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RESUMO

Procedimentos cirargicos, traumas e leses podem provocar lesdes ésseas de dificil
regeneracdo. A utilizacdo da fototerapia no pdés-operatério imediato e tardio é
interessante devido aos seus efeitos anti-inflamatérios, anti-algicos e a aceleracao
da reparacao tecidual em comprimentos de onda variando de 604 a 940nm. O
objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da LEDterapia a 904nm sob o reparo
0sseo e marcadores inflamatérios em ratos Wistar submetidos a confeccédo de
defeitos 0sseos em calvaria. Ratos Wistar machos foram submetidos a osteotomia
com brocas sob refrigeracdo para confeccdo de defeitos O0sseos de 3mm de
diametro em calvaria. Os animais foram tratados com 4 Jicm? de de irradiacéo
diaria, até o sétimo dia, em comprimento de onda de 940nm. Os animais foram
sacrificados aos 2 e 14 dias pds-operatorio para analise morfométrica das areas de
reparo 6sseo, infiltrado inflamatorio e reabsorcdo 0ssea. Os animais controle foram
submetidos aos mesmos procedimentos, mas sem aplicacdo da LEDterapia. Apoés 2
dias, os animais do grupo LED apresentaran reducdo do numero de células
inflamatorias em relacdo ao grupo controle. Aos 14 dias, houve uma reducdo das
areas de reabsorcdo Ossea nas paredes do defeito e o aumento da area de
ossificacdo primaria no grupo LED. Os resultados sugerem que a LEDterapia a
940nm reduz inflamacgédo pos-operatoria, acelera o processo de neoformacdo 6ssea

e reduz areas de reabsorcdo dssea.

Palavras-chave: Fototerapia. Lasers Semicondutores. Regeneracdo Ossea.

Inflamacé&o. Osteoblastos.
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ABSTRACT

Surgical procedures, trauma and injury can cause bone lesions and difficult bone
regeneration. The use of phototherapy immediately or during late periods after
surgery is interesting due to its anti-inflammatory and analgesic effects and its ability
to increase tissue repair at wavelengths ranging from 604 to 940nm. The objective of
this study was to evaluate the effects of the 904nm LED irradiation under bone
healing and inflammatory markers in bone defects made in rat calvaria . Male Wistar
rats was submitted to light irradiation 4 J/cm? energy daily applied, up to seventh day,
at 940nm wavelenght . The animals were sacrificed at 2 and 14 days postoperatively
for morphometric analysis of areas of bone repair, bone resorption and inflammatory
infiltrate . Control animals was sumitted to the same procedures , but with the
equipement turned off. After two days, LED group presented reduced number of
inflammatory cells compared to control one. Fourteen days after surgery, reduced
areas of bone resorption and incresed areas of primary ossification could be
observed in LED group.The results suggest that the LEDtherapyat 940nm reduced
postoperative inflammation, speed up the bone formation and reduced bone

resorption areas .

Key words: Phototherapy. Lasers, Semiconductor. Bone Regeneration.

Inflammation. Osteoblasts.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ATP — Adenosina trifosfato

RNA — Acido ribonucleico

DNA — Acido desoxirribonucleico

LED — Diodo emissor de luz

VEGF - Fator de crescimento endotelial vascular

RANKL - Ligante do receptor do fator nuclear kappa-8
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1. INTRODUCAO

1.1 REGENERAGAO, REPARO E CICATRIZAGCAO DE TECIDO OSSEO

O tecido 6sseo é um tecido mineralizado de natureza conjuntiva que se
dispde formando os 0ssos, estruturas rigidas e resistentes que formam o esqueleto
(KATCHBURIAN e ARANA, 1999). O tecido 6sseo é o principal constituinte do
esqueleto funcionando como suporte para as partes moles, protecdo de o6rgaos
vitais, como o0s contidos nas caixas craniana e toracica e no canal raquidiano. O
tecido aloja e protege a medula 6ssea, estrutura formadora das células do sangue.
O osso proporciona apoio aos musculos esqueléticos, transformando suas
contracdes em movimentos Uteis, e constitui um sistema de alavancas que amplia as
forcas geradas na contragdo muscular. Além dessas funcdes, 0s 0ssos funcionam
como deposito de calcio, fosfato e outros ions, armazenando e liberando-os de
maneira controlada, para manter constante a concentracado desses importantes ions
nos liquidos corporais (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2008).

O tecido 0sseo é um tipo especializado de tecido conjuntivo formado por
células e material extracelular calcificado, a matriz 6ssea (JUNQUEIRA e
CARNEIRO, 2008). Apesar do aspecto aparentemente inerte, 0S 0SS0S crescem, Sao
remodelados e se mantém ativos durante toda vida. Quando lesionados, como em
fraturas e cirurgias 6sseas, sdo capazes de reparacdo (JUNQUEIRA E CARNEIRO,
2008; KATCHBURIAN e ARANA, 1999; ROSS e PAWLINA, 2009). Os 0sso0s
fraturados séo capazes de sofrerem regeneracéo e consolidagao das fraturas devido
a presenca de células osteoprogenitoras do periosteo e do enddsteo (JUNQUEIRA e
CARNEIRO, 2008).

Apés a lesdo Ossea, inicialmente ocorre hemorragia por rompimento dos
vasos sanguineos e preenchimento da cavidade formada com coagulo sanguineo.
Em seguida, ocorre a destruicdo da matriz 6ssea circundante, com morte por
apoptose e/ou necrose das células Osseas. Nas etapas iniciais do processo de
regeneracao, o coagulo e os restos celulares e da matriz sdo removidos pela acao
de macréfagos. Apdés 48 horas, macréfagos removem ativamente o0s restos
celulares, coagulo e restos de matriz. O peridésteo e o enddsteo préximos a fratura
iniciam uma intensa proliferacdo formando um tecido rico em células

osteoprogenitoras. O pico de neovascularizagdo por acdo das células progenitoras



14

endoteliais ocorre aos 7 dias, apés a lesdo 6ssea (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2008;
MATSUMOTO et al., 2008). Por ser essencial a regeneracdo do tecido 0sseo, a
preservacdo do periésteo e do endosteo, é uma condicdo critica durante
procedimentos cirargicos (KANCZLER e OREFFO, 2008). Inicialmente, células
osteoprogenitoras expressam marcadores de diferenciacdo (fator de crescimento
endotelial vascular-VEGF e osteocalcina) e a molécula RANKL (ligante do receptor
do fator nuclear kappa-B) que induzem a diferenciagdo dos osteoclastos,
promovendo a remocdo da matriz 6ssea danificada e posteriormente participando da
remodelacdo Ossea (KHOSLA et al., 2008). Em ratos Wistar, apés 14 dias da
perfuracdo de defeitos 6sseos criticos na calota craniana podem ser observadas
espiculas Osseas na periferia dos defeitos ésseos. Apos 60 dias, a cavidade
apresenta-se preenchida com tecido 6sseo primario (SILVEIRA et al., 2008).

Nos locais de reparacdo do tecido O0sseo podem se formar areas de
cartilagem hialina, ossificacdo endocondral e intramembranosa. Apés algum tempo,
aparece um calo 0sseo que envolve as extremidades ésseas fraturadas, esse calo
0sseo une provisoriamente as extremidades Osseas fraturadas. O 0sso recém-
formado é do tipo primario e € substituido por 0sso secundario sob a estimulacao de
forcas mecanicas aplicadas sobre o tecido quando o érgéo retorna as suas fungdes
(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2008; MORGAN et al., 2008).

A regeneracdo da éarea lesionada pode ndo ser completa, ocorrendo
diminuicdo do volume ésseo local e a formacéo de cicatriz fibrosa (SILVEIRA et al.,
2008). As perdas de volume ésseo resultantes da extracao dentéria, fraturas 6sseas,
lesbes osteoliticas e doenca periodontal sdo particularmente importantes para
odontologia, impedindo, em muitos casos, a reabilitacdo bucal. Em outras areas da
medicina humana e veterinaria, o reparo sem perda de volume ésseo ou a
regeneracao do tecido 6sseo é um desafio e tem impulsionado muitas pesquisas na
area de bioengenharia (CANCEDDA et al., 2007; JONES et al., 2006).

3.2 APLICACAO DE FOTOTERAPIA PARA REGENERACAO DO TECIDO OSSEO

A fototerapia é uma modalidade terapéutica que emprega fontes de luz com
lasers (Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation) e diodos emissores

de luz (Light-emitting diode - LED). A irradiagdo com lasers e LEDs apresentam
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efeitos biomoduladores semelhantes, no entanto, fontes de irradiagdo empregando
LEDs sdo de custo mais baixo, oferecem mais seguranca ao operador, irradiam
areas mais amplas que o laser e podem ser combinados em comprimentos de ondas
diferentes num mesmo dispositivo, além de ndo geram calor (KARU, 1987).

Dispositivos terapéuticos com LED demonstram atividade anti-inflamatéria e
promovem a estimulacdo de regeneracdo e reparo tecidual, em comprimentos de
onda variando de 604 a 940nm (KARU, 1987; WHELAN et al., 2003). A emisséo de
luz nos tecidos promove fotoestimulagéo, que induz ao aumento da proliferacéo de
células (KARU, 1987), de producdo de fibroblastos e da sintese de colagenos
(TAKAHASHI et al., 1992; VINCK et al., 2003), aumento da expressado de RNA e
transcricdo do DNA (KARU, 1987; KOLYAKOQOV, 2005), aumento da sintese de
adenosina trifosfato (ATP) (YU et al., 1997), aumento da vascularizacdo (CONLAN;
RAPLEY; COBB, 1996), aumento da velocidade de conducéo nervosa (VINCK et al.,
2005) e aumento da expressao de fatores de crescimento (WHELAN et al., 2003),
contribuindo para a aceleracao do reparo tecidual (SIQUEIRA, et al., 2009).

A fototerapia utilizando lasers com comprimento de onda de 600 a 830 nm
promove efeitos pro-regenerativos sobre o tecido 6sseo in vivo e in vitro (BARBOS
PINHEIRO et al.,, 2003; PIRES OLIVEIRA et al., 2008; POPPI et al.,, 2011). A
fototerapia induz a diferenciacdo e proliferacdo de osteoblastos (BOUVET-
GERBETTAZ et al.,, 2009; PIRES OLIVEIRA et al., 2008), acelera a deposicao e
remodelamento da matriz 6sseo (BARBOS PINHEIRO et al., 2003; HABIB et al.,
2010; POPPI et al., 2011), aumenta a expressao de proteinas morfogenéticas do
0SS0 e genes associados a calcificacdo da matriz (FUJIMOTO et al.,, 2010;
KIYOSAKI et al., 2010) e aumenta a resisténcia da matriz 6ssea a forcas mecanicas
devido ao maior teor de calcio (ANGELETTI et al., 2010). Apesar da aplicacdo da
fototerapia empregando lasers ter demonstrado efeitos benéficos sobre o processo
de reparo 6sseo, a aplicacdo de fontes de irradiacdo com LEDs ainda nao teve sua

eficacia comprovada.
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2 JUSTIFICATIVA

Procedimentos cirdrgicos, nos quais ocorrem traumas e lesfes 6sseas, na
Odontologia ou em outras areas médicas, sao frequentemente executados.

A utilizacdo da fototerapia no pds-operatorio imediato e tardio € interessante
devido aos seus efeitos terapéuticos, como a acdo anti-inflamatéria, reducdo do
guadro algico e aceleracao da reparacao tecidual.

Alguns fatores justificam a utilizacdo do dispositivo terapéutico com LED
(Diodo Emissor de Luz) no presente trabalho. Entre eles estdo: o custo
extremamente baixo do aparelho, fabricado no Laboratério de Fisica da
Universidade de Londrina, comparado com outros aparelhos encontrados no
mercado e comparado a outros tratamentos terapéuticos para este fim, como o

Laser.
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3 OBJETIVOS

O objetivo deste estudo € avaliar a sequéncia de eventos celulares e
inflamatdrios durante a regeneracdo 6ssea com a aplicacdo da LEDterapia a 940nm.
Foi pretendido avaliar e comparar o reparo de defeitos 6sseos de tamanho critico na
calvaria de ratos provocados por instrumento rotatério convencional, o nimero de
osteoclastos diferenciados no processo de regeneracao e o padrao de regeneragao
tecidual nos grupos que foram e que nao foram submetidos a aplicacdo de

LEDterapia no p6s-operatério.
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4 METODOLOGIA

4.1 ANIMAIS E PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

Ratos Wistar machos, peso aproximado de 250 a 300g, fornecidos pelo
Biotério Central da Universidade Estadual de Londrina, foram alojados em gaiolas
coletivas sob condi¢cdes adequadas de luz e temperatura. Os animais receberam
racdo e agua potavel a vontade.

Os animais foram divididos em 3 grupos de 10 animais:

a) Grupo controle (GC): submetidos a procedimento de abertura e
exposicdo do tecido 0sseo da calvaria, sem a realizacdo de defeitos
0Sseos.

b) Grupo controle cirurgia (CC):submetidos a osteotomia na calvaria com
instrumento rotatério em baixa rotacéo e refrigeracao.

¢) Grupo LED (LED): submetidos a osteotomia na calvaria e a LEDterapia

durante 7 dias.

4.2 CONFECCAO DE DEFEITOS OSSEOS

Os animais foram sedados com éter dietilico e anestesiados com quetamina
(50mg/kg) e Xilazina (10mg/kg). Nos animais do grupo CC e LED, a superficie da
calota craniana foi exposta e apos afastamento do peridsteo foi realizado o defeito
0sseo com a broca Trefina 3.3 mm NEODENT® (3,3mm de diametro) em baixa
rotacdo, sob refrigeracdo com irrigacdo de soro fisioldégico. Estes defeitos sao
considerados de tamanho critico, nestes animais (SILVEIRA et al.,, 2008). Os
defeitos foram preenchidos com coagulo e o tecido mole foi suturado.

Imediatamente apdés a intervencdo cirlrgica, os animais foram medicados
com dose Unica de antibidtico (penicilina 1000UI/kg) e analgésico dipirona sodica
(50mg/Kg), por via subcutanea. O procedimento de eutanasia ocorreu em grupos de
10 animais, aos 2 e 14 dias apds a cirurgia de acordo com SILVEIRA et al.2008.
Para a eutanasia, os animais formam submetidos a overdose de solucéo anestésica

descrita anteriormente.
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4.3 APLICAC}AO DA LEDTERAPIA
Com a intengdo de estimular o tecido, foi utilizado um aparelho protétipo de

confeccionado com LED, desenvolvido no Laboratério de Fisica, da Universidade

Estadual de Londrina (Figura 1).

Figura 1. Aparelho de LEDterapia a 940nm.

A fototerapia foi aplicada com a fonte emissora de luz posicionada
perpendicularmente sobre a superficie da calota craniana, a uma distancia de 1 cm.
A é&rea irradiada foi de 1cm?, com intensidade de 4J/cm?, densidade de 9,5 mW/cm?,
durante 4 minutos. O comprimento de onda utilizado foi de 940nm com abertura de
banca de 40nm.

A fototerapia foi iniciada imediatamente apds a cirurgia e repetida, sob
sedacédo com éter etilico, até o segundo dia nos animais submetidos a eutanasia no
segundo dia pods-operatério. Os animais sacrificados no décimo quarto dia

receberam tratamento até o sétimo dia de experimento .

4.4 PROCEDIMENTOS HISTOPATOLOGICOS

4.4.1 Fixacao e Incluséao

Apés a remocao, as pecas foram fixadas em solucéo fixadora Bouin aquosa,

por 24 horas. Apos fixacdo, as pecas 6sseas foram descalcificadas em solucéo de
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do é&cido formico, por dois dias. As pecas foram desidratadas em alcool etilico,

diafanizadas em xilol e incluidas em parafina.

4.4.2. Coloragcdo com Hematoxilina Harris, Eosina de Lison e Tricromico de Mallory

Laminas de microscopia com secc¢des de 10um de tecido foram hidratadas,
coradas com hematoxilina e eosina ou tricrdmico de Mallory, desidratadas em alcool
etilico e xilol e montadas com laminulas e balsamo do Canada. Os cortes foram

analisados em microscopio Optico.

4.5 ANALISES MICROSCOPICAS E MORFOMETRICAS

Imagens digitalizadas das laminas histolégicas foram capturadas a 40 e 100X
de aumento, em sistema de captura de imagens MOTICAM 2.0® (Motic Co.,
Xiamen, China). Foram contados o numero de células inflamatérias por area de
coagulo, a area de osso primario neoformado e a area de reabsorcdo O0ssea, nos

diferentes periodos de observacéao.

4.6 ANALISES ESTATISTICAS

O numero de animais por grupo foi determinado com base no numero de
avaliacdes necessarias para que fosse possivel observar diferencas significante no
numero médio de células inflamatorias e espiculas 6sseas em formacao aos 7 dias,
nas laminas histolégicas (Silveira, Machado et al., 2008), considerando P<0.05,
calculado utilizando-se teste estatistico para calculo do tamanho da amostra com
poder estatistico >0.8 e considerando um erro do tipo alfa da ordem de 5%
(ARANGO, 2009).

As variaveis quantitativas foram expressas em média (desvio padrao), quando
o teste de Kolmogorov-Smirnov indicou uma distribuicdo normal dos dados, ou por
mediana (quartis) para dados sem distribuicdo normal.. Sera considerada diferenca

entre valores significante quando P<0.05.
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5 RESULTADOS

5.1 48 HORAS POS-OPERATORIO

Nenhuma alteracdo da estrutura 6sseo foi observada no grupo ndo submetido a
osteotomia, apos 2 dias e 14 dias da exposicao da calvéria.

Apos 48 horas, os animais do grupo LED apresentaram menor nimero
de células inflamatérias em areas préximas as paredes do defeito 6sseo (29.4 + 2.4
células/ 100 um?) em relagéo ao grupo controle cirurgia (CC) (83.7 + 5.3 células/ 100
um? , P<0.0001, teste de Mann Whitney) (Figura 2).

N° de células inflamatorias
150-
N
E].OO'
3
o
o
—
= 50-
L |
0 T T
CcC LED
Grupos

Figura 2. Numero de células inflamatérias nos defeitos 6sseos dos grupos controle cirurgia (CC) e
LEDterapia (LED) ap6s 2 dias p6s-operatério. Os animais do grupo LED apresentaram menor nimero
de células inflamatérias em &reas préximas as paredes do defeito em relacdo ao grupo CC (p
<0.0001). Teste de Mann Whitney.

5.2 14 DIAS POS-OPERATORIO

De acordo com a analise morfométrica, os grupos CC e LED
apresentaram areas de reabsorcdo 0ssea. O grupo CC apresentou extensas areas
de reabsorcéo 6ssea em todos os ratos, com area minima de 24.304 um? e maxima
de 65.268 pm?. Em relac&o aos animais do grupo LED, dois deles ndo apresentaram

nenhuma é&rea de reabsorcdo e os demais apresentaram areas de reabsorcao
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reduzidas comparadas ao grupo CC, chegando ao maximo de 7.851 pm? (Figuras 3
e 4).

Area de reabsorcéo
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60000+ I
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£ 400004
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Figura 3. Area de reabsorcéo na parede dos defeitos 6sseos dos grupos controle cirurgia (CC) e
LEDterapia (LED) ap6s 14 dias p6s-operatdrio. Os animais do grupo LED apresentaram menores

areas de reabsorcao 6ssea em relagéo ao grupo CC (p <0.05). Teste de Mann Whitney.

Apoés 14 dias, os defeitos 6sseos do grupo LED estavam preenchidos
com extensas areas de ossificacdo primaria, ocupando 22,8 a 60,6% da area total
do defeito. Os animais do grupo controle apresentaram espiculas 6ésseas em
formacédo apenas nas paredes do defeito, ocupando de 1,1 a 12,7 % da area total do
defeito (Figuras 4, 5 e 6).
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Figura 4. Padréo de reparo dsseo préximo ao osso secundario apds 14 dias pos-operatério. a O
grupo controle cirurgia (CC) apresenta areas de reabsorcéo 6ssea (R) e o defeito cirargico preenchido
com tecido fibroso e colageno (C) e pouco tecido 6sseo primario (*). b O grupo LED apresenta
extensa area do defeito preenchido com tecido dsseo primario (*) indicando um melhor padrao

regenerativo comparado ao CC. Coloragdo em Tricrdmio de Malory. Aumento em 5X.
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Figura 5. Padrdo de reparo 6sseo no meio do defeito cirargico apds 14 dias pés-operatério. a O
grupo controle cirurgia (CC) apresenta abundante tecido fibroso rico em coldgeno (R) na area central
do defeito 6sseo. b O grupo LED (LED) apresenta a base do defeito preenchido com tecido 6sseo
primario (*) indicando um melhor padréo regenerativo comparado ao CC. Coloragdo em Tricromio de

Malory. Aumento em 5X.
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Figura 6. Area de ossificacdo primaria dos grupos controle cirurgia (CC) e LEDterapia (LED). Os

animais do grupo LED apresentaram maiores areas de ossificacdo dos defeitos dsseos preenchidos

com tecido 6sseo primario apds 14 dias em relacédo ao grupo CC (p <0.05). Teste de Mann Whitney.
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DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo demonstram que a fototerapia
empregando diodos emissores de luz no espectro de onda infra-vermelho (940 nm),
diminui o processo inflamatério agudo, inibe ou diminui a reabsorcao 6ssea pés-
operatéria e acelera a osteogénese. Os preceitos em relacdo as atividades celulares
sugerem que a radiacdo eletromagnética na regido do infravermelho €
provavelmente absorvida na cadeia respiratoria mitocondrial, resultando em aumento
do metabolismo celular. Este aumento da atividade celular pode ter levado ao
aumento da transducdo de sinais a outras partes da célula, incluindo as membranas
celulares, que resultam em estimulos do reparo tecidual. Estes dados podem
apontar para uma atividade celular aumentada em osteoblastos irradiados em
virtude do aumento na producédo de ATP (KARU, PYATIBRAT, KALENDO, 1988),
proporcionando um aumento da atividade mitotica (SILVA, 1998), além do aumento
da sintese proteica (PASSARELA, et al., 1988; GRECO et al., 1989). Sugere-se que
o efeito fotobiomodulador foi devido também ao aumento dos niveis de fatores de
crescimento, como o fator de crescimento de fibroblasto, também encontrado em
cicatrizacao do tecido 0sseo, que atua em células diferenciadas, aumentando a taxa
de proliferacdo e maturacdo celular e estimulando a secrecdo de matriz 0ssea
(GRECO, et al., 1989), associada a provavel capacidade de secrecao de ions calcio
e fosfato por osteoblastos maduros do grupo irradiado com LED.

Neste estudo, foi observado que o grupo submetido a LEDterapia a
940nm reduziu significativamente o nimero de células inflamatérias em relacédo ao
grupo controle. Estudos sobre a inflamacéo tecidual demonstraram que a LEDterapia
reduz os niveis de interleucina-1, fator de necrose tumoral-a e recrutamento de
células inflamatérias (FONSECA et al., 2012; PIRES, et al., 2011; SERAFIM et al.,
2011). Considerados conjuntamente, estes estudos sugerem que a terapia com LED
pode ser um método Util para a reducado da inflamacgéo apos injurias no tecido 6sseo.

De acordo com SILVEIRA et al., 2008, em ratos Wistar, apés 14 dias
da perfuracdo de defeitos 6sseos criticos na calota craniana podem ser observadas
espiculas 6sseas na periferia dos defeitos 6sseos. No presente estudo encontramos
0 mesmo aspecto histolégico no grupo controle, que apresentaram espiculas 6sseas
em formacdo apenas nas paredes do defeito, sendo que nos animais submetidos a

LEDterapia os defeitos 6sseos estavam preenchidos com tecido 6sseo (alcangcando
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até 60,6% do defeito), o que sugere que o processo de ossificagdo pode ser
completado precocemente, no entanto, s&o mecessarios estudos para analise de
periodos mais longos.

Sendo a terapia com LED de custo inferior a terapia com laser, estes
dados podem contribuir para o desenvolvimento de novas pesquisas nesta area,

além de nortear protocolos clinicos.
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CONCLUSAO

Com base nos parametros empregados e nos resultados obtidos, 0s
resultados sugerem que a terapia com diodos emissores de luz (940nm) pode
atenuar o processo inflamatério pés osteotomia e acelerar o processo de reparo

6sseo.
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