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FARIA, PEP. Avaliacdo histologica e histomorfométrica do efeito de farmacos
fotossensiveis ativados por LED no reparo 6sseo em coelhos. 126f. Tese (Doutorado) —
Faculdade de Odontologia de Aragatuba, Universidade Estadual Paulista, Aracatuba, 2011.

Palavras-chave: Reparo 6sseo, Terapia Fotodindmica, Farmaco Fotossensivel, LED

Resumo
A combinagdo de um farmaco fotossensivel (FS) ativado por luz (vermelha, infravermelho ou
ambas) forma uma das vertentes de aplicacdo da Terapia Fotodindmica (TFD), que consiste
na administracdo de um FS que posteriormente ¢ ativado pela irradiacdo do LED ou Laser
junto ao tecido, sendo que o FS ou a luz sozinhas, ndo apresentam citotoxicidade. O presente
estudo teve por objetivos estabelecer o potencial regenerador do tecido 0sseo para o reparo
em calvaria de coelho, utilizando trés sistemas de liberacdo de drogas (DDS) de FS,
estimulado pela combinagdo da fotobiomodulacdo de sistemas LED operando na faixa do
visivel e infravermelho. Foram utilizados 48 coelhos New Zealand White divididos em 3
grupos: Grupo LED 24/48 (dezoito coelhos) com aplicagdes de LED 24/48 horas apds a
cirurgia, Grupo LED 72/96 (dezoito coelhos) com aplicagdes de LED 72/96 horas apds a
cirurgia ¢ Controle (doze coelhos) onde ndo houve aplicagio de LED. Nos grupos
experimentais foram realizadas 4 perfuracdes nas calvarias com preenchimento
aleatoriamente de 1) Base em gel, 2) nanoemulsao carregada com FS, 3) lipossoma em gel
com FS e 4) nanoparticulas de albumina (BSA) carregada com FS. No grupo controle foram
feitas duas perfuragdes, uma preenchida por osso autdogeno e outra com coagulo. Dezesseis
animais foram submetidos a eutandsia em cada tempo experimental: 5 dias, 10 dias e 20 dias.
Laminas histoldgicas foram feitas a partir dos defeitos e o osso neoformado foi mensurado. O

uso de FS nos DDS nio foi efetivo para abreviar o tempo de reparo 0sseo em calvaria de

coelhos nos inervalos de tempo deste estudo.
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FARIA, PEP. Photodynamic Therapy on bone healing in rabbits. 126p. Thesis (PhD) -
University of Dentistry, UNESP — S@o Paulo State University, Aragatuba, 2011.
Key-words: Bone healing, Photodynamic Therapy, Photosensitivity Drug, LED

Abstract
The combination between photosensitizer substances with laser or LED (light emitting diode)
form the photodynamic therapy (PDT) basis that consists of photosensitivity drug activated by
low frequency light. This mechanism is used in soft tissue healing process to improve the
oxygen tension leading to a fast revascularization. The objective of this study was to evaluate
the effects of photosensitivity drugs activated through LED on bone healing process. Fourty
eight New Zealand White rabbits were underwent to four bicortical calvaria defects made by
6.0 mm trephine drill. The defects were randomly filled up with (1) Gel, (2) Nanoemulsion +
photosensitizer drug, (3) Liposome + photosensitizer drug, (4) NPS (nanostructure polymeric
system) + photosensitizer drug. After 24/48 hours or 72/96 hours a LED were applied on all
the rabbits. Sixteen animals were sacrificed, respectively, at 5, 10 and 20 days after surgery.
Histological slides were prepared from each experimental site for histomorphometry and
histological analysis. Bone graft was significant higher bone level in all experimental time
points.. At 10 days liposome showed higher bone level than Gel (p=0,0161). However on 20

days, no difference was detected between the materials. The use of photosensitizer drugs

activated by LED demonstrated do not achieve the stimulate bone formation on later time

points on thsi presente study.
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1 INTRODUCAO

Varios estudos clinicos e experimentais'!, relatam o potencial de aceleragio da
regeneracdo tecidual através de irradiagdo com sistemas Laser “light amplification by
stimulated emission of radiation” ou do tipo LED “light emitting diode”’, ambos operando em
baixa intensidade de energia. Resultados in vitro da irradiagdo com lasers de baixa intensidade
demonstraram estimulacdo significante na formagdo de matriz dssea em culturas de
osteoblastos®. Particularmente, a irradiagdo in vitro de culturas osteoblasticas aumentaram
tanto a proliferacdo celular, especialmente do nédulo formador da célula da linhagem de
osteoblastos, como a diferenciagdo celular, resultando no crescimento da matriz 6ssea'?. No
estudo de Stein" e colaboradores (2005), a irradiacdo de laser de baixa intensidade promoveu
a proliferacdo e maturacdo de osteoblastos humanos. Por outro lado, estudos experimentais in
vivo sugeriram a aceleragdo do reparo em defeitos Osseos padronizados e em fraturas
artificiais'>. Irradiacdes com laser de baixa intensidade demonstraram efeitos positivos sobre
a maturag@o do osso peri-implantar e a osseointegragdo de implantes dentarios™®'*15,

A combinacdo de um farmaco fotossensivel (FS) ativado por luz (vermelha,
infravermelho ou ambas) forma uma das vertentes de aplicagdo da Terapia Fotodinamica
(TFD), que consiste na administra¢cdo de um FS que posteriormente ¢ ativado pela irradiacio
do LED ou Laser junto ao tecido, sendo que o FS ou a luz sozinhas, ndo apresentam
citotoxicidade. Essa técnica inovadora tem sido utilizada com sucesso no tratamento de cancer
de pele'®™'”, baseado na evidéncia de que o farmaco possui baixa toxicidade na auséncia de luz
e tendéncia de acumular-se no tecido doente quando estimulado com laser. Nos casos de
tratamento de cancer, a luz (tipicamente de 600 a 800 nm) ativa o farmaco que na presenga de

oxigénio gera oxigénio singlete ('O,) que ¢é uma espécie altamente reativa que interage de
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forma a oxidar varios substratos, que desencadeiam reagdes com substratos biologicos,
levando a interrupcdo do crescimento tecidual desorganizado.

Os resultados altamente promissores com o uso de TFD tém gerado recentemente um
incremento do desenvolvimento e da sintese de novos farmacos. Assim, outros FS (clorinas ¢
bacterioclorinas, derivados do silicio ftalocianina e outros) apresentam propriedades
diferenciadas daquelas tradicionalmente utilizadas em tratamento de canceres.

As ftalocianinas foram consideradas excelentes FS para a TFD devido a sua grande
estabilidade e pureza quimica. Possuem também alta absor¢do de luz nos comprimentos de
onda de 600 a 800 nm, exatamente na janela terapéutica da TFD, além de baixa toxicidade in
vitro'®.

A maioria dos FS sdo compostos hidrofébicos e, embora a natureza lipofilica seja uma
caracteristica importante - facilitando a passagem desses compostos através das membranas
celulares - a baixa solubilidade em &4gua (meio fisiologico) dificulta, entretanto, sua
administracdo sistémica. Dessa forma, o desenvolvimento de sistemas de liberagdo de
farmacos, chamados de “drug delivery systems” (DDS), adequados como lipossomas,
nanoemulsdes, microesferas e nanoparticulas se torna necessario, pois possibilita a utilizagdo
dos FS pela via intracelular.

O sistema de liberacdo ideal deve ser capaz de acumular seletivamente o FS no tecido
alvo para que ocorra pouca ou nenhuma reten¢do pelas células adjacentes ao tecido alvo.
Além disso, os DDS devem ser capazes de incorporar o FS sem a perda ou alteragdo de sua
atividade. Estes sistemas sdo biodegradaveis e ndo alergénicos'?’. A velocidade e a extensio
da incorporacdo no tecido alvo ¢ claramente influenciada pelas propriedades fisico-quimicas
do FS e pelo modo de liberagdo do farmaco.

Outra razdo para a utilizagdo de DDS para incorporacdo dos FS ¢ permitir que estes

sejam administrados na sua forma monomérica®'. Isso porque devido a sua estrutura quimica,
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a maioria dos FS tende a se agregar em meio aquoso de forma a diminuir o contato das
moléculas hidrofobicas com a agua. E esta caracteristica ¢ um dos fatores que diminui a sua
eficiéncia in vivo, pois ocasiona uma diminuicdo da biodisponibilidade e limitacdo das
propriedades fotofisicas, como conversdes internas ndo radiativas, diminui¢do do tempo de
vida do estado triplete e redugio da capacidade de fotoexcitagio?>* .

Virios sistemas de liberagdo tém sido propostos como excelentes veiculos para

2425 Dentre estes sistemas foram

compostos fototoxicos instdveis em meio biologico
selecionados para este trabalho os lipossomais, nanoemulsdes e as nanoparticulas, uma vez
que estes sistemas permitem solubilizar farmacos hidrofébicos em agua, mantendo suas
caracteristicas fisico-quimicas e, além disso, promovem uma distribuicdo seletiva nos
tecidos®.

A ativacdo dos FS depende diretamente da utilizagdo do LED ou Laser emitindo luz em
um comprimento de onda capaz de ativar o FS. A interacdo da luz com o FS induz a uma série
de processos fotofisicos e fotoquimicos envolvendo estados eletronicos das moléculas de FS,
decorrente da interagcdo da reagdo eletromagnética com a matéria.

Apos a absor¢do de um foton de luz, o FS passa a popular um estado eletronico excitado
singlete mais energético o que pode entdo, desencadear interacdes fotoquimicas®’.

Portanto, o sistema de irradiagdo utilizado possui importante papel na ativagdo do FS
inscorporado no DSS. Estes sistemas podem emitir na faixa do visivel do espectro
eletromagnético, entre 600 a aproximadamente 780 ou 820 nm. A energia dos fétons aumenta
a medida em que o comprimento de onda diminui; inversamente, a penetragdo nos tecidos
aumenta com o maior comprimento de onda®®. Assim, alguns casos podem se beneficiar do
baixo comprimento de onda, no qual a maioria da energia é absorvida na superficie, e em
outras condi¢gdes com maiores comprimentos de onda, permitir uma maior penetragdo nos

tecidos.
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A modulacdo da dose terapéutica e da concentracdo do ativo levam a condi¢des
propicias para a bioestimulacdo do metabolismo celular. Estudos comprovaram a eficicia da

o . . ~ . . . 29,30,31
TFD na aceleragdo da cicatrizagdo de feridas produzidas em tecidos moles™

, assim como
para a diminui¢io de patégenos causadores da doenga periodontal e peri-implantite®?.
Entretanto, ndo existem estudos na literatura que tenham testado FS e suas possiveis
interagdes com o tecido 6sseo in vivo.

Considerando os efeitos positivos em modelos de cicatrizagdo de tecidos moles

29,33-38

observados em estudos anteriores , acredita-se que esses FS associados a combinagdo de

luz visivel e infra-vermelha possam acelerar o processo de reparo em defeitos dsseos.
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2 PROPOSICAO

O presente estudo teve por objetivos estabelecer um protocolo para o potencial
regenerador do tecido dsseo para o reparo em calvaria de coelho, utilizando lipossomas em
gel, nanoemulsdo e particulas de BSA como DDS, estimulado pela combinagdo da

fotobiomodulagdo de sistemas LED operando na faixa do visivel e infravermelho.
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3 MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 48 coelhos New Zealand White do sexo masculino, com seis meses
de idade, pesando entre 3,5 e 4,0 kg. Os coelhos foram alojados em gaiolas individuais tendo
livre acesso a ragdo e dgua durante todo o experimento. Este protocolo experimental
(08186532) foi aprovado pela Comissdo de Etica no uso de Animais — CEUA — da Faculdade
de Odontologia de Ribeirdo Preto, onde foram realizados os experimentos.

Os animais foram divididos em 3 grupos: Grupo LED 24/48 (dezoito coelhos) com
aplicacdes de LED 24/48 horas apds a cirurgia, Grupo LED 72/96 (dezoito coelhos) com
aplicacdes de LED 72/96 horas apos a cirurgia e Controle (doze coelhos) onde ndo houve
aplicacdo de LED. No Grupo LED 24/48 foram realizadas 4 perfuracdes nas calvarias com
preenchimento aleatoriamente de 1) Base em gel, 2) nanoemulsdo carregada com FS, 3)
lipossoma carregada com FS e 4) nanoparticulas de albumina (BSA) carregada com FS.
Como FS foi utilizado um derivado de silicio ftalocianina para todas as formulagdes. Apos 24
horas do procedimento cirtrgico foi aplicado infravermelho e, apos 48 horas, foi aplicado luz
visivel. O Grupo LED 72/96 foi dividido da mesma maneira, com 4 defeitos na calvaria,
contudo a aplicagdo da luz visivel ocorreu apos 72 horas do procedimento cirirgico, enquanto
que a aplicacdo da luz infravermelho ocorreu apds 96 horas. J& no grupo Controle foram
realizados apenas dois defeitos na calvaria, com preenchimento aleatdrio de osso autdégeno da

propria calvaria e codgulo, sem utilizagao de LED.

Procedimentos Cirargicos

Os animais foram sedados com Acepromazina (2,0 mg/mL), 1,0 mg/Kg via
intramuscular e anestesiados com a associacdo de Xilazina (20 mg/mL), 5,0 mg/Kg,
intramuscular profunda e Ketamina (50 mg/mL), 25,0 mg/Kg, intramuscular profunda. A

antibioticoterapia foi de Oxitetraciclina (1,0 g/10mL) 0,2 mL/Kg via intraperitonial.
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Apds tricotomia sobre a calvaria, foi realizada a antissepsia da pele do animal (Figura
1) com solugdo topica de iodo (PVPI - Rioquimica Ltda, Sao José do Rio Preto, Brasil), e uma
incisdo linear em pele sobre a sutura mediana permitiu que fosse feita divulsdo dos tecidos
musculares até o descolamento do retalho em espessura total expondo totalmente a calota
craniana (Figura 2).

Os defeitos foram realizadas com uma trefina medindo 6,0 mm de didmetro externo
(Figura 3) (3i™ Implant Innovations Ltda, USA), a uma distancia de 5,0 mm entre si, sob
irrigagdo abundante de solucdo fisioldgica 0,9%. Os materiais em forma de gel foram
acondicionados em seringas de 1,0 ml em capela de fluxo, a fim de evitar contaminagéo e
posteriormente foram devidamente identificados. Cada seringa foi utilizada para um unico
defeito, sendo descartada apos seu uso. A BSA, como sendo um pd, foi colocada em um tubo
tipo Eppendorf 3810 (Eppendorf do Brasil Ltda. Sao Paulo — Brasil) em por¢des individuais e
aplicada diretamente sobre o defeito utilizando uma cureta para sua adaptagdo na cavidade.
Para o grupo controle foi utilizado o mesmo procedimento cirurgico, no entanto somente dois
defeitos foram feitos por coelho. O osso removido para criacdo do defeito foi usado para o
preenchimento do defeito contralateral (Grupo controle — osso autogeno) (Figura 5).

Apos a insercdo dos materiais nos defeitos (Figura 4), os tecidos rebatidos foram

suturados (Figura 6) utilizando-se fio de sutura Vicryl™ 3-0 (Ethicon Ltda., Brasil). A pele foi

suturada (Figura 7) com pontos simples utilizando-se fio de sutura Mononylon™ 4-0 (Ethicon
Ltda., Brasil).

Todos os animais receberam antiinflamatorios (Buprenorfina — 0,3 mg/ml, 0,02 mg/kg
via intramuscular e Cetoprofeno — 50,0 mg/mL, 3,0 mg/Kg, via intramuscular) nos primeiros
trés dias de pds-operatério e foram inspecionados diariamente com o intuito de se verificar

sinais clinicos de complicagdes ou reagdes adversas.
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Dezesseis animais (seis do Grupo LED 24/48, seis do Grupo LED 72/96 e quatro do
grupo controle) foram submetidos a eutanasia em cada tempo experimental: 5 dias, 10 dias e

20 dias, respectivamente, utilizando inalagdo de monoxido de carbono (CO).

Tratamento com Luz Visivel e Infravermelho

O aparelho utilizado para a irradiagdo dos animais foi calibrado anteriormente a sua
utilizagdo através de um “power meter” (Coherent Inc., Santa Clara, CA, USA) objetivando a
padronizag@o nas aplicacdes, utilizando a féormula P = E/t, onde P=poténcia, E=energia e
t=tempo para calcular o tempo de aplicagdo para cada tipo de luz utilizada, sendo:

Visivel: comprimento de onda = 633 nm, dose = 3J, poténcia = 58mW e tempo de
irradia¢do = 3min 45s.

Infravermelho: comprimento de onda = 830 nm, dose = 1,5 J, poténcia = 60mW e
tempo de irradiagdo = 2min.

A aplicagdo do LED de baixa poténcia foi realizada com o auxilio de um dispositivo
de madeira, semelhante a uma caixa para conten¢do do coelho, no qual o animal era mantido
estavel sem uso de sedativos. O protocolo utilizado seguiu o que foi descrito anteriormente:

Grupo LED 24/48: 24 horas da cirurgia aplicacdo do LED infra-vermelho com
poténcia = 1,5W, tempo de irradiagdo = 2min. Apos 48 horas da cirurgia aplicagcdo do LED
visivel com poténcia = 58 mW e tempo de irradiagdo = 3min 45s.

Grupo 72/96 horas: 72 horas da cirurgia aplicagdo do LED infravermelho com
poténcia = 1,5 W e tempo = 2 min. Apds 96 horas da cirurgia aplicagdo do LED visivel com
poténcia = 58 mW e tempo = 3min 45s.

Os intervalos de tempo para aplicagdo do sistema LED foram estipulados segundo o
protocolo de bioestimulagio proposto por Tedesco® e colaboradores (2007), onde foi

estabelecido o intervalo in vitro para ativacdo celular (“delay”), de 3 a 5 dias. Como o
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metabolismo dsseo dos coelhos ¢ trés vezes mais rapido do que o humano™ foi realizada a

aplicacdo do LED a partir de 24 e 72 horas da cirurgia.

Preparo do Lipossoma

O farmaco fotossensivel utilizado no preparo das formulagdes lipossomais foi a cloro-
aluminio-ftalocianina (AICIPc), que apresenta absor¢do maxima em 674 nm.
A AICIPc incorporada aos sistemas lipossomais de L-a-fosfatidilcolina na concentracdo de
0,70 mmolL" foi preparada pelo método de injegdo conforme descrito por Kremer e
colaboradores*' com pequenas modificagdes™®.

Uma solugdo etandlica de 0,390 mL contendo 2,61 mg de L-a-fosfatidilcolina (0,70
mmolL™"), e um volume adequado de farmaco fotossensivel (AICIPc em etanol) a fim de se
obter uma concentragdo final 5,0 uM, foi injetado por uma bomba peristaltica de adi¢do

controlada em tampao fosfato pH 7,4 contido numa jaqueta termostatizada (volume final de

5,0 mL).

A solugdo tampao estava contida em um recipiente cilindrico de 2,0 cm de didmetro e
a injecdo foi realizada a aproximadamente 2,5 cm abaixo da superficie liquida. A injecdo foi
realizada a 57 C, que corresponde & temperatura de transicdo do lipideo, sob agitacdo
magnética na auséncia de luz e com uma velocidade de 1,0 uL/s (360 uL/h).

Ao término do preparo da solugdo lipossomal, a mesma foi colocada em banho de gelo
e entdo foi adicionado um polimero termo-sensivel (na propor¢do de 25% massa/volume) para

a formacao do gel sob agitacdo magnética.

Preparo de nanoemulsdo do tipo O0leo em agua para liberacdo controlada de ftalocianina de

cloro e aluminio
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A metodologia empregada para obtencdo da formulagdo nanoestruturada baseou-se no
método classico de emulsificagdio espontinea descrito por Fessi* e colaboradores (1982) e no
processo de nanoveiculagio de farmacos fotossensiveis descrito por Primo* e colaboradores
(2008).

Inicialmente preparou-se uma solu¢do aquosa do biopolimero poloxamer 188 sob
agitagdo magnética e temperatura de 25°C. Na sequéncia preparou-se uma solu¢do organica
de fosfatidilcolina de soja em acetona, sob agitagdo moderada a 55°C. Nesta fase organica
adicionou-se uma fracdo do dleo triglicerideo derivado de 4cido caprico/caprilico para uma
concentracdo final de 2,5 %, contendo o farmaco fotossensivel ftalocianina de cloro e
aluminio para uma concentrag¢do final de 0,05 mg/mL, dissolvido sob acdo de banho ultra-
sonico. O processo de nanoemulsifica¢do iniciou-se apos a mistura destas fases sob
agitagdo controlada na temperatura de 55°C. A etapa final de preparo das formulag¢des
consistiu na extragdo total do solvente organico a pressio reduzida e na temperatura de 60°C —
70°C, até atingir-se o volume final projetado para obten¢do do sistema nanoestruturado. O
material obtido apresentou didmetro hidrodinamico médio de 200 nm, indice de
polidispersidade > 0,2 e estabilidade fisico-quimica superior a 90 dias.

O processo tecnologico faz parte do pedido de patente numero PI10706321-0 A2

depositado em 26/10/2007 no Instituto Nacional de Propriedade Industrial (INPI).

Preparo de nanoparticulas de BSA associadas ao farmaco fotossensivel

As amostras foram preparadas pelo método da desnaturagdo térmica, que envolve a
formacdo de ligagdes cruzadas (“cross-linking”). Inicialmente, foi formada uma emulsdo de
pequenas gotas de albumina aquosa, seguido do aquecimento e conseqiiente formacdo de

ligacdes cruzadas covalentes. Apds o resfriamento, ocorrem solidificagdo e isolamento das
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particulas formadas. O preparo dessas particulas esta protegido pelo pedido de patente junto
ao INPI (#P1 018080058380).

Na preparacdo das amostras o farmaco a ser encapsulado foi dissolvido ou disperso
inicialmente em uma solu¢@o de albumina por 30 minutos sob agitacdo constante.

Preparagcdo da solugdo de BSA : Sobre agitacdo constante dissolveu-se a BSA em
dgua. A esta solucdo foi acrescentado o farmaco fotossensivel na concentragdo desejada de
forma gradual e com agitag¢do constante.

Preparagdo da fase oleosa: Em um baldo de fundo redondo de 100 mL contendo o 6leo
mineral + tensoativo zweteridnico + co-surfactante adicionou a solu¢do de BSA associada ao
farmaco fotossensivel, com agitacdo constante pelo sistema ultra turrax por 40 minutos cada.

Em outro baldo de fundo redondo de 100 mL contendo o dleo vegetal + tensoativo
anidnico pré-aquecido a 60°C adicionar-se a emulsdo resultante com agitagdo constante por 40
minutos. Ao término da adicdo manteve-se o aquecimento e a agitacdo no sistema ultra turrax
por aproximadamente 5 min.

Lavagem das nanoparticulas: Apos o resfriamento da solugdo em temperatura
ambiente com agitagdo magnética, as nanoparticulas foram lavadas com solvente organico
trés vezes e centrifugadas a 8000 rpm por 40 minutos a 25°C, e entdo, elas foram colocadas

em um desecador para retirada total do solvente residual.

Preparo para Microscopia e Histomorfometria

O segmento da calota craniana que contém os defeitos foi removido e cada sitio
implantado foi separado em amostras individuais. Cada amostra obtida foi destinada a
processamento em parafina para analise histoldgica.

Processamento Histologico:
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Blocos dsseos foram fixados em formalina tamponada 10% por 24 horas. Apds a
fixagdo foi realizada a descalcificagdo das pegas com EDTA 7,4% com trocas duas vezes por
semana, seguido por desidratacdo através de uma seqiiéncia de 4lcoois com concentragdo
crescente (70 a 100% de 2 em 2 horas). Apos desidratacdo foi realizada a diafanizagdo através
da colocagdo das pegas em xilol (trés solugdes de 2 em 2 horas) até ficarem transparentes.
Apds esta etapa, foi realizada a impregnagdo em parafina em estufa 60°C com trés banhos de
90 minutos. Posteriormente as pegas foram incluidas em parafina. Os blocos de parafina
contendo as pecas foram submetidos a cortes seriados de 14 pm de espessura e posteriormente

montados em laminas de vidro e coradas com Tricromio de Mallory.

Analise Histologica

Utilizando microscopia de luz (Leica DMLB™, Alemanha), foi analisado o interior
do defeito objetivando observar a presenga de células inflamatorias ou multinucleadas; a

distribuicdo de tecido conjuntivo frouxo; e a integridade do osso neoformado.

Histomorfometria

A andlise histomorfométrica teve por objetivo mensurar o percentual de osso formado
no interior do defeito, utilizando o programa de andlise de imagem (QWin™, Leica
Microsystems Wetzelar GmbH, Germany) em microscopio (DMLB™ microscope, Leica
Microsystems Wetzelar GmbH, Germany). Para a padronizacdo da mensuragdo foi criado
com auxilio do software um retdngulo medindo 6,0 mm x 3,5 mm (Figura 8), ou seja,
reproduzindo as dimensodes do defeito realizado com a trefina. Este retangulo foi padronizado
e serviu como regido de interesse (ROI) para o célculo em porcentagem da area de tecido

0sseo no seu interior (Figura 9).
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Estatistica

Os dados obtidos na histomorfometria foram comparados e a diferenca entre os
tratamentos foi avaliada pelo software AnalystSoft, StatPlus:mac - statistical analysis program
for Mac OS. Version 2008. Analise de varidncia “one-way” foi utilizada (ANOVA), com teste
de normalidade complementada pelo teste de Fischer. Os testes estatisticos foram aplicados
para comparar a quantidade de osso formado no interior dos defeitos com dois tempos de
fotobioestimulagdo com LED em trés tempos experimentais diferentes. Os resultados foram

considerados diferentes estatisticamente quando p < 0,05.
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RESULTADOS
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4 RESULTADOS

Todos os animais suportaram as cirurgias e ndo foram identificadas quaisquer
complica¢des no periodo pds-operatdrio.

Os resultados da avaliagdo histomorfométrica em relagdo a formacdo dssea nos
defeitos em calvaria sdo apresentados nos Graficos 1 e 2. E as diferengas estatisticas estdo na
Tabela 1.

Histomorfometria

Grupo Controle

O tratamento com osso autdgeno - utilizado como controle positivo do experimento -
resultou em maior quantidade de tecido 6sseo no interior do defeito em todos os tempos
experimentais, quando comparado o tempo de avaliacdo inicial de 5 dias com 10 dias (p =
0,00001) e 20 dias (p = 0,0002). Todos os outros tratamentos, independente do tempo
experimental ou do momento de aplicacdo do LED, foram significantemente menores que o
resultado do osso autdgeno (p < 0,05).

O presenca de apenas codgulo na cavidade resultou em curva ascendente a partir do
décimo dia, atingindo seu pico méaximo em 20 dias, com 23,13% de formacdo dssea no
defeito. Neste grupo, foram detectadas diferengas estatisticas entre os tempos experimentais 5
dias e 20 dias (p = 0,0001) e entre 10 dias e 20 dias (p = 0,0006). Ao comparar o coagulo com
os DDS houve diferenca estatistica em relagdo aos quatro materiais testados apenas aos 20

dias, independentemente do tempo de aplicagdo do LED (p < 0,05).

Grupo LED 24/48 horas
Todos os materiais fotossensibilizados neste grupo ndo apresentaram evolugdo

satisfatoria entre os tempos de reparo (p > 0,05).



43

Grupo LED 72/96 horas

Neste grupo ocorreu o maior pico de formagdo Ossea entre todos os DDS testados;
lipossoma aos 10 dias com 17,09% de formagdo dssea no defeito. Entre os DDS a tnica
diferenga significante foi observada entre o lipossoma e a base em gel aos 10 dias (p =
0,0161).
LED 24/48 horas x LED 72/96 horas

Ao comparar os tratamentos em relacdo ao tempo de aplicagdo do LED houve
diferenca significante aos 10 dias do lipossoma com LED 72/96 horas em relacdo a base de

gel com LED 24/48 horas (p = 0,0158).

Analise histoldgica

LED 24/48 horas

Aos 5 dias de pds-operatério os defeitos apresentavam-se preenchidos por tecido
conjuntivo com a presenga de grande quantidade de matriz ostedide com forte atividade
osteoblastica quando utilizado a nanoemulsdo (Figuras 10, 11 e 12) e o lipossoma (Figuras 13,
14 e 15). Diferentemente, a base em gel (Figuras 16, 17 ¢ 18) e a BSA (Figuras 19, 20 ¢ 21)
apresentavam o preenchimento por tecido conjuntivo somente na por¢ao basal do defeito com
poucas hemadcias em seu interior.

Apos 10 dias de pos-operatdrio o grupo tratado por nanoemulsdo (Figuras 22, 23 e 24)
apresentou como caracteristica o preenchimento de tecido conjuntivo € 0sso imaturo
envolvido por osteoblastos, principalmente na por¢do superior. No centro do defeito ainda
foram encontradas algumas hemaécias. J4 no grupo tratado pelo lipossoma (Figuras 25, 26 ¢
27) ocorreu uma menor formacgdo de tecido 6sseo. O emprego de base em gel (Figuras 28, 29
e 30) e da BSA (Figuras 31, 32 e 33) resultaram em preenchimento do defeito por tecido

conjuntivo e reduzido numero de pontos de matriz ostedide em seu interior.
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Aos 20 dias de pos-operatorio o uso da nanoemulsdo (Figuras 34, 35 e 36) resultou em
formagdes de tecido conjuntivo e de tecido dsseo neoformado a partir das extremidades do
defeito. Este tecido dsseo era circundado por uma linha ativa de osteoblastos. No grupo
tratado com lipossoma (Figuras 37, 38 e 39) a base do defeito estava formada por trabéculas
Osseas espessas, enquanto que a por¢do superior era formada por tecido ostedide a partir de
uma linha de osteoblastos. Nos defeitos tratados com a BSA (Figuras 40, 41 e 42) ocorreu o
preenchimento por tecido conjuntivo com trabéculas dsseas neoformadas proximas as laterais
do defeito. Por outro lado, o reparo 6sseo no grupo com base em gel (Figuras 43, 44 e 45)
apresentou pouco preenchimento tecidual, principalmente com tecido de granulacdo no

interior do defeito.

LED 72/96 horas

Nos grupos tratados com nanoemulsdo (Figuras 46, 47 e 48), lipossoma (Figuras 49,
50 e 51) e BSA (Figuras 52, 53 e 54) aos 5 dias apresentavam o preenchimento por tecido
conjuntivo com grande concentragdo de hemacias na por¢do superior e formacdo de matriz
osteoide, principalmente nas paredes laterais do defeito. No grupo tratado com a base em gel
(Figuras 55, 56 € 57) o defeito se apresentava preenchido principalmente por hemacias.

Aos 10 dias, a nanoemulsao (Figuras 58, 59 e 60) e o lipossoma (Figuras 61, 62 ¢ 63)
resultaram em uma linha de trabéculas dsseas espessas na base dos defeitos e trabéculas
osseas recém formadas. No grupo tratado pela BSA (Figuras 64, 65 ¢ 66) predominou a
presenca de tecido conjuntivo junto com formacdo de linha de osteoblastos a partir das
laterais do defeito. Os defeitos tratados com a base em gel (Figuras 67, 68 ¢ 69) mostraram a
presenca de tecido conjuntivo frouxo com poucas hemécias em seu interior.

Aos 20 dias, a nanoemulsao (Figuras 70, 71 e 72) e o lipossoma (Figuras 73, 74 e 75)

apresentaram o preenchimento do defeito por trabéculas 6sseas neoformadas ainda envolvidas



45

por expressiva por¢cdo medular. Nos defeitos tratados com a BSA (Figuras 76, 77 e 78) foram
observadas uma grande parte de tecido conjuntivo e algumas por¢des de osso imaturo. A base
em gel (Figuras 79, 80 e 81) aos 20 dias apresentou tecido conjuntivo no seu interior, sem

nenhum indicio de formacdo de matriz ostedide.

Controle

Aos 5 dias o grupo codgulo (Figuras 82 e 83) encontrava-se preenchido
predominantemente por hemacias. Uma ténue rede de fibrina ja podia ser identificada nesse
estagio indicando inicio de formacdo de tecido de granulagdo. No grupo osso autdgeno
(Figura 84) a cavidade aparecia completamente preenchida por osso.

Aos 10 dias o codgulo (Figuras 85, 86 e 87) apresentava na regido central do defeito o
povoamento por tecido conjuntivo neoformado oriundo da rede de fibrina formada
anteriormente. Ainda havia a presen¢a de hemacias nas laterais do tecido. A partir das laterais
do defeito o tecido conjuntivo neoformado invaginou em direcdo ao centro, preenchido ainda
pela rede de fibrina e presenca de hemacias. Na porcdo lateral do defeito, havia formagao de
um tecido ostedide cercado por hemacias. No defeito preenchido por osso autdgeno (Figuras
88, 89 ¢ 90) predominou um padrdo de absor¢cdo Ossea na porc¢do superior. Nas por¢des
laterais do defeito verificou-se a presenca de osso neoformado junto as paredes laterais do
defeito.

Apos 20 dias, o grupo codgulo (Figuras 91, 92 e 93) era caracterizado por presenca de
trabéculas 0sseas neoformadas no centro do defeito, envoltas pela por¢ao medular do osso. J&
no grupo osso autoégeno (Figuras 94, 95 e 96) evidenciou-se o preenchimento do defeito 6sseo
como resultado da incorporagdo de fragmentos do osso enxertado e formacdo de osso lamelar

no limite do defeito dsseo.
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DISCUSSAO
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5 DISCUSSAO

Por se tratar do desenvolvimento de uma nova tecnologia, ndo hé trabalhos na
literatura que abordem as varidveis juntas em um unico estudo. Os estudos disponiveis na
literatura utilizam o processo da fotobiomodulagdo de maneira isolada em trabalhos com
reparo dsseo, ou entdo, quando estdo associadas a um FS, os estudos foram realizados in vitro
por meio de cultura de células Osseas e in vivo para cicatrizacdo de feridas em pele ou
controle do cancer!®2326:45:4¢

O presente estudo teve como objetivos investigar o uso de 3 diferentes sistemas de
DDS (lipossoma, nanoemulsdo ¢ BSA), juntamente com um FS derivado de ftalocianina,
tendo como fonte de luz LED visivel e infravermelho aplicado 24/48 horas ou 72/96 horas
apds a confeccdo de defeitos de 6,0 mm de didmetro em calvaria de coelhos, na tentativa de
acelerar o processo de reparo 6sseo.

O grupo controle ndo teve aplicagdo de LED a fim de evitar um resultado falso
positivo, pois alguns estudos** demonstraram que a biomodulacdo pode estimular
positivamente o processo de remodelagdo Ossea.

A fonte de luz escolhida para este estudo foi o LED, que sdo semicondutores
complexos que convertem corrente elétrica em um incoerente e estreito espectro de luz,
possuindo também um grande aumento em luminosidade e eficiéncia energética. Essa luz
emitida ¢ mensurada em comprimento de onda e ¢ expressa em unidades de nandmetros (nm).
Diferentes comprimentos de onda possuem diferentes cromdéforos - substancia que tem muitos
elétrons capazes de absorver energia ou luz visivel — e que podem ter varios efeitos nos
tecidos. Os comprimentos de onda sdo divididos pela cor associada como azul (400-470 nm),
verde (470-550 nm), vermelho (630-700 nm) e infravermelho (700-1200 nm). A absor¢do
estimulada da radiagdo equivale a energia transportada pelo foton, sendo esta absorcdo

especifica para comprimento de onda o que determina qual o tipo de tecido ira
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preferencialmente absorver a radiacdo incidente e a profundidade de penetracdo desta energia.
Geralmente, quanto maior o comprimento de onda, maior a penetracio da luz nos
tecidos*?*".

A escolha de LED, ao invés de um laser como ativador do principio da TFD neste
trabalho, ocorreu pois ndo ha diferenca significante entre as luzes usadas para
fotoestimulagdo, seja ela gerada por laser ou por um LED. No entanto, o fundamental é que o
comprimento de onda seja o mesmo para as duas fontes de luz, ndo sua fonte ou coeréncia dos
feixes®>. O LED emite mais delicadamente o mesmo comprimento de onda comparado ao
laser com uma substancial redu¢do de energia. O LED ndo emite energia para danificar os
tecidos e ndo tem o mesmo risco de injuria ocular que o laser apresenta. Outra vantagem em
relacdo ao laser ¢ a possibilidade do LED em combinar a disposi¢do de comprimentos de onda
em vérios tamanhos diferentes™.

Os resultados da histomorfometria do presente trabalho apontaram que a
fotobiomodulag¢do teve uma tendéncia a ser mais efetiva se utilizada apds 72/96 horas do
procedimento curtrgico, no tempo de 10 dias utilizando o lipossoma como DDS. O resultado
negativo da ativacdo LED apds 24/48 horas pode estar relacionado principalmente a precoce
fotoestimulagdo, visto que mesmo utilizando o comprimento de onda e a dose de radiacdo
corretos o efeito nas células pode ndo ter ocorrido da maneira esperada. A magnitude do
efeito da fototerapia depende diretamente do estado fisiologico da célula no momento da
irradiagdo. Quando utilizado muito precocemente, a proliferacdo celular estd ativa e a
regeneragdo dos tecidos estd ocorrendo de maneira normal e o efeito da irradiacdo podera ser
minimo ou inexistente. A luz so6 estimulard a proliferacdo celular se estas estiverem
apresentando algum tipo de deficiéncia no periodo da irradiagdo. Se uma célula esta
totalmente funcional, ndo hé nada que a fotoestimulagdo possa fazer para acelerar ou melhorar

como beneficio terapéutico>. Portanto os efeitos da fotobiomodulacdo dependem do padrio
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fisioldgico celular no tempo da irradiagdo ou do efeito da luz durante a fase inicial da
proliferacdo e inicial diferenciagdo das células indiferenciadas. Entretanto isto ndo ocorre
durante periodos mais avangados™.

Os DDS utilizados neste estudo apresentaram resultados semelhantes quando
estimulados com LED apds 24/48 horas. O lipossoma e a nanoemulsido obtiveram um pico
maior de formagdo 6ssea, comparado ao coagulo, quando aplicado LED apds 72/96 horas aos
10 dias. A BSA obteve resultado estavel inexpressivo em todos os tempos experimentais
independente do tempo de aplicacio do LED. Sendo a BSA derivada de polimeros
biodegradaveis, possui como caracteristica a permanéncia de sua forma até mesmo depois que
o farmaco é completamente liberado, o que talvez tenha sido prejudicial ao processo de
reparo, retardando o processo fisiologico.

O lipossoma foi um dos sistemas que conseguiu uma formacao 6ssea (17,09%) maior
que o coagulo (10,61%) em dez dias no Grupo LED 72/96, contudo aos 20 dias sua média de
0sso no defeito diminuiu (13,12%) enquanto que a do grupo tratado com codgulo chegou a
23,13%. Este DDS tém como caracteristica solubilizar firmacos hidrofobicos em 4agua,
mantendo suas caracteristicas fisico-quimicas, promovendo uma distribui¢do seletiva nos
tecidos®. Lipossomas tém sido amplamente utilizados pela industria farmacéutica em muitas

. - . . , . . 55,56
aplicagdes, para a entrega de uma variedade de principios ativos

, porque sdo de facil
preparagdo, apresentam baixo custo, e sua producdo é possivel em um processo “scale-up .
Os lipossomas tém sido largamente estudados na medicina e em campos relacionados
como sistemas de liberacdo de agentes terapéuticos in vivo® ou mesmo como modelos para
membranas biologicas™. O mecanismo de acdo da fotobiomodulagio por LED ndo ¢é
totalmente compreendido. A hipotese mais provavel € a absor¢do de fotons de luz com

comprimento de onda especifico estimulando os citocromos mitocondriais (enzima Citocromo

¢ oxidase), que ¢ responsavel pelo aumento da producdo de trifosfato de adenosina (ATP).
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Nos tecidos dos mamiferos existem 3 tipos de moléculas fotorreceptoras: hemoglobina,
mioglobina e citocromo c¢ oxidase. Destes trés, o citocromo ¢ oxidase é o Unico envolvido no
metabolismo e producdo de energia, mais conhecido como complexo IV devido ao transporte
de elétrons localizado junto a mitocondria, ocorrendo a formagdo de um potencial
quimiosmatico que € usado pela ATP sintase para a formagdo de ATP. Portanto, o citocromo
c oxidase tem sido considerado o fotoreceptor molecular dos efeitos bioldgicos na
fotobiomodulagio™. Esta enzima permite um melhor funcionamento celular especialmente
em células com uma condi¢do metabdlica deficitdria. O ATP acelera a mitose, melhora a
cicatrizagdo tecidual, estimula o reparo dsseo, aumenta a acdo antiinflamatdria, nivela a
producgdo de fibroblastos com a normalizacdo do coldgeno e fibras elasticas depositadas no
tecido cicatrizado. O efeito estimulante da luz no osso ocorre durante a fase inicial de
proliferagao de fibroblastos e osteoblastos como também na fase inicial da diferenciacdo de
células mesenquimais. Como os osteoblastos podem ser recrutados principalmente nos limites
dos defeitos 6sseos por células indiferenciadas, a irradiagdo com LED pode estimular o
aumento da populagdo celular na regido e/ou a maturacéo de osteoblastos®*¢"¢2,

Outra reacdo a fotobioestimulagdo ¢ a estimulacdo da angiogénese através do aumento
da producdo de ATP, ativacdo da ATPase e conversdo do ATP em adenosina. A adenosina
estimula a conversdo de monofosfato de adenosina em 6xido nitrico (NO) — O endotélio usa o
NO para comandar o relaxamento do musculo liso da parede dos vasos sanguineos, fazendo
com que este dilate, aumentando assim o fluxo sanguineo e diminuindo a pressdo arterial® -
ou ao fator de crescimento vascular endotelial (VEGF)™. A producdo de fatores de
crescimento e de outros mediadores angiogénicos influenciam na diferenciacdo dos
osteoblastos. A hipoxia local leva a uma regulariza¢do da producdo de fatores angiogénicos e

seus receptores tentam restaurar o suprimento sanguineo local. Portanto, a resposta vascular a

fotobioestimulagcdo pode ser uma das responsaveis pelo mecanismo dos resultados positivos
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desta terapia. No trabalho de Kobu® e colaboradores (1999) foi demonstrado em tecidos
fotobioestimulados o aumento de aproximadamente 80% do fluxo sanguineo intradsseo e 15%
da tensdo de oxigénio. Sendo a vascularizagdo um importante e decisivo fator no processo de
reparo Osseo e analgesia da sintomatologia dolorosa, o aumento da vascularizagdo decorrente
da aplicagdo de LED ¢ um dos possiveis mecanismos de efetividade clinica desta terapia, seja
aumentando a velocidade do reparo dsseo ou diminuindo a sintomatologia dolorosa®.

A utilizagdo da combinagdo de luzes visivel e infravermelho pelo sistema LED
objetivou alcangar uma profundidade nos tecidos suficiente para ativacdo do FS no defeito
Osseo, para tanto foi escolhida a associagdo de dois tipos de coloragdo de luz emitida pelo
LED, visivel e infravermelho. A luz Visivel ou vermelha foi aplicada em um comprimento de
onda de 633 nm, dose de 3J, poténcia de 5S8mW e tempo de irradiagdo de 3min 45s. Ja o
Infravermelho foi aplicado em comprimento de onda de 830 nm, dose de 1,5 J, poténcia de 60
mW e tempo de irradiacdo de 2 min. O estudo in vitro de Stein® e colaboradores (2005)
demonstrou que comprimento de onda de 632,8 nm promoveu a proliferagdo e a diferenciacao
de osteoblastos humanos, e comprimento de onda de 830 nm obteve um efeito acentuado na
proliferacdo de osteoblastos. De acordo com o trabalho de Simpson™ e colaboradores (1998)
a penetragdo da luz nos tecidos ocorre de 1,0 a 6,0 mm em 630 nm (visivel) e até 16,0 mm de
700 a 900 nm (infravermelho). Tendo como base esta afirmativa a escolha do tipo de luz esta
ligado diretamente ao seu comprimento de onda, e sua associacdo poderia ser benéfica,
aumentando a possibilidade do reparo dsseo ocorrer completamente em tempos precoces.

No trabalho de Shakouri® e colaboradores (2010) foi avaliado o processo de reparo
em fraturas de tibia de coelhos, iniciando a aplica¢do de laser a partir do 4° dia pds-operatdrio
diariamente por 4 semanas utilizando 4 J/cm, 780 nm, 5 min por dia. Talvez o resultado do
aumento significativo do calo ésseo formado no lado irradiado possa ser atribuido ndo so

pelas propriedades da luz, como também pela repeticdo da aplicagdo do laser. Em nosso
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trabalho os valores para irradiacdo foram semelhantes, como o comprimento de onda (633 —
830 nm) e a poténcia (1,5 — 3 J), entretanto ndo houve repeticdo na aplicacdo do LED, sendo
utilizada uma aplicagdo para cada comprimento de onda (visivel e infravermelho). Ainda
assim em nosso trabalho o unico resultado maior que o grupo controle, utilizando codgulo,
ocorreu na utilizagdo de LED apds 72/96 horas, mesmo assim ndo houve significancia
estatistica, o que indica ter sido somente uma tendéncia. A falta de repeti¢des na aplicacdo das
luzes pode ter influenciado negativamente nos resultados deste trabalho, visto que outros

- 47,66-70
estudos utilizando somente a luz, sem o FS

obtiveram resultados positivos em relagdo
ao reparo dsseo utilizando repetidas fotobioestimulagdes em seus experimentos.

Em estudo especifico sobre a quantidade de doses necessarias para a fotoestimulacio
em ligamento de joelho’’, os autores relataram que houve um melhor resultado no grupo que
recebeu nove doses de fotoestimulagdo a laser com comprimento de onda de 660 nm, média
de energia 8,8 mW, pulso 10 kHz e dosagem de 3,5 J/em? quando comparado ao grupo que
recebeu uma unica dose com comprimento de onda de 660 nm, média de energia de 8,8 mW,

pulso 10 kHz e dosagem de 31,6 J/cm®. Em outros estudos’>"*"*

utilizando duas aplicagdes de
luz realizados em articulagdes (joelho ou fémur) os resultados foram semelhantes ao do
presente trabalho, ndo havendo aceleragdo no processo de reparo nos defeitos dsseos criados.
Em trabalhos usando LED**”>® os resultados corroboram com os trabalhos anteriores,
mostrando que mesmo que a fonte de luz mude, as repeti¢des das aplicagdes deverdo ser
mantidas para que o tratamento possa ser reprodutivel e eficaz. Por outro lado, no trabalho de
Agnol”” e colaboradores (2009) o resultado da aplicacdo Gnica de LED ou laser em feridas na
pele de ratos induzidos a diabetes, com o objetivo de mensurar sua cicatrizacdo, demonstrou
resultado significativo em dois de sete tempos experimentais avaliados, quando comparado ao

grupo sem aplicagdo de laser. No mesmo trabalho ndo houve também, diferenca entre a

aplicacdo de laser ou LED na cicatrizagao das feridas.
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Nao havia dados a respeito do comportamento da base em gel sozinha em defeitos
osseos, por isso foi testada sem FS. Os resultados obtidos sugerem que a base em gel se
mantém inerte na cavidade, sem reacdo a bioestimulag¢do. Contudo, ha uma tendéncia da base
em gel em retardar o processo de reparo Osseo, visto que hd maior formagido dssea nos
defeitos tratados somente com coagulo. Assim, a base em gel dos DDS podem também ter
influenciado no reparo 6sseo, independente do FS ou do tempo de fotobioestimulagdo. Nos
resultados o coagulo sempre teve maior formagdo 6ssea do que a base em gel sozinha. Na
aplicacdo do LED apo6s 24/48 horas o coagulo apresentou semelhante formacdo ossea no
interior do defeito em relag@o a todos os outros DDS do grupo teste até os 10 dias. Quando o
LED foi aplicado apds 72/96 horas houve uma maior formagdo dssea no lipossoma e na
nanoemulsdo aos 10 dias, contudo aos 20 dias houve um aumento de formacdo Ossea
consideravel no codgulo, enquanto que o lipossoma e a nanoemulsdo mantiveram-se estaveis.
O comportamento da base em gel sozinha foi semelhante ao de todo grupo teste (lipossoma,
nanoemulsdo, BSA e a base em gel sozinha) ao receber o LED apds 24/48 horas, o que
sinaliza que talvez a fotobioestimulagcdo possa ter sido insuficiente para ativar o FS deste
grupo.

A fotobioestimulacdo apds 72/96 horas pode ter iniciado a ativagdo do FS do
lipossoma, nanoemulsdo ¢ BSA, porém nao havendo continuidade na aplicacdo da luz o
material pode ter ficado inerte no interior do defeito, tendo resultado semelhante a base em
gel sozinha aos 20 dias. Ou seja, os DDS talvez ndo tenham sido ativados totalmente e seu
comportamento no longo prazo ndo contribuiu para a aceleracdo do processo de reparo do
defeito 6sseo. Em um trabalho® utilizando FS em base gel ativados por laser na pele de ratos,
os autores relatam que o grupo tratado somente com a base em gel obteve resultado
semelhante aos do grupo controle em cicatrizagdo. O protocolo de fotobiomodulagdo teve

inicio 1 dia apds a realizacdo do defeito tecidual e manteve-se diariamente por 7 dias
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utilizando um comprimento de onda de 685 nm, dosagem de 2,5 J/cm2 e 35 mW de poténcia e
10 min de exposicdo. Os autores também concluiram que maultiplas doses da
fotobioestimula¢do com variagdes nos intervalos de tempo entre as doses pode aumentar os
resultados obtidos. O trabalho de Silva* e colaboradores (2004) poderia suportar a teoria de
que a aplicagdo unica de fonte de luz, seja ela visivel, infravermelho ou a associagdo de ambas
ndo ¢ suficiente para a ativacdo completa do FS contido nos DDS testados, uma vez que o
comportamento da base em gel foi semelhante ao grupo teste ativado por LED 24/48 horas em
todos os tempos experimentais, como também semelhante ao grupo teste ativado por LED

72/96 horas aos 20 dias, mantendo-se inerte na cavidade.
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6 CONCLUSAO

1)

2)

3)

4)

5)

Os resultados desse estudo indicam:

O reparo de defeitos Osseos em calvdria resultou em maior formagdo 6ssea quando
utilizado osso autégeno, comparado a todos os materiais testados e em todos os
tempos experimentais;

Baseado nos dados histoldgico e histomorfométrico, a utilizacdo dos DDS atrasou o
reparo Osseo em todos os tempos experimentais quando irradiados por LED 24/48
horas, quando comparado com os controles (coagulo e osso autdgeno);

O lipossoma e a nanoemulsdo com aplicagdo do LED 72/96 horas resultaram em
maior formag@o dssea que o coagulo, mas esse processo nao se sustentou em periodos
subseqiientes;

O tecido 6sseo formado nos defeitos, quando utilizado lipossoma com irradiagdo LED
72/96 horas, obteve maior proporg¢ao de trabéculas compostas por osso lamelar quando
comparado ao grupo tratado com coagulo;

O uso de base em gel sozinha atrapalhou sobremaneira o processo de reparo em todos

0s tempos experimentais.
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8 FIGURAS

Figura 1. Fotografia mostrando a calvaria do coelho. A incisdo foi realizada horizontalmente

pela sutura mediana.

Figura 2. Fotografia mostrando a exposi¢do da calvaria do coelho.
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Figura 4. Fotografia mostrando a instalagdo dos materiais nos defeitos de calvaria. Os

materiais foram inseridos com uma seringa de insulina até preencherem completamente o

defeito. A- Lipossoma, B- PAM, C-Base em gel e D-Nanoemulsao.
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Figura 5. Fotografia mostrando os defeitos no grupo controle. A-Osso autéogeno e B-Coagulo.

Figura 6. Fotografia mostrando a sutura com poligalactina 910 em planos apds instalagdo dos

materiais.
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Figura 7. Fotografia mostrando a sutura da pele com fio de nylon 5-0.

Figura 8. Fotomicrografia histolégica mostrando o retangulo padronizado para mensurar a
quantidade de tecido 6sseo formado no interior do defeito. Coloragdo tricromio de

Mallory. A barra indica o aumento.
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Figura 9. Fotomicrografia histologica mostrando a area de tecido 6sseo selecionada em azul
para a obtencdo das medidas histomorfométricas. Coloragao tricromio de Mallory. A barra

indica o aumento.

Figura 10. Fotomicrografia histolégica mostrando o defeito do grupo de nanoemulsio aos 5
dias utilizando LED 24/48 horas preenchido por tecido conjuntivo (*) com presenca de
grande quantidade de matriz osteodide (seta). Coloragdo tricromio de Mallory. A barra

indica o aumento.
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Figura 11. Fotomicrografia histoldgica mostrando o defeito do grupo tratado pela
nanoemulsdo aos 5 dias com aplica¢do de LED 24/48 horas preenchido por tecido
conjuntivo (TC) com presenga de grande quantidade de matriz ostedide (MO) e algumas

hemaécias (HE). Coloragéo tricromio de Mallory. A barra indica o aumento.

Figura 12. Fotomicrografia histologica mostrando em defeito preenchido por nanoemulsdo e
irradiado com LED 24/48 horas a porcao central do defeito preenchida por matriz ostedide
(*) com alta atividade osteobldstica (seta). Coloragdo tricromio de Mallory. A barra indica

0 aumento.
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Figura 13. Fotomicrografia histolégica mostrando o defeito preenchido por lipossoma aos 5
dias com irradiagdo de LED 24/48 horas com hemaécias (*) em seu interior apresentando
também uma base de tecido conjuntivo (seta). Coloragao tricromio de Mallory. A barra

indica o aumento.

Figura 14. Fotomicrografia histolégica mostrando o defeito tratado por lipossoma aos 5 dias
com aplicag@o de LED 24/48 horas com hemacias (HE) na por¢ao superior do defeito e a
formacdo de uma base de tecido conjuntivo (TC) no centro do defeito. Coloracao

tricromio de Mallory. A barra indica o aumento.
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Figura 15. . Fotomicrografia histologica mostrando o defeito tratado por lipossoma aos 5 dias
com aplicagdo de LED 24/48 horas com hemadcias (HE) na por¢do superior do defeito e a
formac¢do de uma base de tecido conjuntivo (TC) no centro do defeito. Coloragao

tricromio de Mallory. A barra indica o aumento.

Figura 16. Fotomicrografia histolégica mostrando o defeito tratado pela base em gel aos 5
dias com aplicacdo de LED 24/48 horas preenchido por tecido conjuntivo (seta) somente
na porg¢ao inferior, apresentando poucas hemacias (*) em seu interior. A maior parte do

defeito esta preenchida pela base em gel (G). Coloragao tricromio de Mallory. A barra

indica o aumento.



76

Figura 17. Fotomicrografia histoldogica mostrando o defeito tratado pela base em gel aos 5
dias com aplicacdo de LED 24/48 horas preenchido por tecido conjuntivo (seta) somente
na porg¢do inferior, apresentando poucas hemacias (*) em seu interior. A maior parte do

defeito estd preenchida pela base em gel (G). Coloragdo tricromio de Mallory. A barra

indica o aumento.

Figura 18. Fotomicrografia histolégica mostrando o defeito tratado pela base em gel aos 5
dias com aplicag¢@o de LED 24/48 horas preenchido por tecido conjuntivo (seta) somente
na porg¢ao inferior, apresentando poucas hemacias (*) em seu interior. A maior parte do

defeito esta preenchida pela base em gel (G). Coloragao tricromio de Mallory. A barra

indica o aumento.
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Figura 19. Fotomicrografia histolégica mostrando o defeito tratado com BSA aos 5 dias com
aplicagdo de LED 24/48 horas. Defeito preenchido por tecido conjuntivo frouxo (TC) com
poucas hemadcias (*) aparentes e a formag¢ao de matriz ostedide (seta) isoladamente no

centro do defeito. Coloragdo tricromio de Mallory. A barra indica o aumento.

Figura 20. Fotomicrografia histolégica mostrando o defeito tratado com BSA aos 5 dias e
aplicacdo de LED 24/48 horas. A partir da porcéo lateral do defeito ocorre a neoformagao
6ssea (NO), juntamente com o tecido conjuntivo (TC) que preenche o defeito. Coloragao

tricromio de Mallory. A barra indica o aumento.
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Figura 21. Fotomicrografia histolégica mostrandoo defeito tratado com BSA aos 5 dias com
aplicagdes de LED 24/48 horas. O centro do defeito parece com tecido conjuntivo (TC) e
na porg¢do superior a formacdo de matriz ostedide (MO). Coloragao tricromio de Mallory.

A barra indica o aumento.

Figura 22. Fotomicrografia histolégica mostrando o defeito preenchido pela nanoemulsdo aos
10 dias com aplicag¢do de LED 24/48 horas. O defeito encontra-se preenchido por tecido
conjuntivo (*) e algumas regides de osso neoformado (seta) originados principalmente da

lateral do defeito. Coloracdo tricromio de Mallory. A barra indica o aumento.
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Figura 23. Fotomicrografia histolégica mostrando o defeito tratado com nanoemulsdo aos 10
dias com aplicacdo de LED 24/48 horas. O centro do defeito esta preenchido por tecido
conjuntivo (TC) com formagdo de matriz ostedide (seta) dando origem ao tecido 0sso

neoformado (ON). Coloragio tricrdmio de Mallory. A barra indica o aumento.

Figura 24. Fotomicrografia histoldgica mostrando aos 10 dias de tratamento com

nanoemulsdo e aplicacdo de LED 24/48 o tecido conjuntivo preenchido também por

grande parte de osso imaturo (ON) cercado por osteoblastos (seta) principalmente na
porcdo superior. No centro do defeito ainda encontram-se algumas hemadcias (*).

Coloracao tricromio de Mallory. A barra indica o aumento.
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Figura 25. Fotomicrografia histoldgica mostrando o defeito preenchido por lipossoma aos 10
dias com aplicacdo de LED 24/48 horas. O defeito esta preenchido por tecido conjuntivo
(TC) com presenca de osso imaturo (*) proveniente das laterais do defeito. Coloragdo

tricromio de Mallory. A barra indica o aumento.

Figura 26. Fotomicrografia histoldgica mostrandoo defeito preenchido por lipossoma aos 10
dias com aplicag@o de LED 24/48 horas. A formagao de osso neoformado (ON) ocorre no
centro do defeito, circundado por tecido ostedide (seta) e a presenca de varias hemacias

(HE) na porg¢ao superior. Coloragdo tricromio de Mallory. A barra indica o aumento.



81

Figura 27. Fotomicrografia histoldgica mostrando o defeito preenchido por lipossoma aos 10
dias com aplicacdo de LED 24/48 horas. Formacao de tecido 6sseo neoformado (ON) com
a presenca de uma linha de osteoblastos (seta) contornando este tecido. Visualiza-se
também a presen¢a de hemécias (HE) no interior do defeito. Coloragao tricromio de

Mallory. A barra indica o aumento.

Figura 28. Fotomicrografia histoldgica mostrando o defeito preenchido pela base em gel aos
10 dias com irradiagdo de LED 24/48 horas. O defeito aparece preenchido por tecido
conjuntivo (TC) e com poucos focos de matriz ostedide (*) em seu interior. Coloracio

tricromio de Mallory. A barra indica o aumento.
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Figura 29. Fotomicrografia histolégica mostrandoo defeito preenchido pela base em gel aos
10 dias com irradiagdo de LED 24/48 horas. O defeito aparece preenchido por tecido
conjuntivo (TC) e com matriz ostedide (MO) em seu interior, juntamente com hemacias

(*). Coloragdo tricromio de Mallory. A barra indica o aumento.

Figura 30. Fotomicrografia histologica mostrando defeito preenchido pela base em gel aos 10
dias com irradiacdo de LED 24/48 horas. O defeito aparece preenchido por tecido
conjuntivo (TC) e com matriz ostedide (MO) em seu interior circundada por uma linha de
osteoblastos (seta), juntamente com hemacias (*). Coloragao tricrdmio de Mallory. A

barra indica o aumento.
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Figura 31. Fotomicrografia histolégica mostrando o defeito preenchido por tecido conjuntivo
(TC) e presenca de pouca quantidade de osso imaturo (ON) proveniente das laterais do
defeito no leito preenchido por BSA aos 10 dias com irradiagdo LED 24/48 horas.

Coloragao tricromio de Mallory. A barra indica o aumento.

Figura 32. Fotomicrografia histoldgica mostrando o defeito preenchido por BSA aos 10 dias
com irradiacdo LED 24/48 horas. Presenga de tecido 6sseo neoformado (ON) na porcao

superior do defeito, logo abaixo a formag¢do de matriz ostedide (seta). O tecido conjuntivo
(TC) esté presente na porg¢ao inferior do defeito com varias hemacias (*) em seu interior.

Coloracao tricromio de Mallory. A barra indica o aumento.
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Figura 33. Fotomicrografia histolégica mostrando o defeito preenchido por BSA aos 10 dias
com irradiacdo LED 24/48 horas. Presenca de tecido ¢sseo neoformado (ON) na porcao

superior do defeito, logo abaixo a formag¢do de matriz ostedide (seta). O tecido conjuntivo
(TC) esta presente na porc¢ao inferior do defeito com vérias hemdcias (*) em seu interior.

Coloragao tricromio de Mallory. A barra indica o aumento.

Figura 34. Fotomicrografia histologica mostrando o tecido conjuntivo (*) no interior do
defeito com formacgdes de tecido 6sseo neoformado (seta) a partir das extremidades do
defeito. Defeito preenchido por nanoemulsao aos 20 dias com irradiagdo LED 24/48

horas. Coloragao tricromio de Mallory. A barra indica o aumento.
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Figura 35. Fotomicrografia histoldgica mostrando defeito tratado com nanoemulsdo aos 20
dias com irradiagdo LED 24/48 horas. Na por¢do lateral do defeito (D) a formagdo dssea
(ON) ocorre em direcdo ao centro do defeito. Coloragao tricromio de Mallory. A barra

indica o0 aumento.

Figura 36. Fotomicrografia histoldgica mostrando o tecido conjuntivo (TC) no interior do

defeito com formagdes de tecido dsseo neoformado (ON) a partir das extremidades do
defeito. Este tecido 0sseo esta circundado por uma linha ativa de osteoblastos (seta).
Defeito preenchido por nanoemulsdo aos 20 dias com irradiagdo LED 24/48 horas.

Coloracao tricromio de Mallory. A barra indica o aumento.
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Figura 37. Fotomicrograia histologica mostrando o defeito tratado por lipossoma aos 20 dias
com irradiacdo LED 24/48 horas. O defeito esta preenchido por osso neoformado (ON)

em sua por¢do central. Coloracdo tricrdomio de Mallory. A barra indica o aumento.

Figura 38. Fotomicrografia histologica mostrando que a base do defeito é formada por
trabéculas Osseas espessas (OL), enquanto que a por¢ao superior ¢ formada por tecido
osteoide a partir de uma linha de osteoblastos (seta). Defeito preenchido por lipossoma
aos 20 dias com irradiacdo LED 24/48 horas. Coloragdo tricromio de Mallory. A barra

indica o aumento.
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Figura 39. Fotomicrografia histologica mostrando as trabéculas ¢sseas lamelares (OL) na
porc¢do mais inferior, com a por¢do superior composta de uma linha de osteoblastos (seta)
depositando matriz ostedide. Defeito preenchido por lipossoma aos 20 dias com irradiacio

LED 24/48 horas. Coloragao tricromio de Mallory. A barra indica o aumento.

Figura 40. Fotomicrografia histoldgica mostrando o preenchimento do defeito com algumas
trabéculas 0sseas neoformadas (seta) nas laterais. Defeito tratado com BSA aos 20 dias e
irradiado com LED 24/48 horas. Coloragao tricromio de Mallory. A barra indica o

aumento.
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Figura 41. Fotomicrografia histoldgica mostrando o defeito tratado com BSA aos 20 dias com
irradiacdo LED 24/48 horas. O reparo 0sseo proveniente da por¢ao lateral do defeito
propicia a formacao de ilhas de osso imaturo (ON). Coloragdo tricromio de Mallory. A

barra indica o aumento.

Figura 42. Fotomicrografia histolégica mostrando o defeito preenchido pela BSA aos 20 dias
com irradiacdo LED 24/48 horas. Presenca de tecido conjuntivo (TC) com ilhas de tecido
osseo neoformado (ON) circundadas por linhas de osteoblastos (seta). Coloragao tricromio

de Mallory. A barra indica o aumento.
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Figura 43. Fotomicrografia histoldgica da base em gel aos 20 dias com aplicagdo de LED
24/48 horas. A formacdo de tecido dsseo estd comprometida, visto que o defeito estd
vazio, somente tecido de granulagdo em seu interior. Coloragdo tricromio de Mallory. A

barra indica o aumento.

Figura 44. Fotomicrografia histoldgica da base em gel aos 20 dias com irradiagdo LED de
24/48 horas. Presenga de tecido de granulacdo (TG) porém sem sinais de matriz osteodide.

Coloragao tricromio de Mallory. A barra indica o aumento.
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Figura 45. Fotomicrografia histologica da base em gel aos 20 dias ativada por LED 24/48
horas. A base do defeito ainda esta revestida com tecido de granulacdo (TG). Coloragao

tricromio de Mallory. A barra indica o aumento.

Figura 46. Fotomicrografia histoldgica mostrando o defeito preenchido por tecido conjuntivo
com hemadcias (*) na por¢do superior e a formacdo de matriz ostedide (seta)
principalmente na porgao lateral do defeito. Defeito preenchido por nanoemulsao aos 5
dias com aplica¢ao de LED 72/96 horas. Coloragao tricromio de Mallory. A barra indica o

aumento.
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Figura 47. Fotomicrografia histoldgica mostrando a formagdo de matriz ostedide (seta) a
partir da porcdo lateral do defeito utilizando nanoemulsdo aos 5 dias com aplicacdo de

LED 72/96 horas. Coloragao tricromio de Mallory. A barra indica o aumento.

Figura 48. Fotomicrografia histoldgica mostrando a formagao de matriz ostedide (seta) a
partir da porg¢do lateral do defeito utilizando nanoemulsdo aos 5 dias com aplicacdo de

LED 72/96 horas. Coloragao tricromio de Mallory. A barra indica o aumento.
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Figura 49. Fotomicrografia histolégica mostrando o defeito preenchido por tecido conjuntivo
com varias hemécias (*) na por¢do superior e a formagao de matriz ostedide (seta).
Defeito tratado por lipossoma aos 5 dias com aplicagdo de LED 72/96 horas. Coloragéo

tricromio de Mallory. A barra indica o aumento.

Figura 50. Fotomicrografia histoldgica mostrando o defeito tratado com lipossoma aos 5 dias
e aplicacdo de LED 72/96 horas. Presenca de osso neoformado (seta) no centro do defeito
com varias hemadcias (*) na por¢ao superior. Coloragao tricromio de Mallory. A barra

indica o aumento.
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Figura 51. Fotomicrografia histolégica mostrando o defeito tratado com lipossoma aos 5 dias
e aplicacdo de LED 72/96 horas. Presenca de osso neoformado (seta) no centro do defeito
com varias hemécias (*) na porc¢do superior. Coloragdo tricromio de Mallory. A barra

indica o aumento.

Figura 52. Fotomicrografia histologica mostrando o defeito preenchido por tecido conjuntivo
(TC) com varias hemacias (*) na por¢ao superior e poucos focos da formacao de matriz
ostedide (seta). Defeito tratado por BSA aos 5 dias e irradiagdo LED 72/96 horas.

Coloracao tricromio de Mallory. A barra indica o aumento.
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Figura 53. Fotomicrografia histolégica mostrando o defeito preenchido por tecido conjuntivo
(TC) com varias hemacias (*) na por¢ao superior e poucos focos da formagao de matriz
osteodide (seta). Defeito tratado por BSA aos 5 dias e irradiagdo LED 72/96 horas.

Coloragao tricrdomio de Mallory. A barra indica o aumento.

Figura 54. Fotomicrografia histolégica mostrando o defeito preenchido por tecido conjuntivo
(TC) e poucos focos da formacdo de matriz ostedide (seta). Defeito tratado por BSA aos 5
dias e irradiagdo LED 72/96 horas. Coloragao tricromio de Mallory. A barra indica o

aumento.
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Figura 55. Fotomicrografia histoldgica mostrando a base de gel em 5 dias com aplicagdo de
LED 72/96 horas. Defeito preenchido por material denso com grande concentrado de
hemadcias (HE) em sua formacgdo. Coloracdo tricromio de Mallory. A barra indica o

aumento.

Figura 56. Fotomicrografia histoldgica mostrando a base de gel em 5 dias com aplicagdo de
LED 72/96 horas. Presenca de hemacias (HE) no interior do defeito. Coloragao tricromio

de Mallory. A barra indica o aumento.
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Figura 57. Fotomicrografia histoldgica mostrando a base de gel em 5 dias com aplicagdo de
LED 72/96 horas. Presenca de hemacias (HE) no interior do defeito. Coloragéo tricromio

de Mallory. A barra indica o aumento.

Figura 58. Fotomicrografia histoldgica mostrando a base do defeito formada por uma linha de
trabéculas Osseas espessas (OL), acima uma por¢do medular (M) com com trabéculas
recém formadas por osso imaturo (ON). Defeito tratado com nanoemulsdo aos 10 dias

com irradiacdo LED 72/96 horas. Coloragao tricromio de Mallory. A barra indica o

aumento.
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Figura 59. Fotomicrografia histolégica mostrando a base do defeito formada por trabéculas
Osseas espessas (OL), acima uma por¢@o medular (M) com com trabéculas recém
formadas por osso imaturo (ON). Defeito tratado com nanoemulsdo aos 10 dias com

irradiacdo LED 72/96 horas. Coloragao tricromio de Mallory. A barra indica o aumento.

Figura 60. Fotomicrografia histoldgica mostrando o defeito tratado com nanoemulsdo aos 10
dias com irradiacdo LED 72/96 horas. Presenga de osso neoformado (ON) circundado pela

por¢do medular (M). Coloragdo tricromio de Mallory. A barra indica o aumento.
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Figura 61. Fotomicrografia histolégica mostrando a base do defeito formada por uma linha de
trabéculas Osseas espessas (OL), na parte superior uma por¢do medular (M) com

trabéculas recém formadas por osso imaturo (ON). Defeito preenchido por lipossoma aos

10 dias com irradiagdo LED 72/96 horas. Coloracéo tricrdomio de Mallory. A barra indica

0 aumento.

Figura 62. Fotomicrografia histoldgica mostrando a base do defeito formada por trabéculas
osseas espessas (OL), na parte superior uma por¢ao medular (M) com trabéculas recém
formadas por osso imaturo (*). Defeito preenchido por lipossoma aos 10 dias com

irradiagdo LED 72/96 horas. Coloragdo tricromio de Mallory. A barra indica o aumento.
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Figura 63. Fotomicrografia histoldgica mostrando a formagao de trabéculas 6sseas espessas
(OL), na parte superior uma por¢cdo medular (M) com trabéculas recém formadas por osso
imaturo (*) circundadas por uma linha de osteoblastos ativos (seta). Defeito preenchido
por lipossoma aos 10 dias com irradiacdo LED 72/96 horas. Coloracdo tricromio de

Mallory. A barra indica o aumento.

Figura 64. Fotomicrografia histologica mostrando o defeito preenchido por tecido conjuntivo
frouxo (TC). Defeito tratado com BSA aos 10 dias e irradiagdo LED 72/96 horas.

Coloracao tricromio de Mallory. A barra indica o aumento.
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Figura 65. Fotomicrografia histoldgica mostrando a parte lateral do defeito onde se tém inicio
o processo de reparo ¢sseo com tecido conjuntivo (TC) e uma linha de osteoblastos ativos
(seta). Abaixo, a presenca de hemadcias (*). Defeito preenchido por BSA aos 10 dias com

irradiacdo LED 72/96 horas. Coloragao tricromio de Mallory. A barra indica o aumento.

Figura 66. Fotomicrografia histoldgica mostrando a parte lateral do defeito (DO) onde se tém
inicio o processo de reparo dsseo com tecido conjuntivo (TC) e uma linha de osteoblastos
ativos (seta). Defeito preenchido por BSA aos 10 dias com irradiagdo LED 72/96 horas.

Coloracao tricromio de Mallory. A barra indica o aumento.
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Figura 67. Fotomicrografia histoldgica mostrando o defeito preenchido por tecido conjuntivo
frouxo (TC) com poucas heméacias (*) em seu interior. Tratamento de base em gel aos 10
dias com irradiagdo LED 72/96 horas. Coloracéo tricrdmio de Mallory. A barra indica o

aumento.

Figura 68. Fotomicrografia histoldgica mostrando o defeito preenchido por tecido conjuntivo
frouxo (TC) com poucas heméacias (*) em seu interior. Tratamento de base em gel aos 10
dias com irradiagdo LED 72/96 horas. Coloragdo tricromio de Mallory. A barra indica o

aumento.



102

Figura 69. Fotomicrografia histoldgica mostrando o defeito preenchido por tecido conjuntivo
frouxo (TC) com poucas heméacias (*) em seu interior. Tratamento de base em gel aos 10
dias com irradiagdo LED 72/96 horas. Coloracio tricrdomio de Mallory. A barra indica o

aumento.

Figura 70. Fotomicrografia histologica mostrando o preenchimento do defeito por trabeculas
Osseas neoformadas (seta) ainda envoltas a uma grande por¢cdo medular (*) no grupo
tratado por nanoemulsdo aos 20 dias com irradiacdo LED 72/96 horas. Coloragao

tricromio de Mallory. A barra indica o aumento.
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Figura 71. Fotomicrografia histolégica mostrando defeito preenchido por nanoemulsdo aos 20
dias com irradiacdo LED 72/96 horas. Presenga de trabéculas dsseas neoformadas (ON)
no interior do defeito circundadas pela por¢ao 6ssea medular (M). Coloragdo tricromio de

Mallory. A barra indica o aumento.

Figura 72. Fotomicrografia histoldgica mostrando uma trabécula ¢ssea lamelar (OL)
circundada por por¢ao medular (M) do osso em um defeito tratado com nanoemulsao aos
20 dias com irradiagdo LED 72/96 horas. Coloracéo tricromio de Mallory. A barra indica

0 aumento.
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Figura 73. Fotomicrografia histolégica mostrando o preenchimento do defeito por trabeculas
Osseas neoformadas (seta) ainda envoltas a uma grande por¢do medular (*) no grupo
preenchido por lipossoma aos 20 dias com irradiacdo LED 72/96 horas. Coloragao

tricromio de Mallory. A barra indica o aumento.

Figura 74. Fotomicrografia histoldgica do defeito preenchido por lipossoma aos 20 dias com
irradiacdo LED 72/96 horas. Tecido 6sseo neoformado (ON) no interior do defeito, com
grande por¢do medular (M) e hemacias (*). Coloragdo tricrdmio de Mallory. A barra

indica o aumento.
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Figura 75. Fotomicrografia histoldgica do defeito preenchido por lipossoma aos 20 dias com
irradiacdo LED 72/96 horas. Tecido 6sseo neoformado (ON) no interior do defeito, com
grande porcdo medular (M) e hemdcias (HE). Coloragao tricrdmio de Mallory. A barra

indica o aumento.

Figura 76. Fotomicrografia histolégica mostrando o defeito preenchido por BSA aos 20 dias
com aplicagdo de LED 72/96 horas. O defeito esta preenchido por tecido conjuntivo (TC)
e com algumas porg¢des de osso imaturo (*). Coloragdo tricromio de Mallory. A barra

indica o aumento.
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Figura 77. Fotomicrografia histolégica mostrando o defeito preenchido por BSA aos 20 dias
com irradiacdo de LED 72/96 horas. A presenca de tecido 6sseo imaturo (*) envolto por
uma linha de osteoblastos (seta). Coloragdo tricrdmio de Mallory. A barra indica o

aumento.

Figura 78. Fotomicrografia histolégica mostrando o defeito preenchido por BSA aos 20 dias
com irradiacdo de LED 72/96 horas. A presenca de tecido 6sseo (ON) imaturo envolto por
uma linha de osteoblastos (seta). Coloragdo tricromio de Mallory. A barra indica o

aumento.
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Figura 79. Fotomicrografia histoldgica mostrando o defeito tratado pela base em gel aos 20
dias com aplicacdo de LED 72/96. Apresenta tecido conjuntivo (TC) no seu interior, sem
nenhum indicio de formagé@o de matriz ostedide. Coloragdo tricromio de Mallory. A barra

indica o aumento.

Figura 80. Fotomicrografia histolégica mostrando o tecido conjuntivo (TC) frouxo com
algumas hemacias (HE) no grupo tratado pela base em gel aos 20 dias com irradiagio

LED 72/96 horas. Coloragdo tricromio de Mallory. A barra indica o aumento
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Figura 81. Fotomicrografia histolégica mostrando o tecido conjuntivo (TC) frouxo com
algumas hemacias (HE) no grupo tratado pela base em gel aos 20 dias com irradiagio

LED 72/96 horas. Coloragao tricromio de Mallory. A barra indica o aumento.

Figura 82. Fotomicrografia histologica da area do defeito 6sseo apos 5 dias de reparo dsseo no
grupo controle com coagulo. Nota-se os limites do defeito (setas) e o seu preenchimento

com hemadcias (*). Coloragdo tricromio de Mallory. A barra indica o aumento.
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Figura 83. Fotomicrografia histoldgica mostrando o coagulo aos 5 dias. Nesta fase do reparo
6sseo o codgulo, rico em hemadcias (*) estd sendo gradativamente substituido por tecido de

granulagdo. Coloragdo tricromio de Mallory. A barra indica o aumento.

Figura 84. Fotomicrografia histoldgica do osso autogeno aos 5 dias mostrando as paredes do
defeito (seta) e o preenchimento completo da cavidade com osso autégeno (OA).

Coloragao tricromio de Mallory. A barra indica o aumento.
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Figura 85. Fotomicrografia histoldgica mostrando o defeito dsseo aos 10 dias preenchido
somente com codgulo. O centro do defeito esta povoado por tecido conjuntivo (TC)
neoformado oriundo da rede de fibrina formada anteriormente. Ainda hé presenca de
hemadcias (*) nas laterais do tecido. Coloragao tricromio de Mallory. A barra indica o

aumento.

Figura 86. Fotomicrografia histoldgica do grupo controle preenchido com codgulo aos 10
dias. A partir das laterais do defeito o tecido conjuntivo neoformado ¢ invaginado para o
centro do alvéolo, preenchido ainda pela rede de fibrina (F) e com hemacias (seta).

Coloragao tricromio de Mallory. A barra indica o aumento.
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Figura 87. Fotomicrografia histoldgica do grupo controle utilizando coagulo aos 10 dias. Na
porgdo lateral do defeito, onde hd uma maior por¢édo de tecido conjuntivo (TC)
neoformado hé formag¢do de um tecido ostedide (*) cercado por hemécias (seta).

Coloragao tricromio de Mallory. A barra indica o aumento.

Figura 88. Fotomicrografia histoldgica mostrando osso autdogeno (OA) aos 10 dias com
grande padrio de absor¢do (seta) na por¢do superior do 0sso. Coloracdo tricrdmio de

Mallory. A barra indica o aumento.
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Figura 89. Fotomicrografia histoldgica de osso autdgeno aos 10 dias. Ha formagao de tecido
Osseo imaturo (*) a partir dos limites laterais do defeito, fazendo a ligacdo entre a parede
do defeito (DO) e o osso (OA) instalado em seu interior. Coloracédo tricromio de Mallory.

A barra indica o aumento.

Figura 90. Fotomicrografia histoldgica de osso autdégeno aos 10 dias. A formacao de osso
imaturo (ON) na juncdo entre o defeito dsseo (DO) e o osso autdogeno. Coloragao

tricromio de Mallory. A barra indica o aumento.
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Figura 91. Fotomicrografia histolégica mostrando o grupo controle com coagulo aos 20 dias.
A formagao do calo 6sseo (seta) ocorre na porc¢do central do defeito. Coloragdo tricromio

de Mallory. A barra indica o aumento.

Figura 92. Fotomicrograifa histoldgica do grupo controle usando codgulo aos 20 dias.
Trabeculas dsseas neoformadas (*) no centro do defeito, envoltas pela por¢do medular do

0sso (M). Coloragao tricromio de Mallory. A barra indica o aumento.
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Figura 93. Fotomicrografia histoldgica do grupo controle usando coagulo aos 20 dias,
mostrando as corticais espessas formadas por osso lamelar (OL) no interior do defeito.

Coloragao tricromio de Mallory. A barra indica o aumento.

Figura 94. Fotomicrografia histologica de osso autdgeno aos 20 dias mostrando a completa

adaptacdo do osso no defeito. Coloragao tricromio de Mallory. A barra indica o aumento.
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Figura 95. Fotomicrografia histoldgica de osso autdgeno aos 20 dias mostrando a formagao de
o0sso lamelar (OL) no limite do defeito 6sseo (DO). Coloragdo tricromio de Mallory. A

barra indica o aumento.

Figura 96. Fotomicrografia histologica de osso autdgeno aos 20 dias mostrando a formagao de
osso lamelar (OL) no limite do defeito ¢sseo (DO). Coloragdo tricromio de Mallory. A

barra indica o aumento.
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Grafico 1. Grafico mostrando o resultado da histomorfometria do grupo utilizando LED apods

24/48 horas.
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Grafico 2. Grafico mostrando o resultado da histomorfometria do grupo utilizando LED apds

72/96 horas.
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LED 24/48 LED 72/96 CONTROLE

NANO LIP BSA GEL NANO LIP BSA GEL COAGULO 0SSO

5 DIAS AB AB AB AB AB AB AB AB AB C*
10DIAS AB AB AB A* AB B* AB A* AB D*
20DIAS  AB AB AB AB AB AB AB AB Cc* D*

Tabela 1. Tabela demonstrando as diferencgas estatisticas dos resultados da histomorfometria.

*Letras diferentes representam diferenca estatistica.
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