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Polo TOB. Avaliagdo dos principios de biomodulacao e bioatividade na otimizagdo do reparo 6sseo
na fixagdo de fraturas em ratas ovariectomizadas [tese]. Aragatuba: Faculdade de Odontologia da

Universidade Estadual Paulista; 2019.

Resumo

Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da biomodulagdo e bioatividade no reparo
6sseo de ratas ovariectomizadas submetidas a simulacdo de fraturas femurais. Sessenta e
quatro ratas Wistar (Rattus novergicus), fémeas, com 6 meses de idade, em que metade dos
animais foram submetidos a ovariectomia bilateral (OVX) e a outra metade a cirurgia ficticia
de ovariectomia (SHAM), e um periodo de 3 meses foi acompanhado para a verificar se a
osteoporose estava presente. As ratas foram submetidas a simulag¢do de fratura em ambos os
fémures e a fratura foi fixada com miniplaca e parafusos do sistema 1,5 mm. A metade das
amostras tiveram miniplacas com texturizagao de superficie tratadas por oxidacdo com plasma
eletrolitico (PEO), que ficou em contato com o "gap" reparacional e, a outra metade com
miniplacas convencionais, com superficie (CONV). Estes grupos experimentais ndo foram
submetidos a biomodulagdo (CO). Para o0 mesmo desenho experimental dos grupos, no ato
operatorio, apos a fixacdo das fraturas, os demais grupos experimentais foram submetidos a
fotobiomodulagdo por meio da irradia¢do do laser de baixa intensidade (LASER), durante 5
minutos. Aos 14 e 42 dias de pds-operatorio, foi administrada calceina e alizarina,
respectivamente, pela via intramuscular, na dose de 20 mg/kg de peso. A eutanasia de todos
os animais foi realizada aos 60 dias de poés-operatorio. 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), apds a
eutanasia, tiveram as regides de interesse, inicialmente escaneadas em microtomografia
computadorizada para avaliagdo dos pardmetros volumétricos do osso (BV/TV) e qualidade
ossea PO(tot) (Tb.Th, Tb.Sp e Tb.N), em seguida as pecas continuaram em processamento
para inclusdo em resina fotopolimerizavel. As laminas foram escaneadas em microscopia
confocal a laser para anélise da area em pixels? de precipitagdo mineral 6ssea (APMO). Apos
este processo, as ldminas foram coradas em vermelho de alizarina e azul de Stevenel para
histometria de area de osso neoformado (NBF) no "gap" reparacional e andlise do padrao
reparacional. Os resultados foram inferiores e estatisticamente significantes (p<0,05) na
analise de MicroCT na comparagdo do grupo OVX/CO/CONV com os demais grupos nos
parametros (BV.TV, Tb.N e Tb.Th); APMO apresentou menor area 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 odsseo (p<0,05); Histometricamente o grupo
OVX/CO/CONYV apresentou menor resultado (p<0,05) para NBF e pior padrao histologico.
Conclusao: A fotobiomodulac¢do e bioatividade otimizaram o reparo 6sseo de fraturas em
fémures de ratas ovariectomizadas.

Palavras-chaves: Osteoporose, regeneracdo ossea e osteossintese

18



Polo TOB. Biomodulation and bioactivity principles evaluation in the optimization of bone repair in
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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/PEQ), 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 Tbh.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 pixels’ 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/ CONYV 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. Introducao

O metabolismo 6sseo associada a demanda fisiologica na reparagdo de fraturas Osseas
podem estar comprometidos quando alguns fatores influenciam negativamente. Dentre estes
fatores, o grau do impacto, dire¢do, velocidade e magnitude da forca incidida sobre o osso
envolvido, sdo fundamentais para a agressividade do trauma [1, 2]. Estes incidem na
dissipacdo de forcas que podem causar destruicdo do tecido Osseo, causando fraturas
complexas, até com a possiblidade de perdas de substancia com ndo unido 6ssea, criando
defeitos que demandara de uma resposta fisioldgica bastante complexa [1].

Atrelado a esta problematica estrutural do tecido 6sseo, algumas situagdes colaboram
para o atraso do reparo tecidual, tais como condi¢des inflamatérias, diabetes, anemia,
desnutricdo, tabagismo, etilismo, hipercortisonismo, hipovitaminoses, doeng¢a de Paget,
pacientes irradiados, com histérico de uso cronico de bifosfonatos e outras drogas anti-
reabsortivas no tratamento de tumores malignos ou da osteoporose [3-8]. No contexto
reestruturacdo do tecido 6sseo danificado pelo trauma, a diminui¢do da quantidade e das
caracteristicas microestruturais do tecido 6sseo, como também da densidade dssea, promove
o retardo nas fases cronoldgicas da reparacdo, que pode instabilizar o "gap" reparacional entre
os cotos fraturados e, ao invés da produgdo de osso com bom grau de maturagdo, ha
interposicdo de tecido conjuntivo fibroso, denominado de pseudoartrose, levando a
complica¢des, como mobilidade e as infecgdes e insucesso no tratamento [9, 10].

Neste trabalho foi simulada uma condicdo de reducdo da massa dssea, a osteoporose
experimental em ratas adultas [11-13]. Esta condi¢do sistémica tem sido reportada como uma
das complicagdes mais debilitantes, em especial nas mulheres com menopausa, levando a
fraturas espontaneas [14]. O maior desafio nesses casos ¢ a fixagdo das fraturas sem a perda
da estabilidade dos parafusos e placas, com subsequente finalizagdo do reparo. A reabsorcao,
seguida de nova formagdo de osso ¢ denominada de remodelacdo acoplada ou turnover 6sseo,
que mantera de forma equilibrada durante toda a vida, seja em condi¢des fisiolégicas normais
de oscilagdes térmico, quimicas e mecanicas, bem como nas alteragdes traumaticas. Qualquer
desequilibrio, tal como ocorre na osteoporose, compromete o turn-over 6sseo ou também
denominada de dindmica o6ssea [15]. O modelo experimental proposto por esta pesquisa, foi
estudado anteriormente e foi possivel evidenciar que a osteoporose induzida pela ovariectomia
em ratas (OVX), causou o atraso do reparo nos "gaps" reparacionais em simulagdes de fraturas

femorais [16].
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Para a otimiza¢do do reparo Osseo nas situagdes criticas, um conceito bastante
estudado ¢ o de fotobiomodulagdo. O tratamento com laser em baixa densidade (LLLT)
consiste na aplicagdo de luz monocromatica com baixa densidade energética que promove
efeitos fotoquimicos ndo térmicos em nivel celular [17, 18]. Investigacdes in vivo e in vitro
mostraram que a LLLT pode acelerar o reparo de defeitos Osseos [19]. Destes resultados,
notou-se aumento da atividade osteoblastica a neoformacao vascular, a organizacao das fibras
colagenas e, as alteragdes mitocondriais [20, 21].

Britefio-Vasequez et al. (2015) [22] avaliaram o efeito do LLLT em fraturas tibiais de
ratas com 10 aplicagdes no pods-operatorio na regido da fixagdo da fratura. O protocolo
utilizado para a irradiacdo com laser de Arsénio-Galio foi por meio do comprimento de onda
na ordem de 850 nm, na poténcia de 100 mW, energia de 8 J/cm?, durante 64 segundos. Os
parametros radioldgicos e histopatologicos mostraram superioridade do grupo de animais que
foram irradiados com laser de baixa intensidade quando comparados aos animais que nao
receberam o LLLT.

Ainda no contexto da otimizagdo do reparo Osseo na estabilizacdo das fraturas, a
determinagdo do conceito da osseointegragdo pelo ortopedista sueco Per Ingvar Branemark,
proporcionou um grande avango no espectro médico-odontologico. Desde entdo, nos 50 anos
dos principios da osseointegracado, a indistria biomédica desenvolveu modifica¢des continuas
na busca por implantes com propriedades estruturais e biologicas satisfatorias [23, 24]. Assim,
trazendo os conceitos utilizados nos implantes dentarios, os processos de texturizacdo de
superficie surgiram com o objetivo principal de favorecer as respostas biologicas da
osseointegracdo, pela maior area de superficie de contato, atraindo de forma mais eficaz e
mais rapidamente células da linhagem osteobléstica, em especial em regides de menor
densidade do tecido 6sseo [25-27].

Dentre as diversas alteracdes topograficas e fisico-quimicas da superficie dos
implantes dentarios, ha o destaque para as técnicas de adi¢ao [28-31] ou de subtragado [30, 32-
34]. Os fatores que influenciam na melhor e mais rapida osteogénese para estas superficies
estdo relacionados a melhor retencdo do coagulo sanguineo, aumento da migragdo,
proliferacdo celular e aumento da area de contato da superficie do implante [34-36]. Sendo
assim, esse conceito de bioatividade dos implantes metélicos na interface osso/implante torna-
se bastante interessante para a utilizacdo também na superficie das placas utilizadas nas
fixacdes das fraturas. Este ¢ um conceito bastante inovador, tendo em vista, que as placas
disponiveis no mercado apresentam a superficie somente usinada. Assim, além da proposta

de fotobiomodulagdo para a otimizagao do reparo, ainda se propoz neste projeto a criagdo de
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uma superficie bioativa que possa aumentar o potencial de osteogénese por contato, em
especial, na regido entre os cotos fraturados e comprometidos pela diminui¢ao da qualidade
do tecido 6sseo, numa situagdo de osteoporose induzida.

Dentre as possibilidades para a modificac¢ao topografica dos implantes metélicos, uma
preocupacdo diante desta gama de opgdes de texturizagdo € reunir caracteristicas favoraveis
tanto nos aspectos microestruturais como nos aspectos bioldgicos reparacionais. Algumas
ligas de Ti e texturizagdes sdo empregadas no mercado médico e odontoldgico sem apresentar
antes da comercializa¢do, no minimo, estudos in vitro ou in vivo para a investigacao das
propriedades do material. Isso porque a literatura tem mostrado que alguns desses métodos
alteram a resisténcia mecéanica, o comportamento eletroquimico e as repostas reparacionais do
Ti [29, 37-40].

A incorporacdo de elementos que sdo precipitados na matriz do tecido 6sseo, tal como
o calcio, fosforo ou hidroxiapatita ¢ uma técnica bastante interessante no processo de
texturizacgao por adicdo, a qual tem demonstrado maior afinidade com as células fundamentais
de formacao de osso [34, 36, 41]. As principais técnicas para a incorporagao destes elementos
na superficie dos implantes de Ti sdo a anodizacdo e o tratamento biomimético [42, 43].
Recentemente, um novo método para a texturizacdo superficial dos implantes foi
desenvolvido, ainda esta na fase de testes in vitro, descrito como oxidacdo por plasma
eletrolitico (PEO), ou também denominado como deposi¢do por faisca anddica [44, 45]. Este
processo eletroquimico consiste na oxidagdo acompanhada por microdescargas na superficie
do Ti ou suas ligas imersas em um eletrolito [45-47]. Além disso, a oxidacdo eletrolitica ¢
uma técnica promissora com passos simples e com métodos quimicos bem controlados para a
produ¢do de microporos bioativos na superficie dos implantes, mostrando superioridade
mecanica, térmica, além das propriedades corrosivas e tribo-corrosivas [48-50].

Marques et al. (2015) publicaram dois estudos que avaliaram a PEO para a produgao
de texturizacdo na superficie do Ticp com a incorporagdo de calcio, fosforo, prata e silica,
com diferentes concentracdes destes elementos para estabelecer as melhores propriedades
estruturais e de biocompatibilidade. As superficies com as maiores concentragdes de Ca e P
mostraram a formacdo de uma estrutura cristalina mais homogénea, além de poros largos
(aparéncia semelhante a vulcdo, comprovado pela Microscopia de For¢a Atomica). Além
disso, a PEO com incorporacdo de Ca/P promoveu propriedades antibacterianas nos testes
microbioldgicos e melhor proliferagcdo de células tronco mesenquimais nos testes de cultura

de células. Diante destes resultados, os autores encorajam novos estudos para a avaliagdo deste
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processo de texturizacdo para possibilitar o seu emprego no mercado de sistemas de fixagdo
esquelética.[50]

Portanto, diante do nosso conhecimento, ndo existe at¢ o momento a aplicagdo dos
conceitos de fotobiomodulagdo e bioatividade no tratamento de fraturas em ossos de baixa
densidade. Além do comprometimento da melhora na reabilitacdo dos individuos acometidos
por essas situagdes aqui simuladas, o grupo de pesquisa busca o desenvolvimento de uma nova

tecnologia, com possibilidade de uma patente para as aplicagdes médico e odontologicas.
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7.Conclusao

Diante das limitagdes deste estudo in vivo, foi possivel concluir que a
fotobiomodulagao pela irradiacdo com laser de diodo (808nm) e a bioatividade das miniplacas
texturizadas por PEO promoveram melhores respostas reparacionais no tecido dsseo em

fraturas simuladas por osteotomia de femures osteopordticos de ratas ovariectomizadas.
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