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SANTOS, J. M. F. Analise do efeito da fotobiomodulacdo e do método de
texturizacdo de superficie por oxidacdo com plasma eletrolitico em miniplacas
de fixacdo no reparo 6sseo de ratas osteoporoéticas. 2020. 54 f. Trabalho de
conclusao de curso — Faculdade de Odontologia de Aragatuba, Universidade Estadual
Paulista, Aracatuba, 2020.

RESUMO

Este estudo teve como objetivo avaliar o efeito da fotobiomodulagéo e bioatividade no
reparo 0sseo de ratas ovariectomizadas submetidas a simulacéo de fraturas femorais.
32 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 proservado para
a inducao de osteoporose. As ratas foram submetidas a simulacédo de fratura em um
dos fémures e a fratura foi fixada com miniplaca e parafusos do sistema 1,5 mm. A
metade das amostras tiveram miniplacas com texturizacdo 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 usinada
(CONV). Mais dois subgrupos foram formados, sendo que metade das amostras para
cada texturizacao de placa foi submetida a biomodulacao por meio de laser de baixa
intensidade (BLLLT) durante em 5 pontos/ 1 minuto cada, e a outra parte ndo houve
aplicacao de qualquer modulacéo (SB). A eutanasia de todos os animais foi realizada
aos 60 dias de pds-operatério. Os grupos experimentais foram divididos em
(SHAM/BLLLT, SHAM/SB, OVX/BLLLT, OVX/SB). Foi possivel observar, por meio da
andlise histologica e histométrica, que a texturizacdo por PEO nas miniplacas de
titnio proporcionou efeito positivo no padrdo reparacional dos animais com baixa
densidade mineral éssea, onde 0s sub grupo OVX/SB apresentou menor valor médio
em porcentagem de tecido 6sseo formado em comparacdo aos demais grupos
(p<0,05). A otimizacdo do reparo foi verificada em todos os grupos tratados com
fotobiomodulacdo, onde apresentam maior dinamismo 0sseo0 em comparagdo aos
outros grupos com diferenca estatistica ndo tratados (p<0,05). Dessa forma, mostra-
se um potencial favoravel na aplicacdo da texturizacdo de superficie por PEO, e a

fotobiomodulacéo, buscando melhores respostas reparacionais.

Palavras-chave: Fratura femoral. Fixacdo de fratura. Terapia a laser de baixa
intensidade.



SANTOS, J. M. F. Analysis of the effect of biomodulation and the surface
treatment method by electrolytic plasma oxidation in miniplates of fixation in
bone repair of osteoporotic rats. 2020. 54 f. Trabalho de Concluséo de Curso —
Faculdade de Odontologia de Aracatuba, Universidade Estadual Paulista, Aracatuba,
2020.

ABSTRACT

This study aimed to evaluate the effect of photobiomodulation and bioactivity on bone
repair in ovariectomized rats submitted to simulation of femoral fractures. 32 female
Wistar rats (Rattus novergicus), 6 months old, in which half of the animals were
subjected to bilateral ovariectomy (OVX) and the other half under fictitious ovariectomy
surgery (SHAM), and a period of 3 months was maintained for the induction of
osteoporosis. The rats were submitted to a fracture simulation in one of the femurs and
the fracture was fixed with a mini-plate and 1.5 mm system screws. Half of the samples
had miniplates with surface texturing treated by oxidation with electrolytic plasma
(PEO), which was in contact with the reparational gap, and the other half with
conventional miniplates, with machined surface (CONV). Two other subgroups were
formed, and half of the samples for each plate texturing was subjected to biomodulation
by low intensity laser (BLLLT) during at 5 points / 1 minute each, and the other part no
application of any modulation (SB). Euthanasia of all animals was performed 60 days
after the operation. The experimental groups were divided into (SHAM / BLLLT, SHAM
/ SB, OVX / BLLLT, OVX / SB). through histological and histometric analysis, that
texturing by PEO in titanium miniplates provided a positive effect on the repair pattern
of animals with low bone mineral density, where the OVX/SB showed a lower mean
value in percentage bone tissue formed compared to the other groups (p <0.05). The
optimization of the repair was observed in all groups treated with photobiomodulation,
where they present greater bone dynamism compared to the other groups with
statistical difference not treated (p <0.05). Thus, there is a favorable potential in the
application of surface texturing by PEO, and photobiomodulation, seeking better

reparational responses.

Keywords: Femoral fractures. Fracture fixation. Low-level laser therapy.
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1 INTRODUCAO

O metabolismo 06sseo associado a demanda fisiolégica na reparacdo de
fraturas Osseas pode estar comprometido 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. Estes incidem na dissipacéo de forcas que podem causar
destruicdo do tecido 6sseo, causando fraturas complexas, até com a possiblidade de
perdas de substancia, criando defeitos que demandara de uma resposta fisiol6gica
bastante complexal.

Atrelado a esta problematica estrutural do tecido 6sseo, algumas situacées
colaboram para o atraso do reparo tecidual, tais como diabetes, anemia, desnutricao,
tabagismo, etilismo, hipercortisonismo, hipovitaminoses, doenca de Paget, pacientes
irradiados, com histérico de uso cronico de bifosfonatos e outras drogas anti-
reabsortivas no tratamento de tumores malignos ou da osteoporose®2. No contexto
reestruturacao do tecido 6sseo danificado pelo trauma, a diminuicdo da quantidade e
das caracteristicas microestruturais do tecido ésseo, como também da densidade
0ssea, promove o retardo nas fases cronoldgicas da reparacdo, que pode instabilizar
0 "gap" reparacional entre os cotos fraturados e, ao invés da producdo de 0sso com
bom grau de maturacgdo, ha interposicao de tecido conjuntivo fibroso, denominado de
pseudoartrose, levando a complicacbes, como as infecgcbes e insucesso no

tratamento®19,

No presente estudo foi simulada uma condicdo de redugcdo da massa
6ssea, a osteoporose experimental em ratas adulto-jovens!13, Esta condigdo
sistémica tem sido reportada como uma das complicacdes mais debilitantes, em
especial nas mulheres com menopausa, levando as fraturas espontaneas!*. O maior
desafio nesses casos € a fixacdo das fraturas sem a perda da estabilidade dos
parafusos e placas, com subsequente finalizacdo do reparo. A reabsorcdo, seguida
de nova formacdo de osso € denominada de remodelagdo acoplada ou turnover
0sseo, que mantera de forma equilibrada durante toda a vida, seja em condicfes
fisiolégicas normais de oscilagbes térmico, quimicas e mecéanicas, bem como nas
alteracdes traumaticas. Qualquer desequilibrio, tal como ocorre na osteoporose,

compromete o "turnover 6sseo" ou também denominada de dinamica 6ssea®. No
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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

femuraisi,

Para a otimizacdo do reparo 6sseo nas situacdes criticas, um conceito
bastante estudado é o de biomodulagéo. O tratamento com laser em baixa densidade
(LLLT) consiste na aplicagdo de luz monocromética com baixa densidade energética
que promove efeitos fotoquimicos ndo térmicos em nivel celulart’18, Investigacdes in
vivo e in vitro mostraram que o LLLT pode acelerar o reparo de defeitos 6sseos?®.

Destes resultados, notou-se aumento da atividade osteoblastica2%2!,

Britefio-Vasequez et al.?? avaliaram o efeito do LLLT em fraturas tibiais de
ratas com 10 aplicacdes no pds-operatorio na regido da fixacao da fratura. O protocolo
utilizado para a irradiagdo 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/cm2, durante 64
segundos. Os parametros radioldgicos e histopatol6gicos mostraram superioridade do
grupo de animais que receberam a aplicacdo do laser de baixa intensidade quando

comparados aos animais que nao receberam o LLLT.

Ainda no contexto da otimizacdo do reparo 0sseo na estabilizacdo das
fraturas, a determinacdo do conceito da osseointegracao pelo ortopedista sueco Per
Ingvar Branemark, proporcionou um grande avanco no espectro médico-
odontoldgico. Desde entdo, nos 50 anos dos principios da osseointegracao, a industria
biomédica desenvolveu modificacbes continuas na busca por implantes com
propriedades estruturais e biol6gicas satisfatérias?32?4. 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 osteoblastica, em especial em regides

de menor densidade do tecido 6sse0?>?7.

A incorporagdo de elementos que sao precipitados na matriz do tecido
0sseo, tal como o calcio, fésforo ou hidroxiapatita € uma técnica bastante interessante
no processo de texturizacao por adicéo, a qual tem demonstrado maior afinidade com

as células fundamentais de formacéo de 0ss028-0.
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As principais técnicas para a incorporacdo destes elementos na superficie
dos implantes de Ti sdo a anodizacéo e o tratamento biomimético33?, Recentemente,
um novo método para a texturizacao superficial dos implantes foi desenvolvido, ainda
na fase de testes in vitro, descrito como oxidag¢do por plasma eletrolitico (PEO), ou
também denominado como deposicdo por faisca anddica333*. Este processo
eletroquimico consiste na oxidacdo acompanhada por microdescargas na superficie

do Ti ou suas ligas imersos em um eletrélito34-36,

Marques et al.®”3 publicaram dois estudos que avaliaram a PEO para a
producao de texturizacéo na superficie do Ticp com a incorporacéo de calcio, fésforo,
prata e silica, com diferentes concentracdes destes elementos para estabelecer as
melhores propriedades estruturais e de biocompatibilidade. As superficies com as
maiores concentracdes de Ca e P mostraram a formacao de uma estrutura cristalina
mais homogénea, além de poros largos (aparéncia semelhante a vulcdo, comprovado
pela Microscopia de Forga Atdmica). Além disso, a PEO com incorporagdo de Ca/P
promoveu propriedades antibacterianas nos testes microbiolégicos e melhor
proliferacdo de células tronco mesenquimais nos testes de cultura de células foi
observado in vivo e in vitro, que com este método de texturizacdo, houve a formacao
de microestrutura porosas na superficie do titdnio que sao distribuidas
homogeneamente, o que pode ser benéfico para a formacao de tecido 6sseo, além
ha efetiva incorporacdo de substancias presentes na solucéo eletrolitica durante a

anodizacdo, como calcio, fésforo, zinco, manganés e silicio3%40.

As superficies tratadas com PEO obtiveram uma melhor adesao celular
devido a presenca de células com morfologia fusiforme, enquanto as células da
superficie ndo tratada apresentaram padrdo mais arredondado, demonstrando
adeséao insuficiente, assim pode-se acelerar a formacdo e a remodelacdo 0Ossea,
encurtar o periodo de osseointegracao e inclusive o tratamento com PEO reduziu a
citotoxicidade e aumentou a viabilidade de células cultivadas diretamente nas
superficies*142, Diante destes resultados, os autores encorajam novos estudos para a
avaliacao deste processo de texturizacdo para possibilitar o seu emprego no mercado

dos implantes dentarios.

Portanto, diante do nosso conhecimento, ndo existe até o momento a
aplicacao dos conceitos de biomodulacéo e bioatividade no tratamento de fraturas em

0ssos de baixa densidade. Aléem do comprometimento da melhora na reabilitacdo dos
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individuos acometidos por essas situacdes aqui simuladas, o grupo de pesquisa busca
o desenvolvimento de uma nova tecnologia, com possibilidade de uma patente para

as aplicacbes médico e odontoldgicas.
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2 OBJETIVOS

O trabalho teve como objetivo avaliar a associacdo dos principios de
fotobiomodulacdo e bioatividade no reparo de fraturas Osseas, tanto em ratas

saudaveis como em osteoporoticas.
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3 MATERIAIS E METODOS

Neste trabalho, miniplacas do sistema 1.5mm, com 4 furos, sem
intermediarios na sua extensédo, foram utilizadas para a fixacao das fraturas em fémur
de ratas (Fig. 1). As miniplacas foram fornecidas por empresas do setor (Engimplan
Engenharia de Implantes, Rio Claro, SP, Brasil), comercialmente disponiveis no
mercado. Inicialmente, todo o processamento topografico realizado nas miniplacas de
titAnio (Ti) foi apresentado neste trabalho, evidenciando as nuances entre as
miniplacas convencionais e as texturizadas por PEO, para o teste de bioatividade das

mesmas.

FIGURA 1 - Esquema da placa do Sistema 1,5 mm com 4 furos, sem intermediarios
instalada fixando a fratura em fémur de ratas

Fonte: Elaborada pelo autor

3.1 Texturizacdo de superficie através da oxidacdo por plasma

eletrolitico

Apods o fornecimento das miniplacas por parte da empresa do setor de
Cirurgia e Traumatolologia Bucomaxilofacial, metade dessas foram separadas
aleatoriamente para a modificacdo da superficie topografica por meio da técnica de

oxidacao por plasma eletrolitico.

As miniplacas de Ti foram tratadas em um reator, acionado por um sistema
elétrico composto pelos seguintes componentes: fonte de alimentacao alternada com
tensdo de saida variavel, um transformador, um circuito de retificagdo, um disjuntor,

um amperimetro e um voltimetro. Um osciloscopio foi utilizado para verificar a forma
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de onda apos a retificacdo. O sistema de processamento € composto pelo porta-

eletrodos e a cuba eletrolitica.

Através do sistema elétrico, os eletrodos foram alimentados com tenséo DC
de até 1000 V e corrente maxima de 1,5 A. Um variador de tensdo AC, acoplado na
fonte permite o ajuste no valor desejado de tensdo. No decorrer do tratamento, a
temperatura da solucdo eletrolitica foi medida com um termdémetro portétil. Os
parametros de oxidacao séo a densidade de corrente de 50 mA/cm2e tensdo 250-400
V. O tempo de oxidacao foi de 5 minutos e a temperatura durante a oxidacdo mantida
al5 +/- 2 °C*,

A solucdo eletrolitica foi preparada dissolvendo Ca(NO3)2.4H20,
NH4H2PO4 (3,6 x 104 M) em 1L de agua destilada, com relacdo molar sendo 1.67, a
fim de promover a incorporacdo de diferentes ions na superficie especificada, com

deposicéo de calcio e fosforo durante 10 minutos*44546,
3.2 Caracterizacao estrutural baseline

No periodo baseline, seis miniplacas sem a texturizacdo de superfice
modificada (MS) e seis com texturiza¢do de superfice com a oxidacdo por plasma
eletrolitico (PEO), foram analisadas pela microscopia eletrbnica de varredura e

espectroscopia de energia dispersiva.

A microscopia eletrbnica de varredura (MEV) foi utilizada para
caracterizacdo da superficie das miniplacas. A espectroscopia de energia dispersiva
(EDS) foi empregada para avaliar a composicdo quimica dos tratamentos de
superficie. Analises quimicas elementares em volumes pequenos (ordem de 1 um?3)
foram realizadas por meio da técnica de EDS utilizando um espectrometro. A
observacdo do espectro inteiro de raios X de modo simultaneo, permitiu a analise
qualitativa rapida (mapeamento) dos principais elementos constituintes das
superficies das miniplacas de Ti, possibilitando comparacdo da composi¢cao quimica
das diferentes superficies analisadas. O software Image J (National Institute of Health,
EUA) foi usado para determinar o diametro meédio dos poros e/ou compostos

depositados para cada tipo de tratamento*3.
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3.3 Animais: Desenho experimental

Este estudo foi realizado de acordo com os Principios Eticos para a
Experimentacdo Animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA), o qual foi provado pelo Comité de Etica em Pesquisa no Uso de Animais
(CEUA) da Faculdade de Odontologia de Aracatuba sob o protocolo nimero 0027-
2017 (Anexo A). Para a analise da reparacao de fraturas em fémures, 32 ratas (Rattus
novergicus albinus Wistar), fémeas, adultas (n=8 por grupo), com 6 meses de idade,
com peso corporal variando de 250 a 300 gramas, de uma cepa mantida no Biotério
do Departamento de Cirurgia e Clinica Integrada da Faculdade de Odontologia de
Aracatuba (FOA) — UNESP, as quais foram fornecidas pelo Biotério Central da mesma
instituicdo. O numero de animais por grupo foi determinado a partir do célculo do
Poder do Teste no website
http://www.lee.dante.br/pesquisa/amostragem/qua_2_medias.html, que para o poder
do teste na ordem de 0,8, necessitaram 8 animais por grupo.

Durante todo o experimento os animais foram mantidos em gaiolas, num
ambiente com temperatura estavel (22 + 2° C), com ciclo de luz controlado (12 horas
claro e 12 horas escuro), alimentados com racao sélida (Ragcédo Ativada Produtor®,
Anderson & Clayton S.A. — Laboratério Abbot do Brasil Ltda, Sdo Paulo, SP, Brasil)
durante todo o experimento e agua ad libitum, exceto no periodo de 12 horas
antecedentes aos procedimentos cirdrgicos. 16 ratas foram aleatoriamente alocadas
para serem submetidas ao procedimento de ovariectomia bilateral (OVX) e a outra
metade (n=16) ao procedimento cirdrgico ficticio de ovariectomia, somente com a

exposicao dos ovarios, sem a remocao dos mesmos (SHAM).

3.3.1 Ovariectomia Bilateral

Nos primeiros oito dias, apds a ambientalizacdo, que corresponde a 2 ciclos
estrais regulares (ciclo estrogénio), as ratas foram submetidas ao esfregacgo vaginal,
de acordo com técnica descrita em estudos prévios*’. A obtencéo de células epiteliais
através do esfregaco, foram dispostas em laminas histologicas e analisadas em
microscoépio 6ptico. Com isso, durante os oito dias, a regularidade do ciclo estral foi
avaliada. Os animais que nao tiveram a regularidade entre as fases estrais (proestro,

estro, metaestro e diestro) foram desconsiderados do estudo.
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ApoOs esta fase da pesquisa, as ratas foram submetidas a ovariectomia
bilateral (grupo OVX)*&53, Inicialmente, estas foram anestesiadas com cloridrato de
xilazina (Xilazina - Coopers, Brasil, Ltda.) na dose de 5 mg/kg e Cloridrato de
quetamina (Ketamina, Fort Dodge, Saude Animal Ltda.) na dose de 50mg/kg e, a
seguir foram imobilizadas sobre prancha cirargica em posi¢ao de decubito lateral, para
ser realizada uma incisdo de 1,5 cm nos flancos, divulsdo por planos do tecido
subcutaneo e, em seguida, do peritbnio a fim de ter acesso a cavidade abdominal. Em
seguida, os ovarios e os chifres uterinos foram localizados e lagueados com fio de
Poliglactina 910 4.0 (Vicryltm — Jhonson & Jhonson, New Brunswick, NJ, Estados
Unidos).

Feito isso, a remocao dos ovarios foi realizada e a sutura por planos com
fio de Poliglactina 910 4.0 (Vicryltm — Jhonson & Jhonson, New Brunswick, NJ,
Estados Unidos). As ratas do grupo saudavel (SHAM) passaram pelo mesmo
procedimento, porém apenas foi realizada a exposicao cirargica dos chifres uterinos
e dos ovérios sem suas respectivas laqueadura e remocao (Fig. 2).

FIGURA 2 - Etapas cirurgicas do procedimento cirdrgico de ovariectomia. (A) Incisao
nos flancos das ratas. (B) Divuls&o dos planos anatdmicos subcutaneos. (C) Acesso ao
periténio. (D) Incisdo do peritdbnio e acesso a cavidade abdominal. (E) Localizagdo do
ovario e chifre uterino. (F) Laqueadura do chifre uterino. (G) Ovéario removido. (H)
Reposicdo dos tecidos lagueados. (I) Sutura dos planos internos. (J) Sutura do plano
superficial

Fonte: Elaborada pelo autor
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Estes animais continuaram no biotério sendo alimentadas com racao e
agua ad libitum durante todo o tempo experimental e foram mantidos em gaiolas que
comportaram até 4 animais. A temperatura do ambiente se manterd estavel (22 + 2°
C), com ciclo de luz controlado (12 horas claro e 12 horas escuro). Passados 90 dias
da inducéo da osteoporose as ratas foram submetidas ao procedimento de osteotomia

para simulacéo de fratura de fémur e fixacdo da mesma.

3.3.2 Simulacéao de fraturas femurais

Apoés o0 jejum durante 12 horas prévias ao procedimento cirargico, sem
restricdo hidrica, as ratas foram sedadas pela combinacdo de 50mg/kg de ketamina
intramuscular (Vetaset — Fort Dodge Saude Animal Ltda, Campinas, S&o Paulo, Brasil)
e 5mg/Kg de cloridrato de xilazina (Dopaser — Laboratdrio Calier do Brasil Ltda —
Osasco, Sao Paulo, Brasil) e receberam cloridrato de mepivacaina (0,3 ml/Kg,
Scandicaine 2% com adrenalina 1:100.000, Septodont, Franca) como anestesia local
e para hemostasia do campo operatoério. ApGs a sedacao dos animais, foi realizada a
tricotomia na porc¢ao lateral do fémur direito e esquerdo, e, anti-sepsia da regiao a ser
incisada com Polivinil Pirrolidona lodo Degermante (PVPI 10%, Riodeine Degermante,
Rioquimica, Sdo José do Rio Preto), associado a PVPI tépico. Com uma lamina
namero 15 (Feather Industries Ltda, Tokyo, Japéo) foi realizada uma incisao de 4 cm
de comprimento na porcao lateral do fémur e assim, bilateralmente o osso do fémur
sera exposto do polo lateral do céndilo do fémur, entre o masculo lateral e 0 masculo

biceps do fémur.

Para a simulacdo da fratura, um disco circular foi utilizado e assim, a
osteotomia foi realizada na metéfise epifisaria, distando 5 mm da cartilagem articular
epifisaria. A partir deste momento, uma placa do sistema 1,5 mm com 4 furos, sem
intermediario, foi fixada bilateralmente, sendo uma placa convencionalmente
disponivel pelo mercado, em que ambas as superficies da placa séo usinadas (MS)
e, outra placa com as superficies texturizadas por oxidacdo por plasma eletrolitico
(PEO). A eleicéo do lado de fixacao para a placa MS ou PEO foi determinada por
randomizacao por sorteio. Um envelope continha dois papéis, um com a palavra "MS"

e o outro "PEQ". Assim, no momento da fixacdo, um pesquisador que estava fora do
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procedimento cirdrgico, realizou o sorteio, primeiramente o lado direito foi fixado e em

seguida, o lado esquerdo.

Nos grupos determinados que foram submetidos a fotobiomodulagéo por
meio de laser de baixa intensidade (BLLLT), ambos os fémures passaram por este

processo.

A porcdao proximal da placa tinha 2 furos para serem fixados, em que foram
utilizados dois parafusos do mesmo sistema, com o comprimento de 4 a 6 mm, apos
a perfuracao bicortical com parafusos do sistema (1,5 mm). Na porcéo distal da placa,
mais dois parafusos (comprimento de 5 a 6 mm) foram parafusados para estabilizacao
da fratura. Durante todo o procedimento, tanto para a osteotomia e para a perfuracao
com as brocas cirdrgicas, as regides foram irrigadas copiosamente com solucao salina
fisiolégica (Fisiologico®, Laboratérios Biosintética Ltda®, Ribeirdo Preto, SP, Brasil),
para evitar-se 0 aquecimento do tecido 0sseo e assim, influenciar negativamente no
reparo 6sseo. Os tecidos foram suturados em planos empregando-se fio absorvivel
(Poligalactina 910 — Vycril 4.0, Ethicon, Johnson Prod., Sdo José dos Campos, Brasil)
com pontos continuos no plano profundo e com fio monofilamentar (Nylon 5.0,
Ethicon, Johnson, Sdo José dos Campos, Brasil) com pontos interrompidos no plano
mais externo (Figura 3).

FIGURA 3 — Etapas cirurgicas do procedimento cirargico de simulacéo de fraturas. (A
— C) Incisdo na regido femoral das ratas das ratas. (D — G) Divulsdo de planos
anatdémicos e exposicédo de diafise femoral. (H) Fixacdo de miniplacas texturizadas por

PEO. () Fixac&o de miniplas convencionais.(J - K) Simulacdo de fraturas femorais. (L)
Simulacéo de fratura femoral e fixag&o realizadas

Fonte: Elaborada pelo autor
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Portanto, os grupos experimentais em funcao da inducéo da osteoporose e
tipo da texturizacdo de superficie foram determinados em SHAM/BLLLT (ratas
submetidas a cirurgia ficticia com placa convencional e placa texturizada por PEO sob
efeito da terapia com laser de baixa intensidade); SHAM/SB (ratas submetidas a
cirurgia ficticia com com placa convencional e placa texturizada por PEO, sem
biomodulacédo); OVX/BLLLT (ratas osteopordticas com placa convencional e placa
texturizada por PEO sob efeito da terapia com laser de baixa intensidade); OVX/SB
(ratas osteopordticas com placa convencional e placa texturizada por PEO, sem
biomodulacdo). Aos 14 e 42 dias de poOs-operatorio, foram administrados via
intramuscular, na dose de 20 mg/kg de peso do animal, os fluorocromos calceina e
vermelho de alizarina, respectivamente. Os fluorocromos injetados (calceina e
alizarina) foram empregados para a andlise por microscopia confocal a laser, como
sera explanado neste trabalho. No pés-operatério imediato, pela via intramuscular,
dipirona SODICA na dose de 1mg Ul/kg foi administrado para analgesia e,

Pentabidtico na dose de 0,1 mg Ul/kg como antibiticoterapia preventiva.

Todos os animais foram submetidos a eutanasia aos 60 dias apds a cirurgia
para fixacdo das fraturas femurais, por sobredosagem anestésica (Tiopental Sédico,

100 mg/kg) pela via intraperitoneal (Figuras 4 e 5).

FIGURA 4 — Fluxograma representativo do desenho experimental,videnciando
0S grupos experimentais e as amostras obtidas

‘7 32 Ratas (;szl!as Eoverg;bus albinus Wistar) 7‘

16 ratas submetidas a 16 ratas submetidas a cirurgia
ovariectomia (OVX) ficticia (SHAM)

N\ ' \
8 OVX/BLLLT H 8 OVX/SB ‘ \ 8 SHAM/BLLLT ‘ ‘ 8 SHAM/SB
- Amostras -

OVX LASER CONV OVX CO CONV SHAM LASER CONV SHAM CO CONV
OVX LASER FEO QVX CO PEO SHAM LASER PEO SHAM CO FEO

Fonte: Elaborada pelo autor
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FIGURA 5 - Linha do tempo, apresentando as etapas realizadas até a eutandsia

e s s

0 90 DIAS 104 DIAS  132DIAS |55 pias
Ovariectomica Simulacdo de Aplica(;éo de Apli.cagajlo de Eutanasia
Bilateral fraturas calceina alizarina
Inducdo a osteoporose \:\ \‘;
0/ b s

W/

Fonte: Elaborada pelo autor

3.3.3 Biomodulacé&o através da laserterapia de baixa intensidade (LLLT)

Os animais pertencentes a este grupo (SHAM/BLLLT, OVX/BLLLT), ainda
no ato cirdrgico, logo apés a fixacdo das fraturas com miniplacas e parafusos, foram
irradiados com laser de baixa intensidade de Arsénio-Galio (Ar-Ga) da marca KLD,
modelo IR (Sao Paulo, Brasil). Os animais receberam uma dose de laser na magnitude
de 808 nm - 100 mW, 6J, 180J/cm?durante 60 segundos por ponto / 5 pontos (Quadro
1). A aplicacédo foi pontual na metafise femoral, na regido do "gap" confeccionado e
fixado pelas miniplacas e parafusos. Em seguida, os tecidos foram fechados por

planos anatdomicos.

QUADRO 1 - Protocolo de irradiacdo por laser de baixa intensidade

Parametros de Irradiacao Valores
Modo de Laser Continuo
Comprimento de onda 808 nm
Poténcia 100mW
Tamanho do ponto 0,0283cm?
Densidade da poténcia 3,53W/cm?
Energia 6]
Densidade de energia 180J/cm?
Tempo 60 s
Nuimero de pontos S

* Parametros adaptados seguindo os critérios de aplicacdo segundo Britefio-Vazquez??

3.4 Métodos de analises

Assim, todos os animais foram submetidos a eutanasia aos 60 dias apos a
cirurgia para fixacao das fraturas femurais, por sobredosagem anestésica (Tiopental

Sadico, 150 mg/kg) pela via intraperitoneal, sendo as pecas destinadas as anélises
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para tecidos calcificados, por meio das analises microtomografica, histométrica e por

microscopia confocal.

3.4.1 Imunoensaio para dosagem de estrégeno

A concentracdo de estrogeno para as ratas que foram submetidas a
ovariectomia bilateral (OVX) em comparagdo as que foram submetidas somente a
cirurgia ficticia de ovariectomia (SHAM), foi determinado pelo método de ELISA -
enzima imunoensaio. Nos Kits comerciais para dosagem dessas citocinas, 0s 96
pocos foram recobertos e incubados com o anticorpo anti-estradiol durante 15-18h a
4°C. Apos esse tempo de incubacéo, a placa foi lavada com PBS, contendo 0,5% de
Tween 20 e incubada com solucdo bloqueadora (PBS contendo 1% de BSA), em
temperatura ambiente. A placa, entdo, foi lavada e logo a seguir, incubada com os
padrées e as amostras de plasma em temperatura ambiente. ApGs este periodo, a
placa foi lavada e incubada com anticorpo biotinilado a 25°C. A placa foi lavada, o
conjugado Streptavidina-HRP foi adicionado e submetido a agitagdo (300 rpm) a 25°C.
A placa foi lavada e incubada com a solucdo de substrato (Tetrametilbenzidina). O
tampao “stop” sera adicionado para interromper a reacédo de coloracdo. A leitura foi
realizada em espectrofotobmetro ajustado para o comprimento de onda conforme as

orientacdes do fabricante.

3.4.2 Microtomografia Computadorizada (Micro-Ct)

Para a analise tridimensional, apds a eutanasia dos animais aos 60 dias de
pOs-operatorio, as pecas foram removidas, reduzidas e armazenadas em alcool 70%
e, primeiramente submetidas a analise por varredura de feixe de raios-X em um
sistema de microtomografia digital computadorizada. As pecas foram escaneadas
pelo microtomografo SkyScan (SkyScan 1176 Bruker MicroCT, Aatselaar, Bélgica,
2003) utilizando cortes de 5 uym de espessura (50Kv e 500u), com filtro de Cobre e
Aluminio e passo de rotacdo de 0.3 mm. As imagens obtidas pela projecéao dos raios-
X nas amostras foram armazenadas e reconstituidas determinando a area de

interesse pelo software NRecon (SkyScan, 2011; Versao 1.6.6.0).
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No software Data Viewer (SkyScan, Versao 1.4.4 64-bit) as imagens foram
reconstruidas para adequacdo do posicionamento padrdo para todas as amostras,
podendo ser observada em trés planos (transversal, longitudinal e sagital). Em
seguida, utilizando o software CTAnalyser — CTAn (2003- 11SkyScan, 2012 Bruker
MicroCT Versédo 1.12.4.0), foi definida uma area de interesse (ROI) delimitada pela
interface placa e o "gap"reparacional, criado pela osteotomia entre os dois cotos do
fémur ou mandibula fraturados. O software CTAn analisa e mede a imagem de acordo
com a escalas de cinza (thershould). O threshould utilizado na analise foi de 25-90
tons de cinza, que possibilitara a obtencdo do volume de osso formado no na ROI
referente ao tecido 6sseo neoformado (Figura 6).

FIGURA 6 - Sequéncia 2D em orientacao axial, sagital e coronal e determinacao da area
de interesse “ROI” de um espécime representativo dos grupos

Fonte: Elaborada pelo autor

Portanto, seguindo os parametros volumétricos sugeridos pela Academia
Americana de Pesquisa em Osso Mineralizado®, foram obtidos os parametros
referentes a quantidade do tecido 6sseo (BV= volume 0sseo e BV/TV= porcentagem
do volume ésseo) e qualidade do tecido 6sseo (Th.Th= espessura do trabeculado

0sseo, Th.SP= separacgdo das trabéculas 6sseas e Th.N= numero das trabéculas).

3.4.3 Fases laboratoriais para tecidos calcificados

ApoOs a realizacdo do escaneamento das pecas, estas retornaram para o
prosseguimento do processamento laboratorial para inclusdo em resina. Portanto, as
pecas passaram pela etapa de desidratacdo a partir da sequéncia crescente de

alcoois 70, 80, 90, 95 e 100, gradativamente, com troca de solucdo a cada 3 dias. As
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pecas em desidratacdo seréo colocadas em agitador orbital (KLine CT — 150, Cientec
— Equipamentos para Laboratorio, Piracicaba, SP,Brasil) todos os dias durante 4
horas. Ao término da desidratacdo, as pecas foram imersas em mistura de &lcool 100
e resina fotopolimerizavel Techno Vit® (Alemanha, Heraeus Kulzer GmbH Division
Technik Philipp-Reis-Str. 8/13 D- 61273 Wehrheim) em diferentes concentracdes, até
gue se utilize apenas a resina como meio de imersdo. As pecas foram incluidas na
resina Technovit, que foi fotopolimerizada e passaram pelo protocolo para
processamento do Exakt (Cutting System, Apparatebau, Gmbh, Hamburgo,
Alemanha). O corte e 0 desgaste das pecas foram realizados utilizando um sistema
de corte e em politriz automatica (Exakt Cutting System, Apparatebau, Gmbh,
Hamburgo, Alemanha) até a obtencédo de secgao de aproximadamente 100 ym de

espessura.

3.4.4 Escaneamento por microscopia confocal a laser (andlise da dinédmica

O0ssea em reparacao)

A partir da obtencdo das laminas, estas foram levadas para a andlise em
microscopico confocal a laser Leica CTR 4000 CS SPE (Leica Microsystems,
Heidelberg, Alemanha). As imagens obtidas a partir de diferentes seccbes dos
fémures na regido de interesse, sera semelhante como o realizado na andlise por
microtomografia (interface placa e o "gap" reparacional, criado pela osteotomia entre
os dois cotos do fémur fraturados). Depois da selecéo da espessura, todos os cortes
foram obtidos e operados por meio do z-stack, que permitira obter o melhor ajuste de
imagens que representaram a sec¢ao de cada animal dos grupos experimentais. As
imagens desde o comeco da fluorescéncia, o que representou na nossa metodologia,
o inicio da calcificagdo (precipitacdo de calcio na matriz organica). Estas imagens
tiveram a dimensdo de 1x1 mmz2 e corresponderam a secc¢des oticas de 512 por 512
pixels. Secgdes de 2um foram escaneadas por 2,5min. Assim, 28 cortes foram obtidos
para cada 56um de varredura. Os filtros de barreira utilizados foram o BP 530/30 nm
e 590 LP, combinados com a ativacdo do “double dochroic” 488/568 nm, e o
fotomultiplicador foi ajustado em 534 para calceina e 357 para alizarina. Os cédigos
534 e 357 nm representaram os filtros que permitiram visualizar os fluorocromos. Eles
estéo localizados no microscopio e quando a luz da lampada de mercurio passa por

essas barreiras e alcanca os cortes dos espécimes, € possivel visualizar as cores dos
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fluorocromos. Um dos filtros possibilitam a visualizacdo da calceina (filtro azul) e o
outro filtro, a alizarina (filtro verde). As imagens obtidas por microscopia confocal foram
reconstituidas através da pilha de software que esta instalado para manipular o
microscépio confocal (Leica CTR 4000 CS SPE, Leica Microsystems, Heidelberg,

Germany)®°,

O osso do fémur (regido de interesse: "gap" reparacional) apresentou duas
sobreposicdes de fluorocromos (calceina e alizarina), cada sobreposicéo representa
uma sobreposicdo de calcio que precipitou em cada um dos periodos, assim
mostrando a conversdo de 0sso velho para 0osso novo. Essas imagens foram salvas
no formato TIFF a transportadas para o software ImageJ (Processing Software and
Image Analysis, Ontario, Canada). Usando a ferramenta “color threshold”, cada
imagem foi padronizada de acordo com a tonalidade, saturacdo, e brilho a fim de
revelar primariamente os fluorocromos. Primeiro, a calceina foi destacada, e a
ferramenta “measure” foi usada para prover a area em uym?. O mesmo procedimento
foi realizado para a alizarina, obtendo dados da dindmica do osso reparacional. O
turnover 6sseo, nessa abordagem metodoldgica, foi representado pela diferenca entre
osso velho (verde) e osso novo (vermelho). A partir das imagens sobrepostas
(vermelho/verde), por meio da ferramenta “straight” também do software Image J, sera
mensurada a distancia em um entre o inicio da precipitacdo da calceina até o outro
extremo da precipitacdo do vermelho de alizarina. Esse valor foi dividido por 28
(intervalo entre as aplicacfes dos fluorocromos: 14-42 dias) e, assim, foi obtido o valor

da taxa de precipitacdo mineral por dia de analise.

Os fluorocromos sao componentes quimicos que tem a propriedade de se
ligar ao célcio no momento da precipitacdo na matriz organica. Assim sendo, as
marcacodes pelos fluorocromos representaram a quantidade da precipitacao de calcio,
assim permitindo mensuracdo da neoformacdo Ossea. Outro aspecto a ser
considerado € o periodo em que os fluorocromos foram injetados, como o primeiro foi
a calceina (verde), o osso marcado em fluorocromos verdes representa o 0sso velho.
O segundo fluorocromo injetado foi a alizarina, portando, o osso marcado em
fluorocromos vermelhos representa 0 0sso novo. Considerando esses pontos é
possivel dizer que as diferentes cores representaram as diferentes idades dos 0ssos
formados. A dindmica do tecido 6sseo é representada pelo turnover dsseo, que é

observado através da renovacéo 0ssea representada pelos fluorocromos vermelhos.
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Quanto maior a prevaléncia de fluorescéncia vermelha, maior € a formacéo de 0sso
novo, enquanto que a fluorescéncia verde representa o 0sso velho. Essa dinamica
permite observar as duas situa¢gdes no mesmo corte, portanto, observar o que é novo

do que é velho.

3.4.5 Histometria

As mesmas pecas que foram montadas nas laminas histolégicas dos
tecidos calcificados, apds a analise em microscopia confocal foram lavadas em agua
deionizada e foram coradas com vermelho de alizarina e azul de Stevenel. A area de
interesse, representada pela interface placa e o "gap'reparacional, criado pela
osteotomia entre os dois cotos do fémur fraturado, foi mensurada histometricamente
por meio da analise da &rea de osso neoformado (AON). Assim, ap0s a fotomicrografia
das laminas histolégicas e salvas em arquivo TIFF, essas foram transportadas para o
programa computacional Image J (Processing Software and Image Analysis, Ontario,
Canada), que por meio da ferramenta “free hands” foi utilizada para mensurar a area
de osso neoformado em um?. A regido de interesse foi padronizada em trés tercos,
sendo o primeiro terco representado pela regidao do "gap" reparacional em contato
com a miniplaca para fixacdo da fratura; o terco médio, pela regido intermediéria e, o

altimo terco, o mais proximo do osso cortical basal do fémur (Figura 7).

FIGURA 7 - Imagem representativa sobre area de interesse (ROI) a ser analisada
denotando os trés tercos da regido, no qual, o 1° terco representa a regiao de “gap”
reparacional em contato com a miniplaca; o 2° tergco representa a regido intermediéaria
e o ultimo terco, aregido mais proxima do osso cortical basal do fémur

Fonte: Elaborada pelo autor
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3.5 Andlise estatistica

Para cada parametro amostral dos resultados quantitativos, através da
histometria (AON; area de fluorocromos: calceina/alizarina) e morfometria
tridimensional pela microtomografia (BV/TV, Tb.Th, Th.Sp e Th.N), foi abordada a
diferenca entre os grupos experimentais o sistema de fixagdo (CONV e PEO) e a
biomodulacédo (CO e Laser). Os dados foram inicialmente submetidos ao teste de
normalidade Shapiro-Wilk, o qual demonstrou que as interacdes dos dados eram
homogéneos (p>0,05). A comparacao entre os grupos foi realizada separadamente
no grupo SHAM e OVX. Portanto, para cada parametro, a analise de variancia ANOVA
2 fatores foi realizada e o pés-teste de Tukey, quando as intera¢cdes mostraram p<0,05
de significancia. O programa estatistico utilizado foi o SigmaPlot 12.0 (Exakt Graphs

and Data Analysis, San Jose, California, USA).
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4 RESULTADOS

4.1 Microscopia eletronica de varredura (MEV) e espectroscopia de

energia dispersiva (EDS)

As fotomicrografias representativas obtidas apds o escaneamento, das
placas tratadas com PEO, em microscopia eletrénica de varredura (MEV), mostraram
uma topografia de superficie homogénea com a presenca de poros com geometria
semelhante a “vulcao”, independente da magnitude do aumento avaliado (300 ou
2000x) (Figura 8).

FIGURA 8 — Imagem representativa da microscopia eletrénica de varredura, nas
magnitudes de 30x (A e B), 300x (C) e 2000x (D), das miniplacas com texturizacao
por oxidacao por plasma eletrolitico
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Fonte: Elaborada pelo autor

A partir da espectroscopia de energia dispersiva (EDS) a analise quimica
elementar da topografia superficial das miniplacas mostrou picos de titanio em todas
as amostras, bem como picos ions de calcio e fosforo, com média aproximadamente
1,65 a 1,77% de calcio e aproximadamente 5% de ions fésforo. O mapa de cores
obtido a partir do EDS, demonstrou uma distribuicio homogénea tanto dos
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constituintes da miniplaca de Ti como dos ions incorporados pelo método de

texturizacao (calcio e fosforo) em toda area escaneada (Figura 9).

FIGURA 9 - Imagem representativa do mapeamento dos constituintes da miniplaca com
asuperficie texturizada por meio da oxidagao por plasmaeletrolitico (PEO), pelatécnica
de espectroscopia de energia dispersiva e mapa de cores referente a distribuicao
destes constituintes
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Fonte: Elaborada pelo autor

4.2 Imunoensaio para dosagem de estrogeno

Os resultados referentes a concentracdo de estrogeno plasmatico
avaliados através do método Elisa evidenciaram a condi¢cdo de hipoestrogenismo nos
animais que foram submetidos a ovariectomia bilateral para inducao da osteoporose.
E possivel observar diminuico significativa na concentracido de estradiol do grupo
OVX em relacao ao grupo SHAM (P = 0,0003), comprovando entdo que 90 dias apés
a ovariectomia, 0s animais apresentaram intenso hipoestrogenismo (Grafico 1).
GRAFICO 1 - Representagdo grafica da concentracdo de estrégeno plasmatico,

constatando hipostrogenismo no grupo OVX em comparagdo a SHAM (p = 0,0003). O *
e # representam a diferenca estatistica que houve entre os grupos
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Fonte: Elaborada pelo autor
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4.3 Microtomografia Computadorizada (Micro-Ct)

Os resultados referentes a microtomografia computadorizada evidenciaram que
0s animais saudaveis, independentemente da texturizacdo de superficie da placa instalada
(SHAM CONV e SHAM PEO), apresentaram valores bastante favoraveis a microarquitetura
Ossea durante o reparo da fratura femoral, com maiores valores para porcentagem de volume
0sseo (BV.TV) e espessura trabecular (Tb.Th), em comparacdo aos animais osteoporéticos
(OVX CONV e O0OVX PEO), além de menores valores de numero de trabéculas (Th.N) e
espaco entre as trabéculas (Tb.Sp), comparado aos grupos osteoporoticos, exceto o grupo
SHAM PEO que apresentou valores similares aos do grupo OVX PEO para o parametro
Th.Sp. Ja com relacdo a comparacao direta das placas texturizadas por PEO entre 0s animais
osteoporoticos (OVX CONV x OVX PEO), foi possivel observar valores bastante similares
para todos os parametros, ndo apresentando diferencas significativas entre os grupos. Os
dados microtomograficos forneceram resultados discretos, embora tenham demonstrado
diminui¢cdo na comparacao entre o grupo SHAM e OVX de um modo geral. Sendo aceitavel a
hipétese de que houve diminuicdo da totalidade de massa Ossea para o grupo OVX
especialmente visualizada no parametro Po(tot). O resultado significante da diminuicdo da
porcentagem 6ssea ocorreu no grupo OVX em que ndo houve o tratamento por bioatividade
da placa ou biomodulacdo por laser. Esse resultado significante ocorreu também no
parametro de numero de trabéculas Tb .N no grupo OVX/CO/CONV em que ndo houve o
tratamento por bioatividade da placa ou biomodulagdo por laser, mostrando uma tendéncia
de que esse parametro juntamente com Tb.th foram responséaveis pelo resultado também em
BVTV. Essa tendéncia demonstra atraso na maturagdo do osso trabecular analisado devido
a menor espessura das trabéculas. E possivel visualizar a manutencdo da espessura
trabecular dos grupos OVX tratados com laser. Todos os parametros demonstraram equilibrio
dos resultados dos grupos OVX LASER CONV e OVX LASER PEO com seus respectivos
grupos SHAM.(Gréfico de 2 a 6)
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GRAFICO 2 - Gréfico representativo dos valores médios e desvio padrdo do parametro
Po(Tot) da anélise microtomogréfica. (A) Grupos: SHAM LASER CONV, SHAM CO
CONV, SHAM LASER PEO, SHAM CO PEO. (B) Grupos: OVX LASER CONV, OVX CO
CONV, OXV LASER PEO, OVX CO PEO. Tanto nos grupos SHAM como OVX, a Po(Tot)
foi similar nas comparacdes entre os grupos (p>0,05).
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Fonte: Elaborado pelo autor

GRAFICO 3 - Gréfico representativo dos valores médios e desvio padrédo do parametro
BVTV da analise microtomogréfica. (A) Grupos: SHAM LASER CONV, SHAM CO CONYV,
SHAM LASER PEO, SHAM CO PEO: Todos os grupos foram similares (p>0,05). (B)
Grupos: OVX LASER CONV, OVX CO CONV, OXV LASER PEO, OVX CO PEO: *A menor
porcentagem de volume 4sseo foi para o grupo (OVX CO CONV) em comparacao aos
demais (p<0,05).
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Fonte: Elaborado pelo autor

GRAFICO 4 - Gréfico representativo dos valores médios e desvio padrdo do parametro
Tb.N da andlise microtomogréfica. (A) Grupos: SHAM LASER CONV, SHAM CO CONYV,
SHAM LASER PEO, SHAM CO PEO: Todos os grupos foram similares (p>0,05). (B)
Grupos: OVX LASER CONV, OVX CO CONV, OXV LASER PEO, OVX CO PEO. * O grupo
(OVX CO CONV) apresentou menor numero de trabéculas na comparagcdo com o0s
demais grupos (p<0,05).
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Fonte: Elaborado pelo autor
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GRAFICO 5 - Gréfico representativo dos valores médios e desvio padrdo do parametro
Tb.Th da analise microtomogréfica. (A) Grupos: SHAM LASER CONV, SHAM CO CONV,
SHAM LASER PEO, SHAM CO PEO: Todos os grupos foram similares (p>0,05). (B)
Grupos: OVX LASER CONV, OVX CO CONV, OXV LASER PEO, OVX CO PEO: * O grupo
(OVX CO CONV) apresentou menor espessura das trabéculas na comparagdo com 0s
demais grupos (p<0,05).
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Fonte: Elaborado pelo autor

GRAFICO 6 - Gréfico representativo dos valores médios e desvio padrdo do parametro
Tbh.Sp da analise microtomografica. (A) Grupos: SHAM LASER CONV, SHAM CO CONYV,
SHAM LASER PEO, SHAM CO PEO. (B) Grupos: OVX LASER CONV, OVX CO CONYV,
OXV LASER PEO, OVX CO PEO. Tanto nos grupos SHAM como OVX, a Tb.S foi similar
nas comparacdes entre 0s grupos (p>0,05).
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Fonte: Elaborado pelo autor

4.4 Escaneamento por microscopia confocal a laser (analise da

dindmica 6ssea em reparacao)

Os resultados da andlise da &area de precipitacdo dos fluorocromos
demonstraram melhores padrdes de mineralizagdo quando foi utilizado a placa PEO
(SHAM LASER PEO, SHAM CO PEO, OVX LASER PEO, OVX CO PEOQ), ainda nesse
sentido, a mensuragdo demonstrou maiores resultados (p<0,05) na precipitacdo de

vermelho de alizarina para os grupos onde foi realizado a aplicagdo do laser,
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mostrando que existe potencial favoravel em sua aplicacdo em situacdes de

osteopenia como € possivel visualizar nos graficos 7 e 8.

FIGURA 10 — Fotomicrografia (aumento de 100um) da dinamica do tecido 6sseo por
meio da precipitacdo de fluorocromos (calceina na cor verde e alizarina na cor
vermelha), a coloracdo amarelada corresponde a sobreposicdo do vermelho sobre o
verde, que foram analisados pela microscopia confocal a laser referente aos grupos:
SHAM LASER CONV, SHAM CO CONV, SHAM LASER PEO e SHAM CO PEO. Dinamica
do tecido 6sseo por meio da precipitacdo de fluorocromos (calceina e alizarina)
analisados pela microscopia confocal a laser referente aos grupos: SHAM LASER
CONV, SHAM CO CONV, SHAM LASER PEO e SHAM CO PEO.

SHAM CO CONV SHAMCOPEO SHAM LASER CONV SHAM LASER PEO

Fonte: Elaborada pelo autor

GRAFICO 7 - O gréafico de barras mostra os valores médios e desvio padréo
representativos dos grupos analisados em funcéo das precipitacfes dos fluorocromos.
O laser no grupo SHAM mostrou maior dinamismo do tecido 6sseo, com maiores
precipitacdes de calceina no grupo SHAM LASER PEO em comparagdo ao SHAM CO
PEO (p<0,05).
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Fonte: Elaborado pelo autor
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FIGURA 11 - Fotomicrografia (aumento de 100um) da dindmica do tecido 6sseo por
meio da precipitacdo de fluorocromos (calceina na cor verde e alizarina na cor
vermelha) a coloracdo amarelada corresponde a sobreposicdo do vermelho sobre o
verde, que foram analisados pela microscopia confocal a laser referente aos grupos:
OVX LASER CONV, OVX CO CONV, OVX LASER PEO e OVX CO PEO. Dinamica do
tecido 6sseo por meio da precipitacdo de fluorocromos (calceina e alizarina) analisados
pela microscopia confocal a laser referente aos grupos: OVX LASER CONV, OVX CO
CONV, OVX LASER PEO e OVX CO PEO
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Fonte: Elaborada pelo autor

GRAFICO 8 - O grafico de barras mostra os valores médios e desvio padréo
representativos dos grupos analisados em funcéo das precipitacdes dos fluorocromos.
O laser no grupo OVX também mostrou maior dinamismo do tecido 6sseo, com maiores
precipitacdes do vermelho de alizarina em comparacgdo aos grupos sem a aplicacéo de
laser (p<0,05).
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Fonte: Elaborado pelo autor

4.5 Histometria (Stevenel Blue & Alizarin Red)

Foram obtidas fotomicrografias através da objetiva (25x) das laminas
histolégicas coradas com azul de Stevenel e vermelho de alizarina, apos 60 dias de

reparo 6sseo, de todos 0s grupos experimentais. Dessa forma, através de uma analise
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qualitativa das fotomicrografias obtidas, foi possivel evidenciar que a superficie de
tratamento através do PEO proporcionou um aspecto reparacional interessante nos
animais saudéaveis (SHAM PEO), com grande presenca de tecido 6sseo em (vermelho
de alizarina) na maior por¢éo do gap da fratura femoral e poucos pontos com presenca
de tecido mole (azul de Stevenel), quando comparado com as placas de superficie
convencional (SHAM CONV), que evidenciaram bom aspecto de neoformacao 0ssea,
no entanto com mais &areas de tecido adiposo presente. Ja com relagdo aos animais
caracterizados pela baixa qualidade 6ssea (OVX), foi possivel observar que a placa
de superficie convencional (OVX CONV) proporcionou reparo 6sseo deficiente, com
forte presenca de tecido adiposo e pequenas areas de neoformacdo Ossea. Ja a
texturizacdo por PEO (OVX PEO) demonstrou melhorar de maneira acentuada a
neoformacdo Ossea no gap reparacional, com relacdo ao grupo OVX CONV,

demonstrando caracteristica muito similar ao grupo SHAM CONV. (Figuras 12 e 13)

FIGURA 12 - Fotomicrografias das laminas histolégicas coradas com azul de Stevenel
e vermelho de alizarina em um aumento de 25x, destacando-se maior presenca de
reparo 6sseo no grupo SHAM PEO.

SHAM LASER CONV  SHAM CO CONV ~ SHAM LASER PEO SHAM CO PEO

Fonte: Elaborada pelo autor
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FIGURA 13 — Fotomicrografias das laminas histolégicas coradas com azul de Stevenel
e vermelho de alizarina em um aumento de 25x, destacando-se maior presenca de
reparo 6sseo no grupo OVX/LASER/PEO

OVX CO CONV OVX CO PEO OVX LASER CONV OVX LASER PEO

 ———

Fonte: Elaborada pelo autor

Com relacdo aos dados quantitativos obtidos por meio do calculo
histométrico, observou-se que, de fato, a texturizagdo por PEO foi benéfica durante o
reparo 0sseo de fraturas femorais, principalmente em se tratando dos animais
saudaveis (SHAM PEO) que apresentou a maior quantidade osso neoformado com
diferencas significativas (P<0,05) em relacdo grupo OVX CONV, que apresentou 0
pior resultado, com menor formacao 6ssea. Os grupos SHAM CONV e OVX CONV
demonstraram semelhanga na quantidade de o0sso neoformado, evidenciando
superioridade do grupo OVX PEO guando comparado ao grupo OVX CONV. (Grafico
9).

GRAFICO 9 - Os gréaficos de barras mostram os valores médios e desvio padrdo
representativos dos grupos analisados em funcdo das areas de 0sso
neoformado na regido cortical 6ssea junto a placa. O grupo OVX/CO/CONV

apresentou menor valor médio em porcentagem de tecido 6sseo formado em
comparacao aos demais grupos (p<0,05).

SHAM (New Bone Formed) OVX (New Bone Formed)
100 100
80 80
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T 40 . T 40 ! = 1 I
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SHAM LASER CONV  SHAM CO CONV ~ SHAM LASER PEO SHAM CO PEO OWVX LASER CONV OVX CO CONV OVX LASER PEO OVXPED

Fonte: Elaborado pelo autor.
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5 DISCUSSAO

O objetivo principal deste estudo pré-clinico inédito na combinacdo de
fatores como biomodulacéo e bioatividade durante o reparo de fraturas femorais, em
animais caracterizados pela baixa densidade mineral 6ssea (DMO) evidenciou que a
texturizacdo por PEO (bioatividade) proporcionou melhora importante durante o
reparo 6sseo das fraturas, principalmente no que diz respeito a maior area de
neoformacédo 6ssea no “gap” reparacional. A biomodulagdo associada a placas
convencionais também promoveu a otimizacao do reparo ésseo, entretanto quando
associados os dois principios (fotobiomodulacao + Bioatividade) o laser ndo promoveu

efeitos adicionais.

A oxidacdo por plasma eletrolitico apresenta-se como um método
recentemente descrito na literatura utilizado para a texturizacdo de superficies de
titAnio, principalmente no ambito da engenharia, para a construcdo de pontes em
meios desfavoraveis, como em aguas salgadas, devido ao seu menor potencial de
corrosdo quando comparados com outros tipos de texturizacdo. Devido a essas
caracteristicas, o PEO esta sendo investigado no ambito biomédico, principalmente
pela implantodontia e tem mostrado resultados bastante favoraveis, no que diz
respeito ao aumento da atividade osteoblastica, em estudos in vitro, no entanto, sem

evidéncias atuais de estudos in vivo?S.

Este estudo demonstrou que a oxidacdo por Plasma Eletrolitico (PEO) é
um meio alternativo eficiente para a criacdo de modificacdes superficiais e fisico-
quimicas em placas de fixa¢do para 0ssos de baixa densidade. A partir da analise em
microscopia eletronica de varredura (MEV), durante o periodo de caracterizagcao
estrutural baseline, constatou-se que apos a texturizacdo por PEO, a superficie
apresentava uma distribuicdo homogénea de poros em formato de vulcdo. Com a
espectroscopia de energia dispersiva (EDS) notou-se a impregnacéo satisfatoria de

ions calcio e fosfato, validando o modelo experimental utilizado no estudo.

Hartjen e colaboradores acreditam que as propriedades do PEO melhorem
a capacidade de adesdo, com consequente maior viabilidade celular. Além disso, a
presenca de ions calcio e fosfato parece gerar um efeito osteocondutor, aumentando
a atratividade para células da linhagem osteoblastica. A propriedade osteocondutora

pode ainda estar associada com a capacidade deste tipo de superficie em interagir
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melhor com a proteina BMP-2, um dos fatores de crescimento liberado pelos
osteoblastos®®°9, Além disso essa superficie oferece muitos sitios de ligacdo a
proteinas séricas como a albumina, fibronectina e fibrinogénio favorecendo assim a
interacdo com a hidroxiapatita®®, estudos demonstram que devido a estas
caracteristicas as superficie texturizadas por PEO, se mostram promissoras para o

uso em ambito odontoldgico e também médico3>-3.

Para a caracterizacdo do modelo experimental de baixa densidade mineral
0ssea, foi realizada a cirurgia de remocao dos ovarios bilaterais (ovariectomia) para
que, apods 90 dias, estivesse instalada a condicdo de osteoporose nos animais. Os
resultados obtidos através da imunoensaio para dosagem de estrégeno evidenciaram
diminuicdo significativa do estradiol plasmético nos animais ovariectomizados,
comparado aos animais SHAM. Apesar de ndo ter sido avaliado quantitativamente a
densidade mineral 6ssea dos animais, estd bem estabelecido na literatura que o
hipoestrogenismo severo leva a perda da densidade mineral Ossea e,
consequentemente, a condicdo de osteoporose®°.

Além disso, este modelo foi adotado, uma vez que é sabido que, além da
perda de densidade mineral éssea e, consequente, aumento da fragilidade 6ssea, a
osteoporose também interfere de maneira significativa no remodelamento 6sseo,
levando a possiveis atrasos durante o reparo o tecidual®®. Estudos pré-clinicos
demonstraram que animais ovariectomizados submetidos a simulacdo de fratura
femoral e fixacao interna com placas de titdnio convencionais apresentaram aspecto
de atraso no reparo tecidual, quando comparados aos animais saudaveis!®. Além
disso, estudo realizado por Campenfeldt e colaboradores®?, evidenciou que pacientes
com baixa densidade mineral 6ssea apresentaram mais falhas na fixacao de fraturas

femorais comparado a pacientes com densidade mineral 6ssea adequada.

A otimizacao desse reparo foi verificada em todos os grupos tratados com
fotobiomodulacdo: SHAM LASER CONV, SHAM LASER PEO, OVX LASER CONV e
OVX LASER PEO por meio da aplicacdo da laser terapia no momento da fixacao
6ssea cirdrgica, corroborando com resultados de Britefio-Vasequez et al.?? que
mostraram também superioridade nos parametros radioldgicos e histologicos para 0s

grupos que receberam fotobiomodulagéo por laser.
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No entanto, Kazem Shakouri et al.®® mostram que a laser terapia de baixa
intensidade em animais pode facilitar a reparacéo de fraturas nos estagios iniciais, no
entanto, com propriedades biomecanicas fracas. Por isso, recomendaram o uso deste
tipo de terapia com laser para humanos apenas em casos de ma formacgéo éssea,
como em fraturas ndo unidas e devido as fracas propriedades biomecanicas, e
sugerem que mais pesquisas deveriam ser realizadas. Neste contexto, a laser terapia
nas fraturas associado ao principio de bioatividade, como no presente estudo por meio
do PEO, poderia estar bem recomendado, ainda mais quando outras comorbidades
sistémicas estado presentes ou fatores locais que comprometam o metabolismo 6sseo
reparacional. Analises adicionais da biomecanica do complexo placa/osso
reparacional deverdo ser realizadas para a verificagdo de suas propriedades em
funcdo dessas terapias.

Neste estudo foi possivel observar, por meio da analise histologica e
histométrica, que a texturizacdo por PEO nas placas de titanio proporcionou efeito
positivo no padréo reparacional dos animais com baixa densidade mineral 6ssea, uma
vez que foi possivel observar maior presenca de tecido ésseo e poucas regides com
tecido adiposo no gap reparacional, comparado aos animais OVX que receberam
placas de titAnio convencionais, 0s quais apresentaram neoformacéo 6ssea atrasada
com bastante presenca de tecido adiposo. Além disso, foi possivel observar, também,
gue o grupo OVX PEO apresentou maior area de neoformacéo 6ssea comparado ao
grupo OVX CONV mostrando seu melhor desempenho em condi¢des criticas, embora
o padrao de neoformacéao 6ssea tenha apresentado melhor organizacéo e fechamento
do gap para os grupos tratados com laser (OVX LASER PEO). O padrao reparacional
dos animais osteoporéticos que receberam placas texturizadas por PEO (OVX PEO)
€ bem similar ao dos animais saudaveis, que receberam placas convencionais (SHAM
CONV), ou seja, 0 uso da texturizacdo por PEO levou a reparagao 0ssea de fraturas
femorais em situacdo de densidade mineral 6ssea reduzida a padrées proximos do
gue se encontra nos animais com densidade 6ssea normal e com a placa sem

texturizacdo (CONV) como é comercializado atualmente.

E importante salientar que o modelo de osteoporose simulada no presente
estudo por meio da realizacdo de ovariectomia bilateral representou um modelo critico
no reparo 0sseo interfragmentario. Sistemicamente, este fendmeno ocorreu pela

reducao significativa dos niveis de estradiol em comparacao aos animais SHAM. As
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compensacdes do reparo 0sseo aconteceram somente em funcdo dos principios de
bioatividade e biomodulac&o, sem qualquer influéncia de medicamentos ou reposi¢ao

hormonal.

Ja com relacdo aos parametros microtomograficos avaliados, foi possivel
observar que o0s animais saudaveis (SHAM) apresentaram padrbes de
microarquitetura éssea positivos, independentemente da texturizacdo de superficie
utilizada. J& com relacdo aos grupos osteoporoticos, foi possivel observar que a
texturizacao de superficie por PEO nao foi diferente de modo significativo melhorando
0 padrdo reparacional quando comparado as placas de titanio convencionais. E
importante ressaltar que os animais induzidos a condi¢édo de osteoporose ndo foram
tratados sistemicamente, com algum tipo de medicamento e, portanto, ndo é possivel
reverter totalmente a situacao de deterioracdo da microarquitetura 6ssea e esse nao

€ 0 objetivo da texturizacéo de superficie e/ou laser terapia.

Sendo assim, apesar da texturizacdo por PEO né&o ter melhorado os
parametros estruturais em 0ssos de baixa densidade, por ndo ter efeito sistémico,
como demonstrado pela microtomografia computadorizada, a propriedade
osteoindutora do PEO*%-%* parece ter proporcionado o recrutamento e a sinalizacdo de
células pré-osteoblasticas e osteoblasticas, fundamentais no reparo 6sseo, o qual a
placa convencional ndo é capaz de realizar. Esse comportamento fez com que o
reparo da fratura femoral fosse acelerado quando comparado a placa convencional.
Clinicamente isso apresenta ser uma grande vantagem, uma vez que boa parte das
falhas de fixacdo em pacientes com baixa DMO, deve-se a incapacidade do tecido

recuperar-se rapidamente®®,

Do que se tem de comprovacgao clinica em relacdo a fotobiomodulacao
aplicado em fraturas Osseas, Jana Neto et al.’5, em uma revisdo sistematica
comprovou em estudos em humanos que esse principio apresentou poucos efeitos
adicionais para o parametro reparo 0sseo, em que as respostas mais significativas
foram observadas para os parametros dor e retorno das func¢des habituais, contudo
essa revisdo recente conta apenas com dois artigos selecionados, implicando na
necessidade de mais estudos para se permitir maiores comparagcbes dentre 0s

resultados apresentados na literatura.
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De certa forma, como ja discutido anteriormente, a fotobiomodulacdo
apresenta efeitos adicionais quando existe uma alteracdo do metabolismo ésseo. Fato
bem observado na otimizagdo e melhora do reparo no grupo OVX/LASER/CONV em
comparacao aos grupos SHAM.

Apesar das limitagdes deste estudo pré-clinico, os resultados obtidos sdo
bastante encorajadores para a utilizagdo da texturizagdo por PEO nas placas para a
osteossintese de fraturas O0sseas e a laser terapia, na regido maxilofacial ou nas
aplicacdes ortopédicas, em pacientes que apresentam qualquer tipo de alteracéo
sistémica que leve a reducdo da DMO néo excluindo a indicac¢édo de tratamento por
terapias de suporte sistémico de acordo com o carater especifico de cada alteracao.
Visto que as condi¢cfes adversas para reconstrucdes dsseas tem se tornado cada vez
mais recorrentes na rotina cirdrgica e novos métodos e materiais devem ser
desenvolvidos e aprimorados com o objetivo de criar condigcbes para melhorar o
reparo biologico. Nesse contexto, o PEO assim como a fotobiomodulag&o estdo sendo
estudados e vem a somar condi¢des favoraveis e a principio, sem contraindicacédo
para seu uso. No entanto, mais estudos devem ser realizados com intuito de avaliar
os parametros de viabilidade celular e resisténcia mecanica para corroborar e melhor

explanar as variaveis do estudo.
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6 CONCLUSAO

Diante das limitacbes deste estudo in vivo, foi possivel concluir que a
fotobiomodulacéo pela irradiacdo com laser (808nm) e a bioatividade das miniplacas
texturizadas por PEO promoveram melhores respostas reparacionais no tecido 6sseo
em fraturas simuladas por osteotomia de femures osteopordticos de ratas

ovariectomizadas.
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This in vivo study investigated whether the bioactivity of anodizing coating, produced
by plasma electrolytic oxidation (PEQ), on mini-plate in femur fracture could be
improved with the association of photobiomodulation (PBM). From the 20
ovariectomized Wistar rats, 8 were used for model characterization, and the remaining
12 were divided into four groups according to the use of PBM therapy by diode laser
(808 nm; power: 100 mW; energy: 6.0 J; energy density: 212 J/icm 2 ; power density
of 3.5 W/em 2 ) and the type of mini-plate surface (commercially pure titanium mini-
plate [cpTi] and PEO-treated mini-plate) as follow: cpTi; PEO; cpTi/PBM; and
PEO/PBM. After 60 days of surgery, fracture healing underwent microstructural, bone
turnover, histometric, and histologic adjacent muscle analysis. Animals of groups with
PEO and PBM showed greater fracture healing than cpTi group under histometric and
microstructural analysis ( P <0.05); however, bone turnover was just improved in
PBM's groups ( P <0.05). There is no difference between cpTi and PEO without PBM
( P >0.05). Adjacent muscle analysis showed no metallic particles or muscle
alterations in all groups. PEO and PBM are effective strategies for bone repair in
fractures, however their association does not provide additional advantages.



