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EFEITOS DA TERAPIA POR FOTOBIOMODULACAO NO PROCESSO DE
REPARO DE DEFEITOS OSSEOS PREENCHIDOS POR HIDROXIAPATITA-
FOSFATO TRICALCICO (QUALYBONE BCP) ASSOCIADO AO BIOPOLIMERO
DE FIBRINA.

RESUMO

Atualmente existem diversos métodos de tratamentos disponiveis envolvidos no processo de
reparacao Ossea. Porém, a eficacia torna-se limitada diante de defeitos dsseos criticos. O
objetivo da presente pesquisa foi avaliar se a terapia por fotobiomodulacéo, por meio do uso do
laser de baixa poténcia, interfere no processo de reparo de defeitos 6sseos preenchidos pelo
biomaterial QualyBone BCP (QualyLive, Amadora, Portugal) associado ao biopolimero de
fibrina. Foram utilizados 56 ratos que foram separados aleatoriamente em dois grupos: Grupo
Biomaterial (GB; n=07); Grupo Biomaterial + Cevap (GBC; n=07); Grupo Biomaterial + Laser
(GBL; n=07) e Grupo Biomaterial + Cevap + Laser (GBCL; n=07). Os ratos foram submetidos
a uma osteotomia circular de 5mm de didmetro no centro dos 0ssos parietais, preenchida com
enxerto 0sseo de hidroxiapatita fosfato tricalcico (QualyBone BCP, QualyLive) associado ao
biopolimero de fibrina. Apds os procedimentos cirtrgicos, os animais do grupo GBCL
receberam a aplicacéo do laser GaAlAs (Gallium-Aluminum-Arsenide, Laserpulse Ibramed®,
Amparo, SP, Brasil) de pulso continuo, comprimento de onda de 830 nm, 30 mW de poténcia
de saida, densidade de energia de 6 J/cm?, por 24 segundos/local, no p6s-operatério imediato e
3 vezes na semana até os periodos de eutanasia, que foram 14 e 42 dias. Na anélise
histomorfoldgica, aos 42 dias, o grupo GBCL exibiu uma transicdo de maturacdo mais
avancada, com areas 6sseas mais organizadas e maduras, formando lamelas concéntricas. Na
comparagdo dos grupos nos dois periodos de experimentacdo, em relacdo ao percentual de
formacdo de novo tecido 6sseo, encontrou-se diferenca estatistica entre todos os grupos GB
(5.42 £ 1.12) ,GBC (5.00 + 0.94),GBL (12.65 + 1.78), GBCL (12.65 + 2.32) e GB (21.49 +
4.74), GBC (21.77 + 2.83), GBL (29.29 + 2.93) e GBCL (31.38 * 2.89); valores dos periodos
de 14 e 42 dias, respectivamente. Em concluséo, a terapia por fotobiomodulacéo, por meio do
uso do laser de baixa poténcia, interferiu positivamente no processo de reparo de defeitos 6sseos
preenchido com o biocomplexo formado pelo biopolimero de fibrina + biomaterial (QualyBone
BCP).

Palavras-chaves: Regeneracdo Ossea; Lasers; Transplante Osseo; Biomateriais, Adesivo

Tecidual de Fibrina.
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EFFECTS OF THE PHOTOBIOMODULATION THERAPY ON THE PROCESS OF
BONE DEFECTS REPAIR FILLED WITH HYDROXYAPATITE TRICALCIUM
PHOSPHATE (QUALYBONE BCP) ASSOCIATED WITH THE FIBRIN
BIOPOLYMER.

ABSTRACT

There are currently several treatment methods available that are involved in the bone repair
process. However, the effectiveness becomes limited in the face of critical bone defects. The
objective of this research was to evaluate whether photobiomodulation therapy, through the use
of low-level laser, interferes in the process of repairing bone defects filled by the QualyBone
biomaterial - BCP (QualyLive, Amadora, Portugal) associated with fibrin biopolymer. 56 rats
were used, which were randomly separated into two groups: Biomaterial Group (GB; n = 07);
Biomaterial + Cevap Group (GBC; n = 07); Biomaterial + Laser Group (GBL; n = 07) and
Biomaterial + Cevap + Laser Group (GBCL; n = 07). The rats were submitted to a circular
osteotomy of 5 mm in diameter in the center of the parietal bones, filled with bone graft of
hydroxyapatite tricalcium phosphate (QualyBone BCP, QualyLive) associated with the fibrin
biopolymer. After the surgical procedures, the animals of the GBCL group received the
application of the continuous pulse GaAlAs (Gallium-Aluminum-Arsenide, Laserpulse
Ibramed®, Amparo, SP, Brazil), 830 nm wavelength, 30 mW output power , energy density of
6 J/ cm2, for 24 seconds / location, in the immediate postoperative period and 3 times a week
until the euthanasia periods, which were 14 and 42 days. In the histomorphological analysis, at
42 days, the GBCL group exhibited a more advanced maturation transition, with more
organized and mature bone areas, forming concentric lamellae. In the comparison of the groups
in the two experimentation periods, in relation to the percentage of formation of new bone
tissue, a statistical difference was found between all groups GB (5.42 = 1.12), GBC (5.00 +
0.94), GBL (12.65+1.78) , GBCL (12.65 + 2.32) and GB (21.49 + 4.74), GBC (21.77 + 2.83),
GBL (29.29 + 2.93) and GBCL (31.38 + 2.89); values for periods of 14 and 42 days,
respectively. In conclusion, photobiomodulation therapy, through the use of low-level laser,
positively interfered in the process of repairing bone defects filled with the biocomplex formed
by the fibrin + biomaterial biopolymer (QualyBone BCP).

Keywords: Bone regeneration; Lasers; Bone Transplantation; Biomaterials, Fibrin Tissue
Adhesive.
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1.  INTRODUCAO

A Engenharia tecidual, atualmente, desenvolve pesquisas investigando diversos métodos
de tratamentos disponiveis envolvidos no processo de regeneracdo 0ssea, tais como
diferenciacdo de células tronco, xenoenxertos, utilizacdo de membranas, associados a terapias
alternativas, que buscam a reducdo do tempo de uma recuperacdo tecidual eficaz (DE
MORAES et al., 2019; DE AZEVEDO E SOUSA MUNHOZ et al., 2020), visando a formagéo
de um novo tecido com as caracteristicas morfofuncionais idénticas ao tecido original,
reforcando o potencial das pesquisas pré-clinicas. Porém, a efetividade torna-se limitada diante
de defeitos 6sseos criticos, sendo os efeitos colaterais desfavoraveis nesse processo (ABOU
NEEL et al., 2014).

O enxerto 6sseo é o0 segundo transplante de tecido mais realizado, seguido da transfusdo
sanguinea (WANG; YEUNG, 2017). O enxerto 6sseo autélogo ainda é considerado o padréo-
ouro, pois as propriedades necessarias e ideais na regeneracdo Ossea em termos de
osteoconducao, osteoinducdo e osteogénese estdo presentes e séo combinadas (GIANNOUDIS;
DINOPOULOS; TSIRIDIS, 2005; GIANNOUDIS; JONES; EINHORN, 2011), contudo sua
disponibilidade limitada e a morbidade no local doador levaram ao desenvolvimento de
procedimentos alternativos (RAI et al., 2015).

O emprego dos biomateriais nas areas da medicina e odontologia vem assumindo uma
importancia cada vez maior, conforme a necessidade de reparar zonas com defeitos ou perdas
Osseas, devido ao comprometimento da morfologia, funcédo e reparacdo dos tecidos bioldgicos
(TREVISIOL et al., 2007; BUCHAIM et al., 2013). Assim, um substituto ésseo ideal deve
apresentar caracteristicas importantes como liberacdo de fatores de crescimento que estimulem
a neoformacéo 0ssea, promovendo um arcabouco para o crescimento tecidual interno.

O biomaterial QualyBone BCP (Hidroxiapatita Fosfato Tricalcico, Amadora, Portugal) é
uma ceramica sintética, contendo 75% de hidroxiapatita e 25% fosfato tricalcico (B-TCP), que
apresenta uma macroporosidade facilitando a proliferacdo de células dsseas e vascularizacdo
nos espagos vazios, além de uma excelente resisténcia mecanica, induzindo a regeneragéo e o

crescimento 0sseo, estimulando a proliferacéo e diferenciagdo dos osteoblastos. Além disso,

Associacao de Ensino de Marilia Ltda.
]

Campus Universitario - Fone:(014) 2105-4000 - Fax: (014) 2105-8691 - CEP: 17.525-902 - Marilia - SP.



14

Mnimar

=

UNIVERSIDADE DE MARILIA

ndo existe risco imunolégico e de infeccbes, € um material radiopaco e de facil manipulacéo
clinica, fato que permite a reducéo do tempo de cirurgia.

No campo da engenharia tecidual é necesséria a utilizacdo de um arcabougo bioldgico,
scaffold que simule o defeito G6sseo e que mantenha os mecanismos funcionais para a
regeneracdo dos tecidos até que 0s mesmos apresentem essa capacidade. Assim, diversos
biomateriais séo utilizados para a confeccao desses arcaboucos biologicos, como ceramicas de
fosfato de célcio, moléculas bioativas, polimeros naturais (coldgenos, proteoglicanas, elastinas
e hidroxiapatitas) e, entre eles, os adesivos de fibrina sdo utilizados em diferentes campos
cirirgicos como agentes hemostaticos e indutores de processo de cicatrizagdo, sendo assim
considerado scaffold por varios autores, em razdo de servir como arcabouco e /ou ancoragem
para fixacao e crescimento celular (YAMADA et al., 2003).

Os principios bioldgicos dos adesivos de fibrina mimetizam os ultimos passos da cascata
de coagulagéo, que ocorre normalmente no organismo, ou seja, o fibrinogénio interage com a
trombina e libera uma fibrina monomérica, que na presenca do fator XII1 e do calcio transforma
esta fibrina em polimérica por meio de diversas pontes (WEISEL, 2005; BUCHAIM et al.,
2019)

O biopolimero de fibrina derivado do veneno de serpente foi desenvolvido no Centro de
Estudos de Venenos e Animais Peconhentos (CEVAP/UNESP, Botucatu, SP, Brasil).
Apresenta facil acesso e custo de producéo baixo, visto que a tecnologia é totalmente nacional,
além de ndo produzir reacGes adversas por ndo conter sangue humano, sendo muito utilizado
como coadjuvante em inimeros cenarios clinicos. Esse biopolimero atua como um substrato
para crescimento de células e mostra biocompatibilidade total, fato demonstrado por estudos
em animais com resultados promissores, possibilitando a adequacao da formula para adaptar o
tempo de polimerizacédo a técnica cirdrgica, bem como o controle do tempo de degradacgéo do
arcabouco (RAHAL et al., 2004; BARROS et al., 2009; IATECOLA et al., 2013)

Ainda nesse contexto, alternativas tém sido desenvolvidas e investigadas com o objetivo

de minimizar o tempo de consolidacao 6ssea e de diminuir a chance de possiveis complicacoes
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advindas do processo deficiente de regeneracdo. Dentre elas, a terapia por fotobiomodulagdo
ganhou destaque pelos seus efeitos satisfatorios no metabolismo e no reparo 6sseo, devido a
seu grande potencial osteogénico (BAYAT et al., 2018).

Os efeitos fotobioestimulatorios do laser estdo diretamente relacionados com as respostas
celulares que apresentam suas atividades aceleradas resultando em aumento da respiracao
mitocondrial e sintetizacdo de ATP, otimizacdo na sintese de proteinas, na migracao e
proliferacdo de células, além de reducdo inflamatoria, diminuicdo de edema, proporcionando
um processo de cicatrizacao e regeneracao 6ssea mais rapido e eficaz (AMAROLI et al., 2018).

Além disso, a terapia por fotobiomodulacdo constitui um método de tratamento ndo-
invasivo e apresenta um custo relativamente baixo. No entanto, existem controvérsias em
relacdo aos melhores parametros a serem utilizados para a obtencdo de um resultado eficaz no
processo de reparo 6sseo extenso preenchido com biomateriais.

Diante das informagdes descritas e do conhecimento de estudos na literatura que buscam
uma padronizacao dos protocolos e avaliacdo dos efeitos da terapia por fotobiomodulacéo no
processo de reparo 0sseos de defeitos de tamanho critico preenchidos com o QualyBone BCP
(QualyLive, Amadora, Portugal) associado ao biopolimero de fibrina (CEVAP) como scaffold,
0 desenvolvimento deste trabalho justifica-se pela necessidade de estabelecer um protocolo
experimental adequado no processo de regeneracdo 0ssea e que seja incorporado como avango

cientifico-tecnoldgico dentro da medicina translacional.

Associacao de Ensino de Marilia Ltda.
]

Campus Universitario - Fone:(014) 2105-4000 - Fax: (014) 2105-8691 - CEP: 17.525-902 - Marilia - SP.



Mnimar R

LA

UNIVERSIDADE DE MARILIA

Associacao de Ensino de Marilia Ltda.
]

Campus Universitario - Fone:(014) 2105-4000 - Fax: (014) 2105-8691 - CEP: 17.525-902 - Marilia - SP.



Mnimar

UNIVERSIDADE DE MARILIA

OBJETIVOS

Associacao de Ensino de Marilia Ltda.

Campus Universitario - Fone:(014) 2105-4000 - Fax: (014) 2105-8691 - CEP: 17.525-902 - Marilia - SP.



Mnimar mw

2

UNIVERSIDADE DE MARILIA

Associacao de Ensino de Marilia Ltda.
]

Campus Universitario - Fone:(014) 2105-4000 - Fax: (014) 2105-8691 - CEP: 17.525-902 - Marilia - SP.



19

Mnimar .

UNIVERSIDADE DE MARILIA

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

O objetivo desse trabalho foi avaliar se a terapia por fotobiomodulacéo, por meio do uso
do laser de baixa poténcia, interfere no processo de reparo de defeitos 6sseos preenchidos pelo
biomaterial QualyBone BCP (QualyLive, Amadora, Portugal) associado ao biopolimero de
fibrina (CEVAP).

2.2. Objetivos Especificos

1- Avaliar a atuacéo do QualyBone BCP no processo de reparo tecidual;

2- Avaliar a atuacdo do QualyBone BCP no processo de reparo tecidual associado a terapia por
fotobiomodulacéo;

3- Avaliar o biopolimero de fibrina como sistema de armacéo (scaffolds) para o biomaterial;
4- Avaliar um protocolo da terapia por fotobiomodulagdo sobre o biocomplexo (biopolimero

de fibrina + biomaterial).
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3.  MATERIAIS E METODOS

3.1. Delineamento experimental

Foram utilizados 56 ratos machos (Rattus norvegicus) da linhagem Wistar, adultos (90
dias de idade), pesando aproximadamente 250 gramas (Figura 1 B1), fornecidos pelo Biotério
Central da Universidade de Marilia, aprovado pelo Comité de Etica em Uso Animal (CEUA)
da Universidade de Marilia (Protocolo 011/2019).

No Biotério, os animais foram criados em gaiolas contendo 04 animais cada, uso de
iluminacdo artificial comandada por “timer”, que controla o ciclo claro/escuro de 12 horas,
exaustor e ar condicionado, que mantém a temperatura média de 22°C, confirmada por um
termOmetro de temperatura ambiente.

Os animais foram separados aleatoriamente em 4 grupos, e os periodos de eutanasia
definidos para 14 e 42 dias (Figura 1 E):

1) Grupo Biomaterial (GB; n=07)
2) Grupo Biomaterial + Cevap (GBC; n=07)
3) Grupo Biomaterial + fotobiomodulacdo a Laser (GBL; n=07)

4) Grupo Biomaterial + Cevap + fotobiomodulacéo a Laser (GBCL; n=07)

3.2. Cirurgia experimental

Para a cirurgia experimental, os ratos foram submetidos a anestesia geral com injecao
intramuscular de Cloridrato de Tiletamina e Cloridrato de Zolazepam (10 mg/kg - Telazol®;
Fort Dodge Laboratories, USA) e os procedimentos foram acompanhados por um profissional

da &rea de Medicina Veterinaria.
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Em seguida, foi realizada a tricotomia, com auxilio de aparador de pelos (Philips®
Multigroom QG3250, SP, Brasil) na regido do osso frontal - parietal, compreendida entre os
pavilhdes auriculares externos e os animais pesados em balanca (MicroNal® Equipamentos de
Preciséo, SP, Brasil). Cada animal foi identificado com furos nos pavilhdes auriculares externos
com auxilio de alicate perfurador Ainsworth® (Golgran, SP, Brasil).

A antissepsia da regido tricotomizada, incluindo a pelagem em torno dessa area, foi
realizada com solucio topica de Polivinil Pirrolidona lodo PVPI (Povidine®Antisséptico,Vic
Pharma Ind e Comeércio Ltda, SP, Brasil) a 10%. O procedimento cirrgico ocorreu de forma
independente, sobre uma bancada coberta, em mesa de madeira revestida de cortica com troca
de material para cada individuo.

Os animais foram fixados a mesa operatdria, sem trauma, e posicionados em decubito
ventral. Na sequéncia, foi realizada uma incisdo em forma de meia lua de 4 cm com uma lamina
de bisturi de aco carbono n® 15 (Embramax, SP, Brasil) no tegumento e, cuidadosamente, o
periosteo foi descolado com auxilio do sindesmdtomo e rebatido juntamente com os demais
tecidos, expondo a superficie externa dos 0ssos parietais (Figura 1 B2).

Foi realizada uma osteotomia circular de 5,0 mm de didmetro no centro dos 0ss0S
parietais (Figura 1 C1), com o auxilio da broca trefina (Neodent®, PR, Brasil) adaptada ao
contra-angulo (Driller, SP, Brasil ) acoplado em um micromotor elétrico (Driller BLM 600
baby, SP, Brasil), em baixa velocidade (1500 rpm), sob constante e abundante irrigacéo salina
estéril (solucdo fisioldgica 0,9%) para evitar a necrose 0ssea por a¢do térmica, obtendo assim,
um fragmento 6sseo arredondado, sem espiculas, preservando a integridade da dura-mater e o
cerebro.

Nos animais do Grupo GB, o defeito foi preenchido somente com o biomaterial (Figura
1 C2) QualyBone BCP (QualyLive, Amadora, Portugal) e, nos animais dos Grupos GBC e

GBCL, os defeitos foram preenchidos com o biomaterial QualyBone BCP (QualyLive,
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Amadora, Portugal) associado ao biopolimero de fibrina (Figura 1 C3). O biomaterial foi
pesado em balanca analitica (MicroNal® Equipamentos de Precisdo, SP, Brasil) para se obter
um peso de aproximadamente 0,03 mg e inserido ao local do defeito sem exercer pressao sobre
o0 cérebro. Os tecidos da area cirdrgica foram reposicionados (Figura 1 C4), cuidando para que
0 periésteo recubra as cavidades, e em seguida foi efetuada a sutura do tegumento (pontos
simples) com fio de seda 4-0 (Ethicon, Johnson e Johnson Company, SP, Brasil). A regido foi
limpa cuidadosamente com gaze umedecida em antisséptico topico, Clorexidina 2% (Riohex®

Farmacéutica Rioquimica Ltda, Brasil).

(A) DELINEAMENTO EXPERIMENTAL ‘

(B) MODELO ‘ (C) PROCEDIMENTO CIRURGICO ‘
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Figura 1 - A) Delineamento experimental. B) Modelo animal e critérios de inclusdo; B1) 56 ratos machos, Rattus
norvegicus, Wistar, adultos, 90 dias de idade, peso aproximadamente +250 gramas; B2) Modelo experimental de
defeito 6sseo em calvaria, exposicdo dos 0ssos parietais; C) Procedimento cirlrgico. C1) Confec¢do de defeito
6sseo de 5 mm de didmetro com broca trefina; C2) Defeito preenchido com biomaterial (GB); C3) Defeito
preenchido com biomaterial e biopolimero de fibrina (GBC); C4) Tecido moles subrajacentes reposicionados e
suturados. D) llustracao da terapia por fotobiomodulagdo a laser no pés-imediato, seguido por 3 x na semana até
0 periodo de eutanasia correspondente dos grupos GBL e GBCL. E) Periodos experimentais 14 e 42 dias - 7
animais/grupo/periodo.

Os animais foram colocados na posicéo de decubito lateral em gaiolas e expostos a luz
incandescente para aquecimento e completa recuperacdo anestésica. Imediatamente apds 0s
procedimentos cirdrgicos, os animais receberam antibidtico em dose Unica Flotril® 2,5%
(Schering-Plough, Rio de Janeiro, Brasil), na dose de 0,2 ml/kg e analgésico Dipirona Analgex
V® (Agener Unido, S&o Paulo, Brasil) na dose de 0,06 ml/kg, em aplicacdes intramusculares. A
aplicacdo do analgésico foi mantida por 3 dias, aléem da continuidade com o analgésico
Paracetamol (Medicamento Genérico, Medley, SP, Brasil) na dose de 200 mg/Kg, 6
gotas/animal dissolvido na agua disponivel no bebedouro até o periodo da eutanésia.

Durante toda a experimentacdo, os animais foram monitorados com relacéo a expressao
de dor, por meio de observacdo se o animal estava apatico, deprimido, agressivo ou hiper
excitado, principalmente devido a tais tracos que sao varidveis de seu comportamento habitual.
Portanto, foi observado se ocorreram alteracdes no andar, na postura ou expressdo facial. Além
disso, foi averiguada a aparéncia, consumo de agua e alimento, sintomas clinicos e

comportamento (ANDRADE; PINTO; OLIVEIRA, 2006).

3.3. Biomaterial

O biomaterial QualyBone BCP (Hidroxiapatita Fosfato Tricalcico, QualyLive
Amadora, Portugal) & uma cerdmica sintética, contendo 75% de hidroxiapatita e 25% fosfato
tricélcico (B-TCP), apresenta uma macroporosidade facilitando a proliferacdo de células 6sseas

e vascularizacdo nos espacos vazios, além de uma excelente resisténcia mecénica, induzindo a
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regeneracao e o crescimento 0sseo, estimulando a proliferacao e diferenciacao dos osteoblastos.
Além disso, ndo existe risco imunologico e de infecgcdes, € um material radiopaco e permite a

reducdo do tempo clinico de cirurgia.

3.4 Biopolimero de fibrina

O biopolimero de fibrina, derivado de veneno de serpente, foi gentilmente cedido pelo
Centro de Estudos de Venenos e Animais Peconhentos da UNESP (CEVAP), cujos
componentes e formula de aplicacdo constam das suas patentes (Numeros do registro:
BR1020140114327 e BR1020140114360).

O biopolimero é composto por trés solucBes separadas e homogeneizadas antes de
sua aplicacdo, totalizando 40pul. O primeiro componente é a fragdo 1 composta de trombina-
like (10ul), adicionada ao diluente cloreto de calcio (10ul) e, por Gltimo, a fracdo 2 constituida
de fibrinogénio de sangue de bufalo (20pl).

Para aplicacdo em cada animal dos grupos GBC e GBCL os componentes do
biopolimero foram depositados em eppendorf, de acordo com a proporc¢édo de cada componente.

Para cada solucédo aplicada foi realizada a troca da ponteira da micropipeta.

3.5 Terapia por Fotobiomodulacdo com o uso do Laser de Baixa Poténcia

Os Grupos GBL e GBCL foram submetidos ao tratamento com laser GaAlAs (gallium-
aluminum-arsenide). Para o tratamento, os animais foram imobilizados manualmente
(contenc@o manual suave) para garantir a exposicao da calvaria, sendo desnecessario 0 uso de

anestésico durante a aplicagéo.
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O protocolo da fotobiomodulacéo por laser de baixa poténcia foi de pulso continuo, com
comprimento de onda (}) 830 nm, poténcia de saida 30 mW, densidade de energia 6,20J/cm?,
por 24 seg/local aplicado em 4 pontos em forma de cruz sobre o sitio cirdrgico, area do feixe
de 0,116 cm? e densidade de poténcia 0,2581W/cm? (Tabela 1). O emissor de laser foi mantido
em contato com a pele do animal a 90°, perfazendo um total de aplicacdo de 96 segundos (figura
2). O tratamento teve inicio no pds-operatorio imediato (Figura 1 D) e 3 vezes na semana até o
periodo correspondente a eutanasia. As emissdes do feixe de laser foram calibradas no préoprio
aparelho (Laserpulse®, IBRAMED). O protocolo foi 0 mesmo preconizado por (DE
OLIVEIRA GONCALVES et al., 2016).

Tabela 1 - Parametros do Protocolo da Fotobiomodulacdo por laser de baixa poténcia.

Comprimento de onda 380nm
Poténcia de saida 30mw
Densidade de energia 6,20 J/cm?
Area do feixe 0,116 cm?
Densidade de poténcia 0,2586 W/cm?
Tempo 24 seg/ponto
Pontos 4 pontos (cruz)
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3.6 Procedimento cirdrgico para coleta dos tecidos

Decorridos os periodos de 14 e 42 dias pds-cirurgicos, 7 animais de cada grupo GB, GBC,
GBL e GBCL, por periodo, foram pesados e submetidos a eutanésia. Apds a realizacdo de
paramentacdo, a eutanasia foi realizada em ambiente silencioso e longe dos outros animais. Foi
utilizado o Barbiturico (Tiopental), dosagem ratos (150mg/kg) da seguinte forma: Tiopental
Sodico 2,5%, por via intraperitoneal - IP, aplicado no quadrante abdominal inferior esquerdo
do animal (associado com anestésico local, cloridrato de lidocaina na dosagem de 10 mg/kg).

Em seguida, a regido do defeito de cada animal foi cuidadosamnete removida com auxilio
de uma broca carbide cirdrgica cénica odontoldgica, montada em peca de baixa rotacdo (Dabi
Atlante®, SP, Brasil), preservando os tecidos moles supraperiosteais e fixadas em solucio de
formalina 10% em tampé&o fosfato pH 7,2 por uma semana e, posteriormente, destinada ao
processamento histoldgico.

Apbs a confirmacdo da morte do animal, este foi acondicionado em saco branco de

residuo bioldgico, congelado e enviado para descarte.

3.7 Microtomografia Computadorizada de Raios-X (m-CT)

Apbs a fixacdo dos fragmentos 6sseos, as pecas foram submetidas a uma varredura de
feixe de raios-X no microtomdgrafo computadorizado SkyScan 1174v2 (Bruker-microCT,
Kontich, Bélgica) da Faculdade de Odontologia de Bauru, FOB-USP. As fontes de feixe raios-
X (Cone-Beam) foi operada a 50 kV, 800 uA, utilizando um filtro de Cu + Al. As pecgas foram
acondicionadas em tubos, posicionadas e fixadas no porta-amostra apropriado para o
equipamento, com cera utilidade, possibilitando a estabilizacéo, a fim de prevenir qualquer tipo

de movimentacdo durante o escaneamento. Em seguida, foram rotacionadas a 360°, com um
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“rotation step ” de 0,5, e resolucdo isotrépica de 19,6 um, gerando um tempo de aquisicédo de
41 minutos e 32 segundos por amostra.

As imagens de cada espécime foram analisadas e reconstituidas com o software especifico
64Bits270013 (Bruker, Bélgica) e o Programa NRecon® (versdo.1.6.8.0, SkyScan, 2011,
Bruker-microCT) em cerca de 1000 a 1100 fatias de acordo com 0s parametros anatdmicos
adotados. . Os softwares Data Viewer® versdo 1.4.4 64 bit (medidas lineares dos eixos coronal,
transaxial e sagital) e CTvox® versdo 2.4.0 r868, Bruker Micro CT, foram utilizados para
avisualizacdo bidimensional e tridimensional respectivamente e, em seguida, as andlises

qualitativa e quantitativa do tecido 6sseo neoformado.

3.8 Processamento histoldgico

Apbs a coleta, as pecas foram lavadas em agua corrente por 24 horas e submetidas a
desmineralizagdo em solugdo de EDTA, solugdo contendo 4,13% de tritiplex® 111 (Merck
KGaA, Hessen, Alemanha) e 0,44% de hidréxido de sédio (Labsynth, SP, Brasil) com trocas
semanais da solucdo por um periodo aproximado de 40 dias. Durante esses intervalos de troca
do EDTA, foram realizadas analises radiograficas com filme periapical Insight adulto IP-21 F-
Speed - Carestream® (Carestream Health, Nova York, Estados Unidos) para confirmar o
processo de desmineralizacdo. Ap6s a completa desmineralizagdo, as pecas foram desidratadas
em série crescente de alcool etilico, diafanizadas em xilol e incluidas em parafina processada
Histosec® (Merck, Hessen, Alemanha).

Posteriormente foram efetuados cortes coronais, semisseriados, considerando a regiao
central do defeito com auxilio do microtomo semiautomatico Leica® RM2245 (Leica
Biosystems, Wetzlar, Alemanha). Foram feitos cortes de 5 um de espessura (6 laminas com 4

cortes cada) para coloracdo hematoxilina-eosina e tricrébmico de Masson.
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Para a descricdo histomorfoldgica das areas do defeito 6sseo, em todos os espécimes foi
considerada toda extensdo do defeito, para avaliar o padréo de reparo 6sseo em todos 0s grupos.

Assim, foi possivel analisar, em cada defeito, a presenca de tecido de granulacéo,
infiltrado inflamatorio, a presenca e a qualidade do osso imaturo ou maduro/lamelar e o grau
de preenchimento do tecido neoformado. Para isso, foram avaliados 4 cortes semisseriados do
leito cirurgico de cada defeito em um microscopio de luz Olympus® (Olympus Corporation,
Tokyo, Japan) e as fotografias foram capturadas em objetivas 4x e 40x com a camera digital
acoplada, utilizando o software de captura de imagem com as especificacfes de tamanho de
imagem 4080x3072 pixels e spot 30%. A andlise quantitativa das imagens foi realizada no
computador (Processador Pentium Core 2 Duo; Intel Corporation, Santa Clara, CA, USA)
utilizando o software Image J® 1.50d (Wayne Rasband, NationalInstitutesof Health, USA, Java
1.7_67; 64-bit).

3.9 Anélise Histomorfométrica dos defeitos

Para a descricao histomorfoldgica d areas do defeito 6sseo, em todos os espécimes,
foi considerada toda extensdo do defeito, para avaliar o padrdo de reparo ésseo associado ao
biocomplexo (biopolimero de fibrina + biomaterial) e a fotobiomodulagédo. Assim, foi possivel
analisar em cada defeito quantitativamente o percentual de formacdo de novo osso, de
biomaterial e tecido conjuntivo. Para isso, foram avaliados 5 cortes semisseriados do leito
cirtrgico de cada defeito em um microscopio de luz Olympus BX50 (Olympus Corporation,
Tokyo, Japan) e as fotografias capturadas em objetivas 4x e 40x com a camera digital acoplada
(Olympus DP 71, Tokyo, Japan).

A analise quantitativa das imagens foi realizada no computador (Processador Pentium
Core 2 Duo; Intel Corporation, Santa Clara, CA, USA) utilizando o Carl Zeiss AxioVision (Rel.

4.8.2 White Plains, NY, USA). Dos cortes semisseriados obtidos, dois cortes mais centrais do
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defeito com distancia entre eles de 300 pum foram capturados. A area total do bloco 6sseo
removido ou area total do defeito (Ar) e a rea de formagé&o de novo 0sso (Ano) de cada defeito
serdo determinadas. O percentual de tecido 6sseo neoformado (Pon) foi calculado pela seguinte
relagdo: PON = Ano X 100/aT.

3.9.1 Andlise estatistica

Os dados foram submetidos & analise de varidncia (ANOVA) visando detectar possiveis
diferencas entre os grupos. Os pressupostos da ANOVA, normalidade dos residuos e
homogeneidade das variancias foram verificados, respectivamente, pelos testes de Shapiro-
Wilk e Bartlett, ambos a 5% de probabilidade. Posteriormente, as médias foram comparadas
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Dentro de cada tratamento, a comparacdo da
formacédo de novos 0ssos em funcdo do periodo de tratamento (14 e 42 dias) foi avaliada por
meio do teste t-Student a 5% de probabilidade. Todas as analises foram conduzidas no software
R (R Core Team, 2019). R Core Team (2019). (R: A language and environment for statistical
computing R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria).
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4. RESULTADOS

4.1 Analise qualitativa das imagens microtomograficas bidimensionais

Aos 14 dias, as imagens microtomograficas bidimensionais, transaxiais e coronais
demonstraram, em todos 0s grupos experimentais, um padréo centripeto de formacao éssea,
evidenciado pelo aumento da gradacdo da densidade do tecido 6sseo na escala de cinza nas
areas periféricas do defeito dsseo. As particulas do biomaterial apresentaram-se entrelacadas
com trabéculas 6sseas imaturas (Figura 2).

14 dias 42 dias
Transaxial Coronal Transaxial Coronal
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Figura 2 - Imagens microtomogréficas reconstruidas bidimensionais (2D) em secg¢des transaxial e coronal de
defeitos 6sseos em calvaria de ratos nos periodos de 14 e 42 dias, respectivamente. Defeito preenchido com
biomaterial (GB), biomaterial mais biopolimero de fibrina heterélogo (GBC), biomaterial e bioestimulados a laser
(GBL), biomaterial mais biopolimero de fibrina heterélogo e bioestimulados a laser (GBCL). Formacdo 6ssea

(seta azul), particulas do biomaterial (seta vermelha).

Em todos os grupos, aos 42 dias, notou-se aumento do crescimento 6sseo, mas sem
ocorrer fechamento completo do defeito, mantendo-se limitado as bordas cirdrgicas, e com
areas focais de tecido mineralizado nos grupos GBL e GBCL. Observaram-se regies de
remodelamento 6sseo perifericamente, relativo a diferenca na densidade tecidual. A area central

da ferida permaneceu preenchida pelas particulas do biomaterial (Figura 2).

4.2 Analise Histomorfoldgica

Todos 0s grupos experimentais exibiram caracteristicas peculiares aos 14 dias, com a
area do defeito interpolada por tecido conjuntivo reacional, densamente celularizado, permeado
por células inflamatdrias, arranjo aleatério das fibras colagenas delgadas e particulas do
biomaterial (Figura 3 e 4).

Aos 42 dias, a altura do 0sso remanescente na regido cirargica foi preservada em todos
os defeitos 6sseos. Na regido central, observou-se discreta invaginacdo dos tecidos moles
sobrejacentes nos grupos GB e GBL, diferentemente dos grupos GBC e GBCL (Figura 3).
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Figura 3 - Vistas histoldgicas panordmicas em 14 e 42 dias em defeitos cranianos preenchidos com biomaterial
(GB), biomaterial mais biopolimero de fibrina heter6logo (GBC), biomaterial e bioestimulados a laser (GBL),
biomaterial mais biopolimero de fibrina heter6logo e bioestimulados a laser (GBCL). A) Formacéo trabecular
imatura (asterisco) ocorrendo na borda do defeito (linha tracejada) e sobrejacente a superficie da dura-mater.
Particulas do biomaterial (B) permeando o tecido conjuntivo reacional (seta vermelha). B) Transicdo de maturacédo
Ossea para tecido mineralizado (tridngulo), com areas 6sseas primarias (asterisco), particulas do biomaterial no
tecido conjuntivo densamente fibroso (seta vermelha). (HE; ampliagdo original x 4; barra =2 mm).

O crescimento 0sseo descreveu 0 mesmo padrdo em todos os defeitos, adjacentes as
regides periféricas com conformacéo trabecular irregular. O grupo GBCL apresentou acentuada

resposta angiogénica, com evidentes brotos vasculares (Figura 4).
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14 dias

GB

GBC

GBL

GBCL

Figura 4 - Detalhes da evolucéo do processo de reparo 6sseo dos defeitos cranianos aos 14 dias preenchidos com
biomaterial (GB), biomaterial mais biopolimero de fibrina heterélogo (GBC), biomaterial e bioestimulados a laser
(GBL), biomaterial mais biopolimero de fibrina heter6logo e bioestimulados a laser (GBCL). Deposicédo de matriz
ostedide (asterisco) a partir das bordas do defeito (b), particulas do biomaterial (B) entremeada por tecido
conjuntivo reacional densamente celularizado (TR), brotos vasculares (V). (HE e Tricrdmico de Masson;
ampliacdo original x 10; bar = 500 um e Insercéo, imagens ampliadas x 40; bar = 100 um).

O novo tecido 6sseo apresentou um crescimento continuo, mas restrito as bordas dos
defeitos, com areas focais dsseas mineralizadas entre as particulas do biomaterial (Figura 3 e
5). O grupo GBCL exibiu uma transicdo de maturacdo mais avancgada, com areas 6sseas mais
organizadas e maduras, formando lamelas concéntricas, cercadas por regies de trabéculas

Osseas imaturas (Figura 5).
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O intersticio nesse periodo transpassou de densamente celularizado para fibroso, com
células inflamatdrias mais esparsas, mostrando-se em etapa de resolu¢do do processo. As
particulas do biomaterial permaneceram em todos os grupos, sendo circundadas por fibras
colagenas com orientacdo definida e evidenciando uma interface de fibrosamento entre as
particulas e o novo osso mineralizado (Figura 5). Nao foram observadas células gigantes de

corpo estranho, caracteristicas proeminentes de formacéo de capsulas fibréticas.

GB

GBC

GBL

GBCL

Figura 5 - Detalhes da evolucéo do processo de reparo 6sseo dos defeitos cranianos aos 42 dias preenchidos com
biomaterial (GB), biomaterial mais biopolimero de fibrina heterélogo (GBC), biomaterial e bioestimulados a laser
(GBL), biomaterial mais biopolimero de fibrina heterélogo e bioestimulados a laser (GBCL). Tecido lamelar
maduro (tridngulo) restrito a borda do defeito (b), e areas de trabéculas 6sseas imaturas (asterisco) no tecido
conjuntivo fibroso (TCf). Particulas do biomaterial (B) circundadas por fibras colagenas mais espessas, com
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interface de fibrosamento entre particulas e osso neoformado (seta dupla). (HE e Tricromico de Masson; ampliacdo
original x 10; bar = 500 um e Inser¢do, imagens ampliadas x 40; bar = 100 um).

4.3 Anélise Histomorfométrica
4.3.1 Periodo de 14 dias

No periodo de 14 dias, quando se compara o percentual de formacdo de novo tecido
0sseo, encontrou-se diferenca estatistica entre os grupos GB (5.42 + 1.12) e GBC (5.00 £ 0.94)

em relagdo a GBL (12.65 + 1.78) e GBCL (12.65 £ 2.32) (Tabela 2, Figura 6).

Tabela 2- Formacdo de Novo Osso

GB GBC GBL GBCL
14dias 542+1.12 A 5.00+0.94 A 1265+1.78 B 1265+232 B

Percentual de formacdo de novo osso (Média = Desvio Padrdo) no periodo de 14 dias, nos
grupos GB (Biomaterial), GBC (Biomaterial + Cevap), GBL (Biomaterial + fotobiomodulacéo
a Laser) e GBCL (Biomaterial + Cevap + fotobiomodulacdo a Laser). Letras maiusculas
diferentes indicam diferenca estatistica (ANOVA, pos teste de Tukey a 5% de probabilidade).
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Figura 6 - Percentual de formacdo de novo osso (Média + Desvio Padrdo) no periodo de 14
dias, nos grupos GB (Biomaterial), GBC (Biomaterial + Cevap), GBL (Biomaterial +
fotobiomodulacdo a Laser) e GBCL (Biomaterial + Cevap + fotobiomodulagéo a Laser). Letras
maiusculas diferentes indicam diferenca estatistica (ANOVA, p0s teste de Tukey a 5% de
probabilidade).

Em relagdo ao percentual de Biomaterial, comparando-se todos 0s grupos
experimentais, neste mesmo periodo, ndo foi observado diferenca estatistica entre eles: GB
(41.66 + 6.02), GBC (40.52 + 6.11), GBL (38.88 + 2.39) e GBCL (42.97 + 1.6 ) (Tabela 3,
Figura 7).

Tabela 3 - Biomaterial

GB GBC GBL GBCL

14dias  4166+6.02 A 4052+6.11 A 38.88+2.39 A 4297+16 A
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Percentual de Biomaterial (Média £ Desvio Padrdo) no periodo de 14 dias, nos grupos GB
(Biomaterial), GBC (Biomaterial + Cevap), GBL (Biomaterial + fotobiomodulag&o a Laser) e
GBCL (Biomaterial + Cevap + fotobiomodulacéo a Laser). Letras maitsculas iguais indicam

que ndo houve diferenca estatistica (ANOVA, p0s teste de Tukey a 5% de probabilidade).

A

GBCL

14 dias

A A
A
40
20
10
0
GB GBC GBL

Figura 7 - Percentual de Biomaterial (Média + Desvio Padrdo) no periodo de 14 dias, nos grupos
GB (Biomaterial), GBC (Biomaterial + Cevap), GBL (Biomaterial + fotobiomodulacdo a
Laser) e GBCL (Biomaterial + Cevap + fotobiomodulacéo a Laser). Letras mailsculas iguais

indicam que ndo houve diferenca estatistica (ANOVA, pos teste de Tukey a 5% de
probabilidade).
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Ainda no periodo de 14 dias, quando se compara o percentual de tecido conjuntivo,
encontrou-se diferenca estatistica entre os grupos GBC (54.33 + 6.38) e GBCL (44.38 + 1.97)
(Tabela 4, Figura 8).

Tabela 4 — Tecido conjuntivo

GB GBC GBL GBCL

14 dias 52.68 +557 AB 54.33+6.38 A  4847+406 AB A 4438+197 B

Percentual de tecido conjuntivo (Média +Desvio Padrdo) no periodo de 14 dias, nos grupos
GB (Biomaterial), GBC (Biomaterial + Cevap), GBL (Biomaterial + fotobiomodulagdo a
Laser) e GBCL (Biomaterial + Cevap + fotobiomodulacdo a Laser). Letras maiusculas
diferentes indicam diferenca estatistica (ANOVA, pos teste de Tukey a 5% de probabilidade).

14 dias
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Figura 8 - Percentual de tecido conjuntivo (Média = Desvio Padrdo) no periodo de 14 dias, nos
grupos GB (Biomaterial), GBC (Biomaterial + Cevap), GBL (Biomaterial + fotobiomodulagéo
a Laser) e GBCL (Biomaterial + Cevap + fotobiomodulacdo a Laser). Letras maiusculas

diferentes indicam diferenca estatistica (ANOVA, pos teste de Tukey a 5% de probabilidade).

4.3.2 Periodo de 42 dias

No periodo de 42 dias, quando se compara o percentual de formacdo de novo tecido

0sseo, encontrou-se diferenca estatistica entre os grupos GB (21.49 + 4.74) e GBC (21.77 +
2.83) em relacdo a GBL (29.29 + 2.93) e GBCL (31.38 + 2.89) (Tabela 5, Figura 9).

Tabela 5- Formacéao de Novo Osso

GB GBC GBL GBCL

42 dias 2149+ 474 A 21.77+283A 29.29+293B 31.38+2.89B

Percentual de formacdo de novo osso (Média = Desvio Padrdo) no periodo de 42 dias, nos
grupos GB (Biomaterial), GBC (Biomaterial + Cevap), GBL (Biomaterial + fotobiomodulacéo
a Laser) e GBCL (Biomaterial + Cevap + fotobiomodulacdo a Laser). Letras maiusculas

diferentes indicam diferenca estatistica (ANOVA, pos teste de Tukey a 5% de probabilidade).
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Figura 9 - Percentual de formacdo de novo osso (Média + Desvio Padrdo) no periodo de 42
dias, nos grupos GB (Biomaterial), GBC (Biomaterial + Cevap), GBL (Biomaterial +
fotobiomodulacdo a Laser) e GBCL (Biomaterial + Cevap + fotobiomodulagéo a Laser). Letras
mailsculas diferentes indicam diferenca estatistica (ANOVA, pds teste de Tukey a 5% de
probabilidade).

Em relacdo ao percentual de Biomaterial, comparando-se os grupos GB, GBC, GBL E
GBCL, neste mesmo periodo, ndo foi observado diferenca estatistica entre os todos os grupos
GB (34.48 £ 6.07), GBC (36.83 + 3.87), GBL (35.24 + 1.55) e GBCL (36.57 £ 3.7) (Tabela 6,
Figura 10).

Tabela 6 - Biomaterial

GB GBC GBL GBCL

42 dias  34.48+6.07 A 3683+387 A 3524+155 A  3657+37 A
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Percentual de Biomaterial (Média = Desvio Padrdo) no periodo de 42 dias, nos grupos GB
(Biomaterial), GBC (Biomaterial + Cevap), GBL (Biomaterial + fotobiomodulagéo a Laser) e
GBCL (Biomaterial + Cevap + fotobiomodulacéo a Laser). Letras mailsculas iguais indicam

que ndo houve diferenca estatistica (ANOVA, pos teste de Tukey a 5% de probabilidade).
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Figura 10 - Percentual de Biomaterial (Média + Desvio Padrdo) no periodo de 42 dias, nos
grupos GB (Biomaterial), GBC (Biomaterial + Cevap), GBL (Biomaterial + fotobiomodulagéo
a Laser) e GBCL (Biomaterial + Cevap + fotobiomodulacao a Laser). Letras maiusculas iguais

indicam que ndo houve diferenca estatistica (ANOVA, poés teste de Tukey a 5% de
probabilidade).
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Ainda no periodo de 42 dias, quando se compara o percentual de tecido conjuntivo, foi
observado diferenca estatistica entre o grupo GBCL (32.05 + 5.45) e os grupos GB (43.9+5.7)
e GBC (41.39 £ 5.72) (Tabela 7, Figura 11).

Tabela 7- Tecido Conjuntivo

GB GBC GBL GBCL

42 dias 439+57A 41.39+5.72 A 35.47 £ 3.07 AB 32.05+545 B

Percentual de tecido conjuntivo (Média + Desvio Padrdo) no periodo de 42 dias, nos grupos
GB (Biomaterial), GBC (Biomaterial + Cevap), GBL (Biomaterial + fotobiomodulagdo a
Laser) e GBCL (Biomaterial + Cevap + fotobiomodulacdo a Laser). Letras mailsculas
diferentes indicam diferenca estatistica (ANOVA, pos teste de Tukey a 5% de probabilidade).
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Figura 11 - Percentual de tecido conjuntivo (Média £ Desvio Padrdo) no periodo de 42 dias,
nos grupos GB (Biomaterial), GBC (Biomaterial + Cevap), GBL (Biomaterial +
fotobiomodulacéo a Laser) e GBCL (Biomaterial + Cevap + fotobiomodulagéo a Laser). Letras
maiusculas diferentes indicam diferenga estatistica (ANOVA, pos teste de Tukey a 5% de
probabilidade).

4.3.3 Comparacdo dos Grupos nos dois periodos de experimentacdo (14x42 dias)

Em relacdo ao percentual de formagdo de novo tecido dsseo, comparando os dois
periodos de experimentacdo, encontrou-se diferenca estatistica entre todos os grupos GB (5.42
+ 1.12), GBC (5.00 £ 0.94), GBL (12.65 £ 1.78), GBCL (12.65 £ 2.32) e GB (21.49 + 4.74),
GBC (21.77 £ 2.83), GBL (29.29 + 2.93) e GBCL (31.38 + 2.89); valores dos periodos de 14 e
42 dias, respectivamente. (Tabela 8, Figura 12).

Tabela 8 - Formacao de Novo Osso

GB GBC GBL GBCL
l4dias 542+112 A 5.00+094 A 1265+ 1.78 A 1265+ 232 A
42 dias 21.49+4.74B 21.77+2.83B 20.29+2.93B 31.38+2.89B

Percentual de formacdo de novo 0sso (Média + Desvio Padrdo) nos periodos de 14 e 42 dias,
nos grupos GB (Biomaterial), GBC (Biomaterial + Cevap), GBL (Biomaterial +
fotobiomodulacdo a Laser) e GBCL (Biomaterial + Cevap + fotobiomodulagéo a Laser). Letras
maiusculas diferentes indicam diferenca estatistica (ANOVA, pos teste de Tukey a 5% de
probabilidade).
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Figura 12 - Percentual de formacao de novo 0sso (Média + Desvio Padrdo) nos periodos de 14
e 42 dias, nos grupos GB (Biomaterial), GBC (Biomaterial + Cevap), GBL (Biomaterial +
fotobiomodulacdo a Laser) e GBCL (Biomaterial + Cevap + fotobiomodulagéo a Laser). Letras
mailsculas diferentes indicam diferenca estatistica (ANOVA, pds teste de Tukey a 5% de
probabilidade).

Em referéncia ao percentual de Biomaterial, comparando-se os dois periodos, ndo foi
observado diferenca estatistica no grupo GBC (36.83 + 3.87) (Tabela 9, Figura 13).

Tabela 9 - Biomaterial

GB GBC GBL GBCL
14 dias 41.66+6.02 A  4052+6.11 A 38.88+239 A 429716 A
42 dias 3448+6.07 B 36.83+3.87 A 35.24+155 B 36.57+3.7 B

Percentual do biomaterial (Média + Desvio Padrdo) nos periodos de 14 e 42 dias, nos grupos

GB (Biomaterial), GBC (Biomaterial + Cevap), GBL (Biomaterial + fotobiomodulagédo a
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Laser) e GBCL (Biomaterial + Cevap + fotobiomodulacdo a Laser). Letras maiusculas

diferentes indicam diferenca estatistica (ANOVA, pos teste de Tukey a 5% de probabilidade).

Biomaterial (%)

GB GBC GBL GBCL
m 14 dias m42 dias

Figura 13 - Percentual de Biomaterial (Média + Desvio Padrdo) nos periodos de 14 e 42 dias,
nos grupos GB (Biomaterial), GBC (Biomaterial + Cevap), GBL (Biomaterial +
fotobiomodulacdo a Laser) e GBCL (Biomaterial + Cevap + fotobiomodulagéo a Laser). Letras
mailsculas diferentes indicam diferenca estatistica (ANOVA, pds teste de Tukey a 5% de
probabilidade).

Em relacdo ao percentual de tecido conjuntivo, comparando os dois periodos de
experimentacdo, encontrou-se diferenca estatistica entre todos os grupos GB (52.68 + 5.57),
GBC (54.33 £6.38), GBL (48.47 £ 4.06), GBCL (44.38 +1.97) e GB (43.9+5.7), GBC (41.39
+ 5.72), GBL (35.47 = 3.07) e GBCL (32.05 + 5.45); valores dos periodos de 14 e 42 dias,

respectivamente. (Tabela 10, Figura 14).
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Tabela 10 -Tecido Conjuntivo

GB GBC GBL GBCL
14 dias 52.68 £5.57 A 54.33+6.38 A 4847 +406 A 4438+1.97 A
42 dias 439 +57 B 41.39+5.72 B 3547+3.07B  32.05+545B

Percentual de tecido conjuntivo (Média = Desvio Padréo) nos periodos de 14 e 42 dias, nos
grupos GB (Biomaterial), GBC (Biomaterial + Cevap), GBL (Biomaterial + fotobiomodulacéo
a Laser) e GBCL (Biomaterial + Cevap + fotobiomodulagcdo a Laser). Letras maiusculas
diferentes indicam diferenca estatistica (ANOVA, pos teste de Tukey a 5% de probabilidade).

Tecido conjuntivo (%)

GB GBC GBL GBCL
m 14 dias m42 dias

Figura 14 - Percentual de tecido conjuntivo (Média + Desvio Padréo) nos periodos de 14 e 42
dias, nos grupos GB (Biomaterial), GBC (Biomaterial + Cevap), GBL (Biomaterial +
fotobiomodulagéo a Laser) e GBCL (Biomaterial + Cevap + fotobiomodulagéo a Laser). Letras
maiusculas diferentes indicam diferencga estatistica (ANOVA, pos teste de Tukey a 5% de
probabilidade).
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5. DISCUSSAO

A Bioengenharia atualmente investiga diversos métodos de tratamentos disponiveis
envolvidos no processo de reparo 6sseo, como a ceramica utilizada neste trabalho, bem como
a associacdo com terapias coadjuvantes, dentre elas, o biopolimero de fibrina e a
fotobiomodulagdo a laser, visando a regeneracao do tecido com caracteristicas morfofuncionais
nativas e, consequentemente, um progresso tecnoldgico das pesquisas pré-clinicas nas cirurgias
reconstrutivas (FERNANDEZ DE GRADO et al., 2018). Os resultados obtidos apontaram
efeitos positivos frente a combinacdo dos métodos de tratamento no processo de regeneracao
Ossea.

A preferéncia dos ratos machos foi devido a influéncia que exercem os hormdnios sexuais
no tecido dsseo. Apesar da participacdo do androgénio, estrogénio e seus respectivos receptores
no crescimento e manutencédo dssea, tem sido atribuida uma acéo inibidora no peridsteo do 0sso
em formacdo relacionada ao estrogénio nas mulheres (VENKEN et al., 2008; OURY, 2012).

O tamanho da amostra € baseado na literatura cientifica, na qual o nimero de animais é
compativel com a necessidade de resultados confidveis do ponto de vista de significancia
estatistica, como também em questbes bioéticas (PINHEIRO et al., 2003), respeitando o
principio dos 3R’s Principios de Russell-Burch (1959), reducdo, substituicao e refinamento no
uso de animais para experimentacao.

Em sintese, nessa discussdo, apresentaremos 0s principais resultados observados nas
analises realizadas, ressaltando os dados importantes, bem como as limitacdes e perspectivas
de novos projetos.

Partindo da analise qualitativa por meio das imagens microtomogréaficas bidimensionais,
transaxiais e coronais (micro-CT), todos 0s grupos experimentais, aos 14 dias de
experimentacdo, demonstraram uma neoformacdo 0ssea centripeta, com entrelagamento das

trabéculas 6sseas com o biomaterial, confirmando sua porosidade que facilita a proliferacéo
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celular,bem como sua radiopacidade. Quando comparado aos 42 dias, verificou-se um aumento
do crescimento dsseo nos grupos GBL e GBCL, também nas bordas do defeito. Esses dados
concordam com demais pesquisas que utilizaram metodologia semelhante (MARQUES et al.,
2015; POMINI et al., 2019) onde foi observado, também aos 42 dias, um tecido Gsseo
neoformado com melhor organizacdo, nos grupos bioestimulados.

Visando aprofundar as analises para confrontamento com os dados coletados na literatura,
foram realizadas também as analises histomorfologica e histomorfométrica do percentual de
formagao de novo tecido 6sseo, de biomaterial e também de tecido conjuntivo.

Histomorfologicamente, no periodo de 14 dias, nas pegas coradas com hematoxilina
eosina (HE) e/ou Tricromico de Masson, notou-se em todos 0S grupos experimentais
particularidades como formacdo Ossea imatura a partir das bordas do defeito, com uma
combinacdo aleatoria de particulas do biomaterial com delgadas fibras colagenas. O grupo
GBCL demonstrou destaque quanto a presenca de brotos vasculares, fato que pode ser atribuido
aos efeitos da fotobiomodulacdo a laser sobre a microcirculagdo encontrados em pesquisas
prévias associadas ao biopolimero de fibrina que estimula o crescimento de fatores
angiogénicos (ABD-ELAAL et al., 2015; DE OLIVEIRA GONCALVES et al., 2016;
FELDMAN; OSBORNE, 2018).

Ja no periodo de 42 dias, ficou evidente na evolucdo do processo de reparo 6sseo, um
progresso do novo tecido 6sseo junto as bordas do defeito, com células inflamatorias espalhadas
em tecido densamente fibroso. O grupo GBCL exibiu um grau de maturacdo Gssea mais
desenvolvido, com as particulas do biomaterial circundadas por fibras colagenas organizadas e
definidas, estando esses resultados condizentes com outros estudos prévios (RIDER et al., 2018;
DE OLIVEIRA ROSSO et al., 2020), demonstrando a biocompatibilidade do biocomplexo
biomaterial e biopolimero, associado aos efeitos bioquimicos, bioelétricos e bioestimulatorios
da terapia por fotobiomodulacdo a laser, acelerando também o processo de reparo 0sseo
(BUCHAIM et al., 2016; GERBI et al., 2018).
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Em referéncia a analise histomorfométrica, em que foi considerado o percentual de
formacdo de novo 0sso, biomaterial e tecido conjuntivo em ambos os periodos de
experimentacao 14 e 42 dias, foi observado no percentual de novo osso diferenca significante
entre 0s grupos GB (5.42 +1.12) e GBC (5.00 +0.94) em relacdo a GBL (12.65 +1.78) e
GBCL (12.65 +2.32) no periodo de 14 dias, confirmando que dentro do processo de
regeneracdo 0ssea, a busca por alternativas coadjuvantes ndo invasivas tem sido incessante,
como ja exposto anteriormente e o uso da fotobiomodulacdo a laser, de acordo com pesquisas
preexistentes (DE FREITAS; HAMBLIN, 2016; JONASSON et al., 2017), afirmam que as
células quando bioestimuladas regulam citocinas inflamatérias, permitindo que o tecido 6sseo
recomponha sua homeostase, restabelecendo sua forma e funcéo.

A respeito do percentual do biomaterial, ndo houve diferenca estatistica entre todos os
grupos experimentais: GB (41.66 +6.02), GBC (40.52 +6.11) ,GBL (38.88 +2.39) e GBCL
(42.97 £1.6) aos 14 dias de experimento, demonstrando e consentindo com a literatura que a
terapia por fotobiomodulacdo a laser ndo apresenta interferéncia na reabsorcdo do biomaterial,
devido as suas propriedades fisiologicas, constatando que, apds a sua implantacdo, ocorre
aglomeracdo de células osteoclasticas e macréfagos ao redor das particulas, com intensa sintese
de éacidos na tentativa de degrada-las e devido ao pH &cido ambiente, ocorre a quebra da
hidroxiapatita proveniente da matriz éssea bovina, liberando ions célcio (GUARNIERI et al.,
2018).

Ainda no periodo de 14 dias, quando se compara o percentual de tecido conjuntivo,
encontrou-se diferenca estatistica entre os grupos GBC (54.33 +6.38) e GBCL (44.38 +1.97),
comprovando e pactuando com estudos prévios que a combinacao entre os sistemas de armacao
multifuncional promovidos pelo biopolimero de fibrina (CUNHA et al., 2015; MACHADO et
al.,, 2015) juntamente com o biomaterial que apresenta macroporosidades facilitando a
proliferacdo celular, e a terapia por fotobiomodulacdo, promoveram uma diminuicdo do

percentual de tecido conjuntivo e, consequentemente maior percentual de formagéo de novo
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0SS0, com organizacao das fibras colagenas, acelerando o processo de deposicdo da matriz 6ssea
(POMINI et al., 2019).

Entretanto, aos 42 dias de experimento, considerando 0s mesmos parametros, percentual
de formacéo de novo osso, biomaterial e tecido conjuntivo, verificou-se que houve diferenga
estatistica, no percentual de novo 0sso, entre os grupos GB (21.49 +4.74)e GBC (21.77 +2.83)
em relacdo a GBL (29.29 +2.93) e GBCL (31.38 +2.89), fato que comprova que os efeitos da
fotobiomodulacdo a laser viabilizaram em maior velocidade a deposicdo de matriz dssea
mineralizada no defeito, certificando com pesquisas prévias que os lasers infravermelhos (DE
OLIVEIRA GONCALVES et al., 2016; DE MIRANDA et al., 2019), devido a profundidade
de penetracdo nos tecidos, aumentam a atividade osteoblastica, estimulando a deposicéo de
calcio e fosforo. Além disso, os estudos indicam que a bioestimulacdo deve ocorrer com
densidades de energia entre 0.05 e 10 J/cm?, sendo que a densidade de energia utilizada na
presente pesquisa foi 6,20)/cm? , dentro da janela terapéutica e ja testada anteriormente,
enquanto que doses acima de 10 J/cm? possuem efeitos bioinibitérios (KHARKWAL et al.,
2011; ALGHAMDI; KUMAR; MOUSSA, 2012).

Assim como no periodo de 14 dias de experimentacdo, em relacdo ao percentual de
biomaterial, porém aos 42 dias, também ndo houve diferenca estatistica entre todos 0s grupos
experimentais: GB (34.48 +6.07), GBC (36.83 +3.87), GBL (35.24 +1.55) e GBCL (36.57 +
3.7). Ja em relacdo ao percentual de tecido conjuntivo, no mesmo periodo de 42 dias de
experimentacdo, foi observado diferenca estatistica entre o grupo GBCL (32.05 +5.45) e 0s
grupos GB (43.9 +5.7) e GBC (41.39 + 5.72), sustentando e em conformidade com dados
pregressos a atuagdo positiva da bioestimulagdo nas reacGes quimicas e sintese do colageno,
em associacao as propriedades bioativas do biomaterial e ao sistema de armac&o bioldgica do
biopolimero de fibrina (IATECOLA et al., 2013; POMINI et al., 2019).

Quando comparados 0s grupos experimentais nos dois periodos de analise (14x42 dias),

com relacdo ao percentual do biomaterial, ndo foi constatada diferenca estatistica, ocorrendo

Associacao de Ensino de Marilia Ltda.
]

Campus Universitario - Fone:(014) 2105-4000 - Fax: (014) 2105-8691 - CEP: 17.525-902 - Marilia - SP.



59

f'f -

Mnimar

UNIVERSIDADE DE MARILIA

pequena variacdo na densidade volumétrica das particulas da matriz éssea, fato ja discutido
anteriormente quando realizada a comparacao dos periodos experimentais (GUARNIERI et al.,
2018). No entanto, com relacdo ao percentual de formacéo de novo tecido 6sseo e percentual
de tecido conjuntivo, verificou-se diferenca estatistica entre todos 0s grupos experimentais,
como demonstrado nas tabelas (8 e 10), confirmando um maior percentual de formacéo de novo
0ss0 no periodo de 42 dias (DE OLIVEIRA ROSSO et al., 2020; GROSSI-OLIVEIRA et al.,
2020), pois aos 14 dias o processo de maturacao éssea estd em periodo inicial, porém ativo.
Aos 42 dias, esse processo de deposi¢do e maturagao da matriz dssea encontra-se mais evidente,
com microambiente organizado.

No campo da engenharia tecidual e da medicina regenerativa, as pesquisas experimentais
apresentam metodologias proprias e limitacdes quanto as suas necessidades para que possam
alcancar os melhores resultados. Neste estudo, podemos apontar como limitagbes a nao
realizacdo das andlises de imunohistoquimica, ferramenta que identifica componentes
especificos de um tecido. Para estudos prospectivos, permanecendo na area de regeneracao
Ossea, visto que defeitos 0sseos de grandes dimensdes sdo alvos de estudos desafiadores,
sugere-se a associacdo do biocomplexo formado pelo biomaterial e biopolimero de fibrina, com
terapias complementares inovadoras ndo invasivas como, por exemplo, as plantas medicinais
(BARBALHO et al., 2019), que tém sido objeto de estudo por apresentarem componentes

eficazes na promocdo da regeneracao dssea.
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6. CONCLUSAO

Em concluséo, este estudo demonstrou que a terapia por fotobiomodulagdo, por meio do
uso do laser de baixa poténcia, interferiu positivamente no processo de reparo de defeitos
0sseos preenchidos com o biocomplexo formado pelo biopolimero de fibrina + biomaterial
(QualyBone BCP), acelerando o restabelecimento da lesdo 6ssea, por meio de seus efeitos

bioguimicos e bioestimulatérios.
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CEUA — Comité de Etica em uso Animal

CERTIFICADO

CIAEP-01.0218.2014

Certificamos que o projeto intitulado “EFEITOS DA TERAPIA POR
FOTOBIOMODULACAO NO PROCESSO DE REPARO DE DEFEITOS OSSEOS
PREENCHIDOS POR HIDROXIAPATITA-FOSFATO TRICALCICO (QUALY
BONE BCP) ASSOCIADO AO BIOPOLIMERO DE FIBRINA” (Protocolo
011/2019) que envolve produgdo, manutengio e /ou utilizagdo de animais pertencentes ao
filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica
encontra-se de acordo com os preceitos da lei n° 11794, de 8 de outubro de 2008, do
Decreto no 6.899, de 15 de julho de 2009, ¢ com as normas editadas pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA), foi aprovado pelo COMITE
DE ETICA EM USO ANIMAL (CEUA) DA UNIVERSIDADE DE MARILIA.

Vigéncia do projeto Junho a dezembro de 2020
Espécie/linhagem Ratos Wistar

Numero de animais 56

Peso / Idade 250¢g

Sexo Machos

Marilia, 03 de junho 2019,

\\\/ '/ﬁ

Profa. Dra. Sandra Maria Barbalho
Vice Coordenadora do CEUA

Av. Higyno Muzzi Filho, 1001 - Campus Universitdrio - Marilia - SP CEP: 17.525-902
Fone (14) 2105-4087 — www unimar.com.br
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