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Universidade Estadual Paulista; 2019. 

 

Resumo 

Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da biomodulação e bioatividade no reparo 
ósseo de ratas ovariectomizadas submetidas à simulação de fraturas femurais. Sessenta e 
quatro ratas Wistar (Rattus novergicus), fêmeas, com 6 meses de idade, em que metade dos 
animais foram submetidos à ovariectomia bilateral (OVX) e a outra metade à cirurgia fictícia 
de ovariectomia (SHAM), e um período de 3 meses foi acompanhado para a verificar se a 
osteoporose estava presente. As ratas foram submetidas à simulação de fratura em ambos os 
fêmures e a fratura foi fixada com miniplaca e parafusos do sistema 1,5 mm. A metade das 
amostras tiveram miniplacas com texturização de superfície tratadas por oxidação com plasma 
eletrolítico (PEO), que ficou em contato com o "gap" reparacional e, a outra metade com 
miniplacas convencionais, com superfície (CONV). Estes grupos experimentais não foram 
submetidos à biomodulação (CO). Para o mesmo desenho experimental dos grupos, no ato 
operatório, após a fixação das fraturas, os demais grupos experimentais foram submetidos à 
fotobiomodulação por meio da irradiação do laser de baixa intensidade (LASER), durante 5 
minutos. Aos 14 e 42 dias de pós-operatório, foi administrada calceína e alizarina, 
respectivamente, pela via intramuscular, na dose de 20 mg/kg de peso. A eutanásia de todos 
os animais foi realizada aos 60 dias de pós-operatório. Os grupos experimentais 
(SHAM/LASER/CONV; SHAM/CO/CONV; SHAM/LASER/PEO; SHAM/CO/PEO; 
OVX/LASER/CONV; OVX/CO/CONV; OVX/LASER/PEO; OVX/CO/PEO), após a 
eutanásia, tiveram as regiões de interesse, inicialmente escaneadas em microtomografia 
computadorizada para avaliação dos parâmetros volumétricos do osso (BV/TV) e qualidade 
óssea PO(tot) (Tb.Th, Tb.Sp e Tb.N), em seguida as peças continuaram em processamento 
para inclusão em resina fotopolimerizável. As lâminas foram escaneadas em microscopia 
confocal a laser para análise da área em pixels2 de precipitação mineral óssea (APMO). Após 
este processo, as lâminas foram coradas em vermelho de alizarina e azul de Stevenel para 
histometria de área de osso neoformado (NBF) no "gap" reparacional e análise do padrão 
reparacional. Os resultados foram inferiores e estatisticamente significantes (p<0,05) na 
análise de MicroCT na comparação do grupo OVX/CO/CONV com os demais grupos nos 
parâmetros (BV.TV, Tb.N e Tb.Th); APMO apresentou menor área para o fluorocromo 
vermelho de alizarina nos grupos OVX/CO/CONV e OVX/CO/PEO (p<0,05). No grupo 
OVX, o laser mostrou maior turnover ósseo (p<0,05); Histometricamente o grupo 
OVX/CO/CONV apresentou menor resultado (p<0,05) para NBF e pior padrão histológico. 
Conclusão: A fotobiomodulação e bioatividade otimizaram o reparo ósseo de fraturas em 
fêmures de ratas ovariectomizadas. 
 

Palavras-chaves: Osteoporose, regeneração óssea e osteossíntese 
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Polo TOB. Biomodulation and bioactivity principles evaluation in the optimization of bone repair in 

fixation of fractures in ovariectomized rats [thesis]. Araçatuba: UNESP – São Paulo State University; 

2019. 

 

Abstract 

The aim of this study was to evaluate the effect of biomodulation and bioactivity on the bone repair of 

ovariectomized rats submitted to simulation of femoral fractures. 64 female adults Wistar rats (Rattus 

novergicus), which half of the animals was submitted to bilateral ovariectomy (OVX) and the other 

half to the dummy ovariectomy surgery (SHAM), and after 3-month the osteoporosis was induced. The 

rats were submitted to fracture simulation in both of the femurs and the fracture was fixed with 

miniplate and screws of the system 1.5 mm. Half of the samples had surface-textured miniplates treated 

by with plasma electrolytic oxidation (PEO), which was in contact with the repair gap, and the other 

half with conventional miniplates with surface (CONV). These experimental groups were not submitted 

to biomodulation (CO). For the same experimental design of the groups, after fracture fixation, the 

other experimental groups were submitted to photobiomodulation through low level laser (laser), for 

5 minutes. At 14 and 42 postoperative days, calcein and alizarin, respectively, were administered 

intramuscularly at a dose of 20 mg / kg body weight. The animals were euthanized at 60 postoperative 

days. The experimental groups (SHAM/LASER/CONV, SHAM/CO/CONV, SHAM/LASER/PEO, 

SHAM/CO/PEO, OVX/LASER/CONV, OVX/CO/CONV, OVX/LASER/PEO), after euthanasia, had the 

regions of interest, initially scanned in computerized microtomography to evaluate the bone volume 

parameters [BV / TV] and bone quality PO (tot) and (Tb.Th, Tb.Sp and Tb.N), then the samples were 

processed for inclusion in photopolymerizable resin.. The slides were scanned in confocal laser 

microscopy for analysis of the area in pixels2 of bone mineral precipitation (APMO). After this process, 

the slides were stained in alizarin red and Stevenel blue for neoformed bone area (NBF) in the 

reparative gap and analysis of the histology pattern. The results showed lower and statistically 

significant results (p <0.05) for MicroCT parameters (BV.TV, Tb.N and Tb.Th) in the comparison 

between OVX / CO / CONV and the other groups; APMO showed lower area for the alizarin red 

fluorochrome in the OVX / CO / CONV and OVX / CO / PEO groups (p <0.05). In the OVX, the laser 

showed greater bone turnover (P<0,05); The OVX / CO / CONV showed lower  NBF (p <0.05) and 

worse histological pattern. Conclusion: The photobiomodulation and bioactivity optimized the bone 

repair of femur fractures in ovariectomized rats. 

 

Key-words: Osteoporosis, bone regeneration and osteosynthesis 
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1. Introdução 

 O metabolismo ósseo associada à demanda fisiológica na reparação de fraturas ósseas 

podem estar comprometidos quando alguns fatores influenciam negativamente. Dentre estes 

fatores, o grau do impacto, direção, velocidade e magnitude da força incidida sobre o osso 

envolvido, são fundamentais para a agressividade do trauma [1, 2]. Estes incidem na 

dissipação de forças que podem causar destruição do tecido ósseo, causando fraturas 

complexas, até com a possiblidade de perdas de substância com não união óssea, criando 

defeitos que demandará de uma resposta fisiológica bastante complexa [1]. 

 Atrelado a esta problemática estrutural do tecido ósseo, algumas situações colaboram 

para o atraso do reparo tecidual, tais como condições inflamatórias, diabetes, anemia, 

desnutrição, tabagismo, etilismo, hipercortisonismo, hipovitaminoses, doença de Paget, 

pacientes irradiados, com histórico de uso crônico de bifosfonatos e outras drogas anti-

reabsortivas no tratamento de tumores malignos ou da osteoporose [3-8]. No contexto 

reestruturação do tecido ósseo danificado pelo trauma, a diminuição da quantidade e das 

características microestruturais do tecido ósseo, como também da densidade óssea, promove 

o retardo nas fases cronológicas da reparação, que pode instabilizar o "gap" reparacional entre 

os cotos fraturados e, ao invés da produção de osso com bom grau de maturação, há 

interposição de tecido conjuntivo fibroso, denominado de pseudoartrose, levando a 

complicações, como mobilidade e as infecções e insucesso no tratamento [9, 10].  

 Neste trabalho foi simulada uma condição de redução da massa óssea, a osteoporose 

experimental em ratas adultas [11-13]. Esta condição sistêmica tem sido reportada como uma 

das complicações mais debilitantes, em especial nas mulheres com menopausa, levando à 

fraturas espontâneas [14]. O maior desafio nesses casos é a fixação das fraturas sem a perda 

da estabilidade dos parafusos e placas, com subsequente finalização do reparo. A reabsorção, 

seguida de nova formação de osso é denominada de remodelação acoplada ou turnover ósseo, 

que manterá de forma equilibrada durante toda a vida, seja em condições fisiológicas normais 

de oscilações térmico, químicas e mecânicas, bem como nas alterações traumáticas. Qualquer 

desequilíbrio, tal como ocorre na osteoporose, compromete o turn-over ósseo ou também 

denominada de dinâmica óssea [15]. O modelo experimental proposto por esta pesquisa, foi 

estudado anteriormente e foi possível evidenciar que a osteoporose induzida pela ovariectomia 

em ratas (OVX), causou o atraso do reparo nos "gaps" reparacionais em simulações de fraturas 

femorais [16]. 
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 Para a otimização do reparo ósseo nas situações críticas, um conceito bastante 

estudado é o de fotobiomodulação. O tratamento com laser em baixa densidade (LLLT) 

consiste na aplicação de luz monocromática com baixa densidade energética que promove 

efeitos fotoquímicos não térmicos em nível celular [17, 18]. Investigações in vivo e in vitro 

mostraram que a LLLT pode acelerar o reparo de defeitos ósseos [19]. Destes resultados, 

notou-se aumento da atividade osteoblástica  a neoformação vascular, a organização das fibras 

colágenas  e, as alterações mitocondriais [20, 21]. 

 Briteño-Vasequez et al. (2015) [22] avaliaram o efeito do LLLT em fraturas tibiais de 

ratas com 10 aplicações no pós-operatório na região da fixação da fratura. O protocolo 

utilizado para a irradiação com laser de Arsênio-Gálio foi por meio do comprimento de onda 

na ordem de 850 nm, na potência de 100 mW, energia de 8 J/cm2, durante 64 segundos. Os 

parâmetros radiológicos e histopatológicos mostraram superioridade do grupo de animais que 

foram irradiados com laser de baixa intensidade quando comparados aos animais que não 

receberam o LLLT. 

 Ainda no contexto da otimização do reparo ósseo na estabilização das fraturas, a 

determinação do conceito da osseointegração pelo ortopedista sueco Per Ingvar Branemark, 

proporcionou um grande avanço no espectro médico-odontológico. Desde então, nos 50 anos 

dos princípios da osseointegração, a indústria biomédica desenvolveu modificações contínuas 

na busca por implantes com propriedades estruturais e biológicas satisfatórias [23, 24]. Assim, 

trazendo os conceitos utilizados nos implantes dentários, os processos de texturização de 

superfície surgiram com o objetivo principal de favorecer as respostas biológicas da 

osseointegração, pela maior área de superfície de contato, atraindo de forma mais eficaz e 

mais rapidamente células da linhagem osteoblástica, em especial em regiões de menor 

densidade do tecido ósseo [25-27].  

 Dentre as diversas alterações topográficas e físico-químicas da superfície dos 

implantes dentários, há o destaque para as técnicas de adição [28-31] ou de subtração [30, 32-

34]. Os fatores que influenciam na melhor e mais rápida osteogênese para estas superfícies 

estão relacionados à melhor retenção do coágulo sanguíneo, aumento da migração, 

proliferação celular e aumento da área de contato da superfície do implante [34-36]. Sendo 

assim, esse conceito de bioatividade dos implantes metálicos na interface osso/implante torna-

se bastante interessante para a utilização também na superfície das placas utilizadas nas 

fixações das fraturas. Este é um conceito bastante inovador, tendo em vista, que as placas 

disponíveis no mercado apresentam a superfície somente usinada. Assim, além da proposta 

de fotobiomodulação para a otimização do reparo, ainda se propoz neste projeto a criação de 
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uma superfície bioativa que possa aumentar o potencial de osteogênese por contato, em 

especial, na região entre os cotos fraturados e comprometidos pela diminuição da qualidade 

do tecido ósseo, numa situação de osteoporose induzida. 

 Dentre as possibilidades para a modificação topográfica dos implantes metálicos, uma 

preocupação diante desta gama de opções de texturização é reunir características favoráveis 

tanto nos aspectos microestruturais como nos aspectos biológicos reparacionais. Algumas 

ligas de Ti e texturizações são empregadas no mercado médico e odontológico sem apresentar 

antes da comercialização, no mínimo, estudos in vitro ou in vivo para a investigação das 

propriedades do material. Isso porque a literatura tem mostrado que alguns desses métodos 

alteram a resistência mecânica, o comportamento eletroquímico e as repostas reparacionais do 

Ti [29, 37-40]. 

 A incorporação de elementos que são precipitados na matriz do tecido ósseo, tal como 

o cálcio, fósforo ou hidroxiapatita é uma técnica bastante interessante no processo de 

texturização por adição, a qual tem demonstrado maior afinidade com as células fundamentais 

de formação de osso [34, 36, 41]. As principais técnicas para a incorporação destes elementos 

na superfície dos implantes de Ti são a anodização e o tratamento biomimético [42, 43]. 

Recentemente, um novo método para a texturização superficial dos implantes foi 

desenvolvido, ainda está na fase de testes in vitro, descrito como oxidação por plasma 

eletrolítico (PEO), ou também denominado como deposição por faísca anódica [44, 45]. Este 

processo eletroquímico consiste na oxidação acompanhada por microdescargas na superfície 

do Ti ou suas ligas imersas em um eletrólito [45-47]. Além disso, a oxidação eletrolítica é 

uma técnica promissora com passos simples e com métodos químicos bem controlados para a 

produção de microporos bioativos na superfície dos implantes, mostrando superioridade 

mecânica, térmica, além das propriedades corrosivas e tribo-corrosivas [48-50].  

 Marques et al. (2015) publicaram dois estudos que avaliaram a PEO para a produção 

de texturização na superfície do Ticp com a incorporação de cálcio, fósforo, prata e sílica, 

com diferentes concentrações destes elementos para estabelecer as melhores propriedades 

estruturais e de biocompatibilidade. As superfícies com as maiores concentrações de Ca e P 

mostraram a formação de uma estrutura cristalina mais homogênea, além de poros largos 

(aparência semelhante a vulcão, comprovado pela Microscopia de Força Atômica). Além 

disso, a PEO com incorporação de Ca/P promoveu propriedades antibacterianas nos testes 

microbiológicos e melhor proliferação de células tronco mesenquimais nos testes de cultura 

de células. Diante destes resultados, os autores encorajam novos estudos para a avaliação deste 
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processo de texturização para possibilitar o seu emprego no mercado de sistemas de fixação 

esquelética.[50] 

 Portanto, diante do nosso conhecimento, não existe até o momento a aplicação dos 

conceitos de fotobiomodulação e bioatividade no tratamento de fraturas em ossos de baixa 

densidade. Além do comprometimento da melhora na reabilitação dos indivíduos acometidos 

por essas situações aqui simuladas, o grupo de pesquisa busca o desenvolvimento de uma nova 

tecnologia, com possibilidade de uma patente para as aplicações médico e odontológicas. 
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7.Conclusão 

Diante das limitações deste estudo in vivo, foi possível concluir que a 

fotobiomodulação pela irradiação com laser de diodo (808nm) e a bioatividade das miniplacas 

texturizadas por PEO promoveram melhores respostas reparacionais no tecido ósseo em 

fraturas simuladas por osteotomia de femures osteoporóticos de ratas ovariectomizadas. 
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ANEXO B – Normas da revista Biomaterials  a qual essa tese será formatada para 
publicação. 
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