACIOLE, 2010).

Grupos Gradacao
Ausente Leve Moderada Intensa
FISR 25,00% 50,00% 25,00% 0,00%
FISR + B 25,00% 75,00% 0,00% 0,00%
FISR + L 66,60% 33,30% 0,00% 0,00%
FISR+B +L 66,60% 0,00% 33,30% 0,00%
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Figura 32: Resultado do exame histomorfométrico demonstrando os
percentuais de inflamacao crénica dos grupos tratados com FISR.
(ACIOLE,2010).

Em relacdo ao grau de deposicdo de colageno, verificou-se uma maior
intensidade no grupo tratado com FISR + B + L, e menor no grupo FISR (Tab.
10, Fig.33). A andlise estatistica (Teste Exato de Fischer) mostrou uma
diferenca significante no grupo tratado com FISR + B + L e ao grupo tratado

com FISR (p<0.05).

Tabela 10: Percentual da Deposicédo de Colageno observado no Grupo Tratado
com FISR (ACIOLE, 2010).

Grupos Gradacao
Ausente Leve Moderada Intensa
FISR 0,00% 50,00% 50,00% 0,00%
FISR + B 0,00% 50,00% 25,00% 25,00%
FISR + L 0,00% 0,00% 66,60% 33,30%
FISR+B +L 0,00% 0,00% 33,30% 66,60%
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Figura 33: Resultado do exame histomorfométrico demonstrando os
percentuais de deposicao de colageno dos grupos tratados com FISR.
(ACIOLE,2010).

5.4 FLUORESCENCIA LASER
5.4.1FIR

Um resumo dos resultados da leitura da fluorescéncia dos grupos
tratados com FIR pode ser observado na Tabela 11 e Figura 34. A analise
estatistica mostrou que dados normalmente distribuidos. Evidenciou-se
diferenca significante entre os grupos tratados e 0 0sso basal (controle) e entre
os tratamentos (Anova, p<0.001). A comparacdo dos grupos entre si (Teste T
de Student) mostrou diferenca significante entre os grupos FIR + B, FIR + L,
FIR + B + L (p<0.001) e FIR (p<0.007) quando comparados com o grupo nao
tratado (controle). Observam-se também diferencas significativas entre os
grupos FIR + B e FIR + B + L quando comparados com 0 grupo somente
tratado com miniplaca e parafusos (FIR) (p<0.001); e também entre 0s grupos

FIR + B e FIR + B + L, quando comparados com o grupo FIR + L (p<0.001).



Tabela 11: Médias e desvio padrdo da Fluorescéncia nos grupos tratados com
Fixacdo Interna Rigida (ACIOLE,2010).

Grupo Média + DP
Osso Basal® 5.8+ 0,7 Pode
FIR® 7,3 1%
FIR + B 3.0 41 4%P
FIR +L° 71+0,720°
F|R+B+Le 2’511’3 ad

* Diferenca Significante (p<0.05)
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Figura 34: Resultado da leitura da fluorescéncia laser dos grupos tratados com
FIR. (ACIOLE,2010).

5.4.2 FISR

Um resumo dos resultados da leitura da fluorescéncia dos grupos
tratados com FISR pode ser observado na Tabela 12 e Figura 35. A andlise
estatistica mostrou que dados normalmente distribuidos e evidenciou diferenca
significante entre os grupos tratados e o0 0sso basal (controle) e entre os
diversos tratamentos (Anova, p<0.001). A comparacdo dos grupos entre Si
(Teste T de Student) mostrou diferenca significante entre os grupos FISR + B,

FISR + B + L (p < 0.001), FISR (p < 0.035) e FISR + L (p = 0.043) quando



comparados com o grupo nao tratado (controle). Em relagéo aos grupos FISR
+ B e FISR + B + L observaram-se diferencas quando comparados ao grupo
FISR+L (p < 0.001). Os grupos FISR + B e FISR + B + L (p < 0.001), foram
significativamente diferentes do grupo tratado somente com osteossintese
(FISR), como também entre eles (Teste T de Student, p < 0.008).

Tabela 12: Médias e desvio padrdo da Fluorescéncia nos grupos tratados com
Fixacdo Interna Semi Rigida (ACIOLE,2010).

Grupo Média + DP
Osso Basal® 5,8 +0,7>%%¢
FISR 6.0 + 0,9%¢e
FISR + B;: 3+ 1’4a,b,d,e
FISR + L 6,6 + 0,02
FISR+B + L® 1,7 + O’5a,c,d

* Diferenga Significante (p<0.05)
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Figura 35: Resultado da leitura da fluorescéncia laser dos grupos tratados com
FISR. (ACIOLE,2010).

5.5 Espectroscopia Raman

A espectroscopia Raman do o0sso mostrou a presenca de bandas

vibracionais proeminentes da composicdo tecidual. A Figura 36 mostra as



principais bandas Raman: 862, 958, 1070, 1270, 1326, 1447 e 1668 cm™. As
bandas de 1668 cm™ e as de 1270 e 1326 cm™ s#o atribuidas ao amido | e ao
amido IlI, ja as de 958 e 1070 cm™ s&o atribuidos fosfato e ao carbonato de
hidroxiapatita, respectivamente. A banda de 862 cm™ pode ser atribuida a
bandas vibracionais do C-C e C-C-H, sendo a extens&o do colageno e lipidios.
A banda de 1447 cm™ é atribuida aos modos de flexdo e extensdo dos grupos

CH dos lipidios e das proteinas.
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Figura 36: Principais bandas do espectro Raman. (ACIOLE,2010).

As Figuras 37 e 38 mostram os espectros médios da hidroxiapatita
(HAC, 958 cm™) obtidos de todos os grupos tratados com FIR (Fig. 37) e com
FISR (Fig. 38) bem como o espectro médio do 0sso nao tratado (osso basal). A
intensidade do deslocamento Raman € diretamente relacionada com a

concentracgao/incorporacdo da HAC ao osso. Assim sendo, intensidades altas

representam concentracdes elevadas de HAC no tecido.
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Figura 37: Demonstracao dos espectros médios da hidroxiapatita dos grupos
tratados com FIR. (ACIOLE,2010).
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Figura 38: Demonstracédo dos espectros médios da hidroxiapatita dos grupos
tratados com FISR. (ACIOLE,2010).

55.1 FIR

Os resultados das leituras médias da regido do pico de 958cm™ e desvio
padrdo podem ser vistos na Tabela 13. Observa-se que 0 0sso basal
apresentou um valor médio de 1234 + 220,1 enquanto nos grupos tratados com

FIR, o grupo FIR + B + L foi aquele que apresentou um melhor desempenho



(3521 + 2670), sendo o menor valor observado no grupo FIR + B (212,2 +
119,8).
Tabela 13: Médias e desvio padrao das intensidades do deslocamento Raman

da CHA (958 cm™) nos grupos tratados com Fixacdo Interna Rigida
(ACIOLE,2010).

Grupo Média + DP

Osso Basal® 1234,4 + 220,1 >4
FIRP 386,7 + 73,499
FIR + B 212,2 119,804
FIR + L 1618 + 71120
FIR+B+L° 3521 + 2670 %%

* Diferenga Significante (p<0.05)

A andlise estatistica nos grupos tratados com FIR mostrou diferenca
significante entre todos o0s grupos tratados e o 0sso basal e entre o0s
tratamentos (Anova, p<0.001). A comparacao dos grupos entre si (Teste T de
Student) mostrou diferenca significante entre os grupos FIR + B, FIR + L e FIR
+ B + L (p<0.001) quando comparados ao grupo FIR. Entre os grupos FIR + L
e FIR+B + L (p<0.001) e grupo FIR + B, e também entre o grupo FIR+B + L e

o FIR + L (P<0.001) (Fig.39).
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Figura 39: Resultado do exame de espectroscopia Raman dos grupos tratados
com FIR. (ACIOLE,2010).



5.5.2 FISR

Nos grupos tratados com FISR (Tabela 14), observou-se um melhor
desempenho no grupo FISR + B+ L (1680 = 822) e o desempenho mais
modesto foi observado no grupo FISR + B (501,4 £ 328,6).

Tabela 14: Médias e desvio padrao das intensidades do deslocamento Raman

da HAC (958 cm™) nos grupos tratados com Fixacdo Interna Semi Rigida
(ACIOLE,2010).

Grupo Média + DP

Osso Basal® 1234,4 +220,1 >*%¢
FISR® 511,9 + 209,2 ¢
FISR + B 501,4 + 328,6 %¢

FISR + L 759,6 + 319,33bc¢
FISR +B +L° 1680 + 822 P4

* Diferenca Significante (p<0.05)

Nos grupos tratados com FISR diferencas significantes foram
observadas entre os grupos tratados e o osso basal e entre os diversos
tratamentos (Anova, p<0.001). A comparacdo entre grupos (Teste T de
Student) mostrou diferenca significante entre os grupos FISR + L e FISR + B +
L em comparagcao com o grupo FISR (p<0.001) e entre os grupos FISR + L e

FISR + B + L quando comparados ao grupo FISR+B (p<0.001) (Fig. 40).
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Figura 40: Resultado do exame de espectroscopia Raman dos grupos tratados

5.6 Correlacédo Pearson

A correlacdo entre as leituras da fluorescéncia dos grupos tratados com
FIR com o padrdao ouro (Deslocamento Raman) foi negativa, mas nao
significante (R?= -0,15; p = 0,282, Fig. 41). O mesmo foi observado na
correlacdo no grupo tratado com FISR, contudo, além de se manter negativa,
esta correlacdo foi significante (R’= - 0,60; p < 0.001, Fig. 42). Estes
resultados indicam que, a medida que o nivel de HAC aumenta, como

evidenciado pelo deslocamento Raman, menor é a fluorescéncia detectada

pelo DIAGNOdent®.

com FISR. (ACIOLE,2010).
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Figura 41: Demonstragao da correlagéo entre as leituras da fluorescéncia dos
grupos tratados com FIR com o padréo ouro (Deslocamento Raman)
(ACIOLE,2010).
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Figura 42: Demonstracéo da correlacdo entre as leituras da fluorescéncia dos
grupos tratados com FISR com o Deslocamento Raman (ACIOLE,2010).



6 — DISCUSSAO

As alternativas terapéuticas restauradoras na regido buco-maxilo-facial
buscam solucionar e melhor compreender os mecanismos dos processos de
cicatrizacdo e o desenvolvimento de novas técnicas de reconstrucdo utilizando
enxertos 6sseos. Porém, nos dias atuais persiste a discussao sobre que tipo de
0sso seria ideal para ser utilizado como enxerto e qual tipo de técnica mais
adequada para obté-lo (AJZEN et al. 2005).

Um dos maiores problemas na Odontologia moderna é a recuperacéo
das perdas Osseas, que podem ser causadas por trauma, procedimentos
cirdrgicos ou por processos patologicos. A cirurgia moderna tem recorrido a
enxertos para substituicdo perdas de substancia no corpo humano. O
progresso das técnicas cirargicas e 0s avancgos cientificos estenderam as
indicacbes dos enxertos a varias areas da Medicina e da Odontologia. Com
isso, muitos pesquisadores trabalham exaustivamente com o proposito de
encontrar meios e ou um material de aporte 6sseo ideal que venha contribuir
positivamente para a reparacdo oOssea (PINHEIRO et al. 2003; LE
GUEHENNEC; LAYROLLE; DACULSI, 2004).

O tecido 6sseo possui boa capacidade regenerativa conseguindo
restaurar as propriedades mecéanicas e estruturais, porém, alguns cuidados
devem ser respeitados durante o processo de reparagdo, tais quais o
suprimento sanguineo, a estabilidade mecéanica e a auséncia de outros tecidos
com alta atividade proliferativa (PINHEIRO; GERBI, 2006).

Para uma melhor compreensdo dos resultados obtidos se faz necessario
tecermos alguns comentarios: o 0sso maduro € um tecido altamente celular e de

formacéao rapida, porém é relativamente pouco mineralizado, com fibras orientadas



ao acaso e pouca resisténcia. Em seguida, é substituido por osso maduro ou
lamelar, capaz de suportar cargas. Nossos resultados mostraram um aumento
significativo na deposicdo de fibras colagenas, orientadas de forma bem
organizada quando o 0sso € irradiado e consequentemente a reparacao se finaliza
com um arranjo de osso lamelar mais compacto, com maior vascularizacao,
alcancando um padrédo de tecido 6sseo de melhor qualidade (OSAWA, et al.,
1998; GERBI, 2001; PINHEIRO et al., 2001; GERBI et al., 2003; PINHEIRO, et al.,
2002; GERBI et al., 2006; LIMEIRA JUNIOR et al., 2003; PINHEIRO et al., 2003;
PINHEIRO; GERBI, 2006).

O tecido 6sseo exibe um potencial de regeneracdo surpreendente e
restaura-se perfeitamente sua estrutura original e suas propriedades
mecanicas; mas esta capacidade tem seus limites e também pode falhar, se
certas condi¢cdes nao forem atendidas. Os fatores que impedem ou previnem o
reparo 0sseo sdo, entre outros, falhas de vascularizacdo, instabilidade
mecanica, defeitos sobre estendidos, e tecidos competidores com alta atividade
de proliferacdo. A perda de fragmentos ou a remocéao cirurgica de fragmentos
necroticos criam defeitos, em geral muitos amplos para serem preenchidos de
forma espontanea por 0sso. Finalmente, as células dos tecidos moles podem
proliferar mais rapidamente e ocupar o local do defeito primeiro do que as
células do tecido Osseo. Diante desse problema de dificil solucdo, ha
necessidade de lancar mao dos enxertos 6sseos para estimular a formacéo
o0ssea (GERBI, 2004).

Neste estudo foram utilizados coelhos machos adultos jovens, para
evitar a interferéncia de fatores como climatério e idade. A utilizacdo de coelhos

para estudo da remodelacdo d6ssea também é frequente, uma vez que as



respostas do tecido 6sseo destes mamiferos as injurias se assemelham as
encontradas em humanos (LOPES et al. 2005).

Neste estudo foram utilizados materiais de osteossintese: fios de ago e
miniplacas, para fixacdo das fraturas ésseas, pois estes sistemas de fixacao
sdo utilizados usualmente no tratamento das fraturas 0sseas do complexo
maxilofacial (LOPES, 2008).

InUmeras pesquisas tem sido realizadas, com o objetivo de encontrar
meios pelos quais se possa obter uma reparacao 6ssea mais rapida. Varias
investigacBes tem mostrado que o uso da hidroxiapatita de calcio (HAC) atua
como um agente osteocondutor no reparo de 0sseo devido ao seu efeito
osteogénico sendo a sua principal funcdo a osteoconducédo (LOPES et al.
2005; LOPES et al. 2007; LOPES et al. 2007; PINHEIRO et al. 2009),
corroborando com nossos resultados.

Outra técnica cirurgica utilizada no reparo de defeitos 0sseos, visando
impedir a invasdo de tecidos ndo osteogénicos para dentro da cavidade, € a
ROG. Esta técnica promove uma formacdo 6ssea por protecdo, através de
barreiras fisicas (membranas) que podem ser reabsorviveis ou ndo, e usadas
associadas ou nao a substitutos 6sseos (CARPIO et al. 2000; SIMONPIETRI-C
et al. 2000; RESTREPO et al. 2001; GERBI, 2001; GERBI et al., 2003;
LIMEIRA JUNIOR et al. 2003; PINHEIRO et al, 2003; TAGA; MULATINHO,
2007; LOPES et al. 2007; GERBI; PINHEIRO; RAMALHO, 2008; TORRES et
al. 2008; PINHEIRO et al. 2009). Assim, esta capacidade auxiliar foi o0 motivo
pelo qual utilizamos o procedimento da ROG em associacdo ao biomaterial

usado neste estudo.



A irradiagdo ocorreu de forma pontual, onde a caneta laser foi
posicionada numa angulacdo de 90° em relagcdo ao longo eixo do 0Sso em
contato com a pele do animal (transcutaneamente). Estes cuidados permitem
gue a energia depositada penetre no tecido com menos perda por reflexao
especular (MESTER; MESTER; MESTER, 1985; BAXTER, 1998).

O aparelho laser utilizado neste estudo foi escolhido em funcdo de sua
qgualidade de aparelho portatil, por ser clinicamente utilizado e por ser um
aparelho que tem liberacdo pela ANVISA.

Neste estudo, avaliou-se o efeito da fotobiomodulacdo laser utilizando
um Laser de GaAlAs (A780nm, 50mW, CW, ®~0,5cm, 4J/cm? por ponto,
16J/cm? por sessdo) na biomodulacdo dssea apés fratura em tibia de coelho,
associado ou ndo a colocacao de implante de HATCP e ROG através da
colocacdo de membrana biolégica de cortical bovina desmineralizada. Utilizou-
se o laser diodo infravermelho de A780nm pela propriedade de penetracéo
tecidual maior nos tecidos subcutaneos devido a sua baixa absorcdo na agua
ou nos pigmentos da pele (2-6 mm ou mais) (BASFORD, 1995; KOLAROVA;
DITRICHOVA; WAGNER, 1999).

O uso potencial dos laseres na biomodulacdo do reparo 0sseo, atraves
de suas propriedades fotoquimicas e fotobiol6gicas, tem sido estudado por
pesquisadores em todo o mundo com o0 objetivo de proporcionar ao paciente
submetido a cirurgia, uma maior rapidez na cicatrizacdo Ossea, menor
desconforto pés-operatdrio, menor quadro de edema pdés-cirargico e melhor
cicatrizacao tecidual. Entretanto, uma revista da literatura revela que, estudos
sobre a influéncia da fototerapia laser na cicatrizacdo Ossea ainda sé&o

deficientes.



A motivacdo principal deste estudo foi em relagdo ao tempo e a
gualidade da reparagdo Ossea, visto que estudos anteriores demonstraram
sucesso do uso da fotobiomodulagéo a laser em lesGes 6sseas. Porém, esta
area ainda € controversa devido ao relato de resultados conflitantes. Portanto,
€ necessario identificar os melhores parametros a serem utilizados na pratica
clinica (PINHEIRO, 1998; PINHEIRO et al. 2003; PINHEIRO; GERBI, 2006;
WEBER et al. 2006; GERBI et al. 2005; LOPES et al. 2005; LOPES et al. 2007;
LOPES et al. 2007).

Um ponto importante neste estudo é a dose utilizada de 4J/cm?
delimitando a &rea cirGrgica em quatro pontos, perfazendo um total de 16J/cm?
por aplicacdo, e um total de 112J/cm? dose total tratamento, foram realizadas
sete aplicacdes a cada 48 horas, sendo a primeira imediatamente ap0s o ato
cirargico. Estes procedimentos, assim como a dosimetria, foram embasados na
recomendacdo da literatura e conforme o protocolo clinico usado por Pinheiro
et al. (2001); Pinheiro e Gerbi (2006), os quais relataram que neste periodo
ocorre uma maior resposta celular, ja que o tecido procura reparar a injuria do
tecido através dos mediadores quimicos da inflamacéo e da proliferacao celular
gue seriam biomodulados pela radiacédo laser, efeito este que € acumulativo.
Estes parametros utilizados sdo semelhantes aos preconizados pela literatura
para acelerar o processo de reparo 6sseo (OSAWA et al., 1998; PINHEIRO,
1998; PINHEIRO; BRUGNERA JUNIOR; ZANIN, 2010; OLIVEIRA, 1999;
SILVA JUNIOR et al. 2002; GERBI et al. 2003; LIMEIRA JUNIOR et al. 2003;
PINHEIRO et al. 2003; PINHEIRO; GERBI, 2006).

Como podemos observar através dos resultados obtidos no presente

trabalho e com as informacgdes colhidas por meio da revisao da literatura, os



mecanismos de acdo da FBML e da HATCP, que d&o inicio ao estimulo do
desencadeamento da cascata de eventos necessarios ao processo da
reparacdo O0ssea, sdo completamente diferentes, porém os objetivos a serem
alcancados por ambos sao similares, embora o ponto gatilho seja por
mecanismos diferentes a cascata de eventos ocorre da mesma maneira:
quimiotaxia, proliferacdo das células indiferenciadas, estimulacdo do pro6-
colageno, deposicdo de fibras colagenas, diferenciacdo e maturacdo celular
(osteoblastos e condroblastos), deposicdo de matriz ostedide, culminando com
a mineralizacdo, formando o tecido 6sseo (GERBI et al. 2005; GERBI;
PINHEIRO; RAMALHO, 2008; PINHEIRO et al. 2009).

De acordo com os resultados obtidos no presente estudo em relagéo a
analise histolégica nos grupos tratados com FIR, evidenciou-se que a
associacdo de todas as terapias aplicadas no estudo, causou um maior
preenchimento pelo trabeculado 6sseo, devido uma maior quantidade de
osteoblastos e colageno, além de n&o observar sinais de reabsor¢cdo. Em
relacéo aos grupos tratados com FISR, observou-se um melhor preenchimento
da fratura 0ssea por um trabeculado 6sseo, apesar de observar alguns sinais
de reabsorcdo no grupo tratado com laser, HATCP e ROG. Esses resultados
corroboram com estudos realizados anteriormente por nosso grupo (PINHEIRO
et al., 2003; GERBI et al. 2005; LOPES et al. 2007; GERBI; PINHEIRO;
RAMALHO, 2008, TORRES et al. 2008; PINHEIRO et al. 2009).

Os resultados obtidos no presente estudo, no que se refere a
comparacdo entre os grupos com FIR em relacdo a neoformacdo Ossea,
reabsorcéo 0ssea, resposta inflamatéria e deposicéo de colageno, evidenciou-

se que o grupo tratado com FIR + B + L demonstrou melhores resultados



histomorfométricos quando comparado com os demais grupos. Comparando 0s
grupos com FISR em relac@o a analise histomorfométrica, observou-se que o
grupo tratado com FISR + B + L apresentou um melhor desempenho tanto na
qualidade quanto a quantidade 6ssea, quando comparado aos demais grupos
tratados. Estes dados corroboram com a literatura no que se refere a qualidade
da reparacdo 6ssea, pois segundo autores a fotobiomodulacéo laser associado
ao uso de HATCP gera aumento da proliferacdo e da atividade fibroblastica
(deposicdo de colageno) e osteoblastica, neoformacdo Ossea e diminuicdo
inflamatdria (LIMEIRA JUNIOR et al 2003; PINHEIRO; GERBI. 2006; WEBER
et al. 2006; LOPES et al. 2007; TORRES et al. 2008).

Outro fator relevante deste estudo foi a escolha dos métodos de
avaliacdo do tecido 0sseo. A espectroscopia Raman permite avaliacao
molecular da amostra e o DIAGNOdent® que permite através da fluorescéncia
visualizar o grau de desmineralizacdo da amostra, sem preparo prévio
elaborado da amostra e que ja foi utilizada com sucesso anteriormente neste
tecido pelo nosso grupo e por outros (SCHRADER; DIPPEL, 1999; PARDI et al.
2000 PINHEIRO et al. 2003; SILVEIRA JUNIOR et al. 2003; LOPES et al.,
2007; ZANIN et al. 2007).

Neste trabalho foi utilizada a técnica de analise da espectroscopia
Raman no infravermelho préximo como forma de andlise devido a fidelidade de
seus resultados, 0s quais apresentam caracteristicas da estrutura molecular
das amostras, para quantificar os niveis de concentracdo da HAC no processo
de reparacdo Ossea em fraturas cirdrgicas submetidas ou ndo a

fotobiomodulacdo a laser (infravermelho) e a enxerto de HATCP ou nédo e



membrana biologica (LOPES et al 2005; LOPES et al. 2007; LOPES et al.
2007).

Até o presente momento, poucos trabalhos mostraram a utilizacdo da
espectroscopia Raman na cicatrizacao 0ssea associada a fotobiomodulacéo a
laser. Quando comparamos os resultados obtidos neste estudo, avaliados
através da espectroscopia Raman nos grupos tratados com FIR e FISR,
observou-se que, o grupo que apresentou melhor desempenho foi FIR + B + L,
devido a uma maior concentragcdo de HAC no local da fratura, demonstrando
gue neste apresentou uma melhor reparacdo o6ssea. Outros trabalhos
publicados anteriormente evidenciaram a eficacia, em avaliar a quantificacao
da concentracdo da HAC no tecido O0sseo submetido ou nédo a
fotobiomodulacéo laser e ao enxerto de HATCP (LOPES et al 2005; LOPES et
al. 2007; LOPES et al. 2007).

O aparelho DIAGNOdent® foi projetado originalmente para o diagnéstico
da carie. A literatura relata a deteccdo de trifosfato de célcio, dihidrato de
fosfato de calcio e carbonato de calcio medido pela fluorescéncia com
excitacdo de A655nm (LUSSI et al 2004). Também foi encontrado que, é
improvavel que o fosfato de calcio deve ser responsavel pela fluorescéncia
basal de dentes higidos. Fluorescéncia basal pode ser o resultado da
combinacdo da matriz inorganica com a absorcdo de moléculas organicas
(LUSSI et al 2004). Também foi encontrado que a fluorescéncia varia de
acordo com a cor ou o dente como manchas que afeta a cor do dente e a
fluorescéncia basal.

E importante que célculo, placa hipomineralizada, depdsito de materiais

compositos, residuos de pastas de polimento e manchas de polimento também



produzem fluorescéncia (SHI et al. 2001; LUSSI et al. 1999; LUSSI et al. 2001;
SHEEHY et al. 2001; FARAH et al. 2008).Tem sido demonstrado que este
dispositivo apresenta boa reprodutibilidade tanto in vivo (LUSSI et al. 2001;
SHEEHY et al. 2001; PINELLI et al. 2002) quanto in vitro (SHI et al. 2001;
LUSSI et al 1999; LUSSI; FRANCESCUT. 2003; BRAGA et al. 2008).

Fomos incapazes de encontrar qualquer precedente na literatura em
relacdo ao uso deste dispositivo (DIAGNOdent®) como um método de biépsia
Optica. Isso torna muito dificil discutir nossos resultados. Devido a isso,
decidimos validar esta nova aplicagdo usando espectroscopia Raman como
padrao-ouro.

No presente estudo encontramos diferenca significante nos grupos
tratados com FIR que obteve com forma de mensuracdo o DIAGNOdent®.
Observamos também menor grau de desmineralizacdo no grupo FIR + B + L
guando comparado aos demais grupos experimentais e também com o grupo
controle (basal). Quando comparamos o0s grupos tratados com FISR,
observamos uma resposta similar aos grupos tratados com FIR, onde o grupo
FISR + B + L foi que obteve a melhor resposta, observando-se uma menor
desmineralizacdo em relacdo aos demais grupos tratados e nao tratado.

A correlacdo de Pearson foi utilizada para verificar se as leituras de
fluorescéncia se correlacionam com o padrdo-ouro (espectroscopia Raman).
Observamos que a correlacdo entre os niveis de HAC foi negativa tanto para o
0s grupos tratados com FIR como para os FISR. Isto significa que, os picos
mais altos de HAC, como determinado pela espectroscopia Raman, sao

mostrados com menor leitura de fluorescéncia do DIAGNOdent®, validando-se



assim o uso do equipamento como um dispositivo capaz de realizar bidpsia em
tecido Gsseo.

A associacdo das terapias (laser, HATCP e ROG), tem como fungéo
acelerar o processo de reparo e pudemos observar que a utlizacdo da
associacdo das duas terapias, resultou em uma acdo de sinergismo,
favorecendo em grande escala o processo de reparacdo 0ssea, promovendo
um tecido 6sseo com mais qualidade, jA& que suas lamelas concéntricas sao
mais compactas e possuem uma maior vascularizagao.

Os resultados obtidos deste estudo sugerem que a Fotobiomodulacéo
laser associado ao uso de HATCP e a membrana biolégica incrementou,
guantitativa e qualitativamente, o processo de reparacdo 0Ossea tanto nos

grupos tratados com FIR como nos tratados com FISR.



7 — CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos e baseados na metodologia
utilizada, conclui-se que:

- A fotobiomodulagdo Laser no Infravermelho em associa¢cdo ao uso da
HATCP e ROG foi efetivo na melhora e aceleracédo do reparo ésseo de fraturas
tratadas com FIR como as tratadas com FISR.

- A andlise histolégica evidenciou que, a associacdo da FBML com a
HATCP e a ROG, em fraturas tratadas com FIR e FISR, resultou no reparo do
tecido 6sseo com uma maior quantidade de trabeculado ésseo, presenca de
um maior numero de osteoblastos, fibroblastos e aumento na deposicdo de
colagenao.

- A andlise histomorfométrica mostrou uma maior neoformacao 0ssea,
menor reabsorcdo 0ssea, menor resposta inflamatoria e uma maior deposicao
de colageno, nos grupos em que foi realizado a fotobiomodulacdo laser
associado ao uso da HATCP e a ROG nos grupos tratados com FIR e FISR.

- A andlise por espectroscopia Raman mostrou uma maior deposi¢cao de
HAC nas fraturas 0sseas tratadas com laser associado ao uso da HATCP e
ROG nos grupos tratados com FIR e FISR.

- A andlise por fluorescéncia laser mostrou que associacdo da FBML
com a HATCP e a ROG nos casos tratados com FIR e FISR resultaram em um
aumento da mineralizacao das fraturas 6sseas.

- A correlacdo de Pearson evidenciou que existe uma correlacéo
negativa entre as leituras feitas por fluorescéncia laser e o deslocamento
Raman (HAC) apontando para a possibilidade do uso do DIAGNOdent® como

um instrumento capaz de realizar bidpsia Optica em tecido 6sseo.
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