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Resumo
A laserterapia de baixa poténcia € uma radiagcdo nao ionizante

altamente concentrada que tem sido usada para fins terapéuticos. O presente
estudo avaliou o efeito da laserterapia de baixa poténcia no reparo 6sseo de
ratos diabéticos. Cinco animais foram submetidos a inducdo de diabetes
mellitus tipo 1DMT1 e outros cinco animais permaneceram saudaveis. Apos 4
semanas, foram criados defeitos 6sseos nos fémures de todos os animais. Os
fémures esquerdos receberam laserterapia e os fémures direito ndo receberam
tratamento. Sete dias apdés a cirurgia, os animais foram sacrificados, os
fémures foram removidos e divididos em 4 grupos (n = 5), como segue:
Saudavel (fémur direito-animais saudaveis); Saudavel + Laser (fémur
esquerdo-animais saudaveis submetidos a laserterapia); Diabético (fémur
direito-animais diabéticos); Diabético + Laser (fémur esquerdo-animais
diabéticos submetidos a laserterapia). Os fémures foram analisados por micro
tomografia computadorizada (micro-CT) e por analise histolégica qualitativa.
Nas analises por micro-CT, os grupos diabéticos apresentaram menores
valores de BV/TV, Tb.Th, Tb.N, Conn.Dn do que animais saudaveis (p <0,05).
No entanto, houve aumento dos valores de BS/BV, Tb.Sp e SMI nos grupos
diabéticos em comparagao aos saudaveis (p <0,05). O grupo Diabético + Laser
mostrou aumento de Tb.Sp e reducédo de Conn.Dn comparado ao grupo
Diabético (p <0,05). Na analise histoldgica, todos os grupos apresentaram
tecido dsseo primario na area de defeito. O grupo saudavel apresentou mais
coagulo residual e tecido de granulagdo comparado ao Saudavel + Laser. Nos
grupos saudaveis, o tecido 6sseo neoformado apresentou trabéculas mais
espessas em relagcdo aos grupos diabéticos. No grupo diabético, observou-se
grandes areas de coagulo e tecido de granulagdo, bem como poucas
trabéculas em relagdo aos demais grupos. No grupo Saudavel + Laser, houve
menos extensédo de coagulo e quantidade de tecido de granulagdo comparado
ao Diabético. O reparo 6sseo do Diabético + Laser foi aparentemente
semelhante ao grupo Saudavel. Os resultados mostraram que o diabetes
diminuiu o processo de reparo 0sseo e a laserterapia de baixa poténcia foi um

tratamento importante para minimizar o processo inflamatério em todos os



grupos. E, apesar de nao alterar o volume 6sseo a LTBP interferiu na
morfologia estrutural do tecido ésseo neoformado nos grupos saudavel e

diabético.

Palavras chave: Diabetes mellitus, Laser, Reparo ésseo, Microtomografia

computadorizada.



Abstract
Low-level laser therapy is a highly concentrated non-ionizing

radiation that has been used for therapeutic purposes. The present study
evaluated the effect of low-level laser therapy on the bone repair of diabetic
rats. Five animals were subject to type 1 diabetes mellitus T1DM induction and
the other five animals remained healthy. After 4 weeks, it was created bone
defects in the femurs. Left femurs received laser therapy and the right femur
received no treatment. Seven days after surgery, animals were euthanized, the
femurs were removed and divided into 4 groups (n=5), as follows: Healthy (right
femur); Healthy+Laser (left femur subject to Laser therapy); Diabetic (right
femur); DiabetictLaser (left femur subject to Laser therapy). The femur was
analyzed by micro-computerized tomography and by qualitative histological
analysis. In the Micro-CT analyses, diabetic groups showed lower values of
BV/TV, Tb.Th, Tb.N, and Conn.Dn than non-diabetic animals (p<0.05).
However, there was increase BS/BV, Tb.Sp and SMI values in diabetic groups
compared to non-diabetic groups (p<0.05). The DiabetictLaser showed
increase Tb.Sp and decrease Conn.Dn compared to Diabetic group (p<0.05). In
histological analyses, all groups showed primary bone tissue in defect area.
Healthy group presented more residual clot and granulation tissue compared to
the Healthy+Laser. In the healthy groups, the neoformation bone tissue
presented thicker trabeculae in relation to the diabetic groups. In Diabetic
group, large areas of clot and granulation tissue were observed, as well as few
trabeculae in relation to the other groups. In the Healthy+Laser group, there
was less clot extension and amount of granulation tissue compared to Diabetic.
The bone repair of Diabetic+Laser was apparently similar to Healthy group. The
results showed that diabetes slowed the bone repair process and low power
laser therapy was an important treatment to minimize the inflammatory process
in all groups. And although it did not alter the bone volume, LTBP interfered in
the structural morphology of the newly formed bone tissue in the healthy and

diabetic groups.

Key words: Diabetes mellitus, Laser, Bone repair, Computerized

microtomography.



1. Introducao

Diabetes mellitus (DM) é uma doenga metabdlica que afeta mais de
415 milhdes de individuos com expectativa que este numero dobre em 2040,
sendo uma preocupacado de saude publica. DM é definido como um grupo
heterogéneo de disturbios metabdlicos, caracterizados por hiperglicemia,
resultado de defeitos na secregcédo de insulina [DM tipo 1 (DMT1)], agdo da
insulina [DM tipo 2 (DMT2)] ou ambos ', incluindo alteragées no metabolismo

de carboidratos, gorduras e proteinas 2.

A patogénese do Diabetes Mellitus do tipo 1 (DMT1) envolve a
destruicdo autoimune das células B produtoras de insulina do pancreas,
normalmente, levando a deficiéncia absoluta de insulina. Geralmente, ocorre
como consequéncia de uma quebra na regulagdo imune, resultando em uma
expanséao das células T auto-reativas CD41 e CD81 e linfécitos B e ativagado do
sistema imune inato, que colabora para destruir células beta produtoras de
insulina 3. A falta de insulina provoca superprodugéo de glicose e diminuigdo da
absorgao celular de glicose, resultando em hiperglicemia. Esse quadro também
leva a aumento na degradagao da gordura e oxidagao de acidos graxos, o que
provoca superproducgédo de cetonas 4. A superproducdo de cetonas leva a
cetoacidose diabético, sendo necessario tratamento vitalicio com insulina

exdgena para pacientes com diabetes.®

O Diabetes Mellitus de Tipo 2 (DMT2) é um disturbio metabdlico
caracterizado por hiperglicemia e metabolismo lipidico alterado, resultante de
insuficiente secregdo ou de resisténcia dos tecidos a atividade da insulina °.
Os defeitos metabdlicos que contribuem para o desenvolvimento do DMT2
incluem a incapacidade das células das ilhotas de compensar altos niveis de
glicose, que estdo associados a excesso de ingestao alimentar, aumento da
secrecao de glucagon e redugao da resposta incretina, expansao, inflamagéao
e hipoadiponectinemia do tecido adiposo, aumento da produgdo enddégena de
glicose e desenvolvimento de resisténcia periférica a insulina 7. O excesso

calérico crénico € o principal evento patogénico que impulsiona o



desenvolvimento de diabetes tipo 2 em individuos suscetiveis a manifestagdes

genéticas e epigenéticas 89,

Além dos tipos mais comuns de diabetes (DMT1 e DMT2) existe um
terceiro tipo, o Diabetes Mellitus Gestacional (DMG), que é a diabetes
diagnosticada no segundo ou terceiro trimestre da gravidez, que nao era

diabetes claramente evidente antes da gestacdo’.

A hiperglicemia crénica causada pelo diabetes pode levar a
complicagbes macrovasculares e microvasculares. As doengas coronarias,
cerebrovasculares e periféricas sdo as comorbidades macrovasculares mais
comuns, enquanto retinopatia, neuropatia, nefropatia e anormalidades
vasculares foram relatadas como disturbios microvasculares 1% assim como
susceptibilidade a infecgdes, reparo tardio dos tecidos e doenca periodontal

severa'?,

Recentemente, dados epidemioldgicos mostraram que 0s 0ssos
também sdo o6rgaos alvo do diabetes. Estudos mostraram baixa densidade
mineral 6ssea e aumento do risco de fraturas ésseas em pacientes DMT1 e
DMT2, mesmo em estagios iniciais da doenga, particularmente na presenga de
hiperglicemia nao controlada. Também, tem-se 0 agravante que as fraturas em
diabéticos sdo mais nocivas do que em normoglicémicos '3. Este dano ao
esqueleto esta relacionado a deficiéncias no metabolismo ésseo, tanto na
formacéo, como na reabsorcéo do osso, a qual depende da fungdo normal das

células dsseas 4.

Existe forte evidéncia de que os ossos de individuos DMT1
apresentam menor mineralizagdo '>'®, menor tamanho, espessura 7?1
reducdo de resisténcia '-'° e qualidade dssea 71822, Essas alteragdes, levam
a maior incidéncia de fratura, em qualquer local 23, predominantemente no
pescogo femoral 24. Além disso, na presenca de diabetes a reparacdo ossea é
mais lenta, provocando atraso na recuperagido completa apds a fratura 2526,
Também, o DMT1 foi identificado como fator de risco para desenvolvimento
0sseo prejudicado. Isso é refletido ndo apenas no crescimento linear de ossos

longos, uma vez que as meninas com DMT1 tendem a ter estatura mais baixa



no final do crescimento linear 2°, mas também na DMO (Densidade mineral

ossea). 1627,

O osso é um 6rgéo que exerce fungdes importantes no corpo, tais
como locomogao, suporte e protecdo de tecidos moles, armazenamento de
calcio e fosfato e abriga a medula dssea 28. O tecido 6sseo participa direta ou
indiretamente de todas as fungdes dos ossos. Esse tecido é um conjuntivo,
cuja matriz extracelualr é mineralizada e que possui quatro tipos de células:
osteoblastos, células do revestimento 6sseo, ostedcitos e osteoclastos. Apesar
de sua aparéncia inerte, o tecido 0sseo € altamente dinamico, sendo
continuamente reabsorvido pelos osteoclastos e neoformado pelos
osteoblastos. Ha& evidéncias de que os ostedcitos atuam como
mecanosensores e orquestradores desse processo de remodelagéo dssea 20,
A remodelacédo 6ssea é um processo altamente complexo pelo qual a matriz
mineralizada antiga € substituida por nova, em um ciclo composto por trés
fases: (1) iniciagdo da reabsor¢ao 0ssea por osteoclastos, (2) a transigdo (ou
periodo de reversao) da reabsorcao para a formacgao, e (3) a formacgao éssea
por osteoblastos. O processo ocorre devido a agbes coordenadas de
osteoclastos, osteoblastos, ostedcitos e células de revestimento ésseo que, em
conjunto, formam a estrutura histolégica temporaria chamada unidade
multicelular basica (BMU - Basic Multicellular Unit) 8. A remodelagédo déssea
normal € necessaria para a reparacao de fraturas e adaptacdo do esqueleto
para uso mecanico, bem como para a homeostase de calcio 3'. Por outro lado,
um desequilibrio da reabsorcdo Ossea e da formacdo resulta em varias
doencas o6sseas. O equilibrio entre a formagdo e a reabsorcdo Ossea €
necessario e depende da agao de varios fatores locais e sistémicos, incluindo

hormonios, citocinas, quimiocinas e estimulagédo biomecénica 3233,

Quando o tecido 6sseo € lesado, é desencadeado uma série de
eventos com objetivo de promover a regeneragao 6ssea. As condicdes locais
desfavoraveis (por exemplo, fornecimento de sangue inadequado, lesdo de
tecido mole ou instabilidade mecénica) e/ou perda extensiva de tecido ésseo
podem resultar em falha no reparo 6sseo fisiolégico com cura retardada, nao

unido ou defeito 0sseo persistente 34.



O reparo 6sseo pode ocorrer por meio de reparagdo Ossea direta
(cura éssea primaria ou cura 6ssea intramembranosa) ou reparagao Ossea
indireta (cura Ossea secundaria ou cura Ossea endocondral) ou uma
combinagdo de ambos 3. Este processo dindmico complexo requer a
orquestracgao precisa de varios eventos durante quatro estagios sobrepostos 36
com caracteristicas histologicas distintas: resposta inflamatéria, formacao de
calo cartilaginoso macio, formagédo de um calo ésseo e unido 6ssea com
remodelagcdo. Este processo envolve uma sequéncia de eventos anabolizantes
e catabdlicos, alguns dos quais ndo especificos (producao e remodelagao do
calo cartilaginoso) e outros especificos (formacéao do calo dsseo, que é entao
remodelado em tecido ésseo). Assim, a reabsorgdo 0ssea desempenha um
papel crucial, e os processos de reabsorcao e formacado ndo sio separados ou
independentes no tempo e no espacgo. O resultado final do processo de
reparagao ossea é a produgao pelas células de uma matriz de colageno, cuja
ossificagdo restaura as propriedades mecanicas normais do o0sso. Esses
estagios histologicamente definidos de reparo ésseo requerem uma série de
eventos celulares (migragao, proliferacao e diferenciagao), cuja coordenagao é

assegurada por citocinas e fatores de crescimento 34,

O reparo 6sseo comecga apdés o aparecimento de hematoma como
resultado da fratura e lesdao nos tecidos moles circundantes, resultante da
ativacdo da cascata de coagulagdo plasmatica e das plaquetas expostas ao
ambiente extravascular 3’. A formagdo de hematoma é geralmente seguida por
uma resposta inflamatéria aguda. E durante esta fase que os macréfagos e as
plaquetas desgranuladas infiltram o local e liberam citocinas inflamatérias.
Nesta fase inicial, os pré-osteoblastos periostais e osteoblastos locais
comecam a formar uma nova matriz éssea. As células mesenquimais e os
fibroblastos proliferam e estdo associados a expressdo de fatores de
crescimento de fibroblastos. As células mesenquimais e osteoprogenitoras
estdo associadas a expressao de proteinas morfogenéticas ésseas (BMPs) e a
familia de proteinas TGF-B. A medida que o hematoma amadurece, uma matriz
colagena desenvolve e novos vasos sanguineos podem ser encontrados. Estes

novos vasos sanguineos fornecem um canal para células progenitoras e



fatores de crescimento para a diferenciagdo de células mesenquimais. Essas
células, em ultima instancia, estimulam o desenvolvimento da cartilagem, que
mais tarde € convertido em tecido 6sseo por meio de ossificacdo endocondral.
Esta cartilagem precoce pode ser identificada pela expressédo de colageno tipo
1 e 2. Os condrdcitos locais proliferam, hipertrofiam e expressam fatores que
estimulam a mineralizagdo da matriz da cartilagem. A substituicdo da
cartilagem hipertréfica mineralizada em tecido 6sseo envolve morte dos
condrdcitos, aumento do crescimento vascular, diferenciagcao dos osteoblastos
e deposicao de matriz 6ssea sobre a cartilagem calcificada. Ao longo do tempo,
a matriz 6ssea recentemente formada é remodelada por meio de atividade

osteoblastica e osteoclastica 3°.

O reparo 6sseo direto, ou intramembranoso, se inicia pela formagao
de coagulo sanguineo, descrito como o principal evento histoldgico inicial do
processo de reparagcdo éssea em roedores e primatas 38. A formacdo de
coagulo é descrita como um passo fundamental para o inicio do processo de
reparagao, uma vez que as plaquetas formadoras de coagulos possuem uma
série de fatores de crescimento 3°. A medida que o processo de reparacéo
evolui, o coagulo de sangue € gradualmente reabsorvido e substituido por
tecido de granulagédo, caracterizado histologicamente como uma matriz
extracelular proviséria, povoada por numerosas células inflamatdrias,
associada a uma marcada proliferacdo de fibroblastos e células endoteliais
4041 Posteriormente, uma redugdo do infiltrado inflamatério € acompanhada
por substituicdo gradual do tecido de granulagao por tecido conjuntivo maduro
4243 Este estagio é caracterizado por intensa atividade de fibroblastos que
sintetizam matriz extracelular, resultando no aumento do conteudo de fibras
colagenas associadas a aumento adicional na densidade dos vasos
sanguineos #344. A medida que ocorre o aumento de fibras colagenas, diminui
a populacao celular e vasos sanguineos caracterizando a fase de maturacao
do tecido conjuntivo. Paralelamente a maturagao do tecido conjuntivo, observa-
se aumento gradativo de osteoblastos e matriz 6ssea, seguido pela presenca

de osteoclastos responsaveis pela remodelagdo do tecido neoformado 447,
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Como mencionado anteriormente, DMT1 é o resultado de uma
destruicdo de células B-pancreaticas, por mecanismo autoimune, que leva a
auséncia de secrecao de insulina. Devido a isso, a uUnica terapia para o
tratamento de DMT1 é a administragao de insulina exdégena ao longo de toda a
vida %8, A fragilidade dos ossos é uma caracteristica do DMT1 e DMT2, mas os
mecanismos que resultam nesse desenvolvimento aparentemente se diferencia
um do outro 2549, Caracterizado pela diminuigdo no crescimento dsseo linear
durante a puberdade, diminuigdo da densidade mineral 6ssea (DMO) durante a
idade adulta, a DMT1 ainda pode vir a resultar no aumento da osteoporose e

de fraturas, bem como o atraso da reparagéo 6ssea .

Observou-se que os osteoblastos no DMT1 no conjunto sao
submetidos a transdiferenciacao, desdiferenciagdo e morte celular por defeitos
na funcdo da célula estromal da medula dssea.?>%° No entanto, uma explicagéo
plausivel para a fungdo de osteoblasto reduzida € evidenciada por niveis
elevados de Dickkopf-1 em T1DM, um inibidor conhecido da via de sinalizag&o
Wnt/B-catenina. %' A via de sinalizagcdo de Wnt/B-catenina regula a
diferenciacao e a fungcao dos osteoblastos, cisto que sua regulagcédo decrescida
em modelos de ratos, foi correlacionada com a reducdo da densidade mineral

ossea e aumento da frequéncia de apoptose de ostedcitos °'.

Experimentos em ratos diabéticos mostram que nesses animais
ocorre uma diminuicdo na sintese de colageno e comprometimento da
proliferagdo e/ou migragao celular, levando a redugao da resisténcia mecanica
durante os estagios iniciais de reparo das fraturas 52°3, além de redugdo no

turnover ésseo %455,

Em contraste, os osteoclastos nos modelos de ratos diabéticos tipo 1
demonstraram hipersensibilidade aos efeitos do RANKL, um dos dois principais
mediadores da diferenciacdo dos osteoclastos, sendo o segundo o fator
estimulante das colbénias de macréfagos. Consequentemente, isso provoca
uma reabsorg¢ao 0ssea extensiva devido a expressao positiva da catepsina K,
da metaloproteinase-9 da matriz (MMP-9) e dos mediadores soluveis para
osteoclastos 5. O processo de reabsorgédo dssea é iniciado pela ligacdo da
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proteina integrina osteoclastica alfa-V-beta 3 (aVb3) a superficie 6ssea,
proteina altamente especifica para a superficie dos osteoclastos e fundamental

para a sua atividade de reabsorgdo éssea. °’

No intuito de acelerar o processo de reparo, algumas opg¢des
terapéuticas coadjuvantes tém sido sugeridas, destacando-se entre elas a
laserterapia de baixa poténcia (LTBP), que foi desenvolvida como um
tratamento promissor para a aceleragdo do metabolismo dsseo %8, sendo
proposta para melhorar o processo de reparagdo 6ssea %°. Envolve a aplicagéo
de uma radiagao eletromagnética ndo ionizante, altamente concentrada e nao
invasiva, que & monocromatica, coerente e direcional %81, O método de
fototerapia usando raio laser de baixa poténcia suporta efetivamente o
tratamento convencional e traz uma melhoria significativa na qualidade de vida

em pacientes portadores da diabetes 62,

O principio de agado da LTBP é na sua eficacia ao nivel celular,
melhorando processos bioquimicos e moleculares, envolvidos na reparagao de
tecidos. Os processos estimulados pela LTBP incluem a proliferacdo celular
6364 a sintese de proteinas e colagenos ©°, reparacdo de feridas 9667,
diferenciagcdo de osteoblastos e condrocitos 8, regeneragdo celular ©°,
remodelagao 6ssea, reparo da fungao nervosa apos lesao, equilibrio da fungao
hormonal, regulacdo da imunidade e do sistema linfatico, reducao da
inflamacgéo e do edema e alivio da dor 7°. Além disso, o LTBP aumenta o fluxo
sanguineo, reforga o processo de revitalizagdo, diminui o risco de infecgao,

reforca as atividades metabdlicas e melhora a reparacao dos tecidos lesados
71,72

Estudos demonstraram que LTBP ¢é capaz de modular o
metabolismo celular e estimular a respiracdo mitocondrial, particularmente na
producdo de oxigénio molecular e sintese de ATP 7375 Esses efeitos
produzem aumento na sintese de proteina reguladora do DNA, RNA e ciclo

celular, que estimulam a proliferagéo celular 7476,

A LTBP no osso pode aumentar a proliferacao celular, devido a sua

capacidade de estimulacdo tecidual, e ainda, acelerar a consolidacdo de
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fraturas 77. Além disso, alguns estudos mostram o efeito positivo da LTBP na
massa dssea de ratos com osteoporose e diabetes 7377 e potencial osteogénico
737577 Esta bem estabelecido que, a LTBP é capaz de interagir o com tecido
0sseo, modulando as reagdes bioquimicas das células dsseas e estimulando a
respiracao mitocondrial. As modificagdes no metabolismo celular levam a uma
maior produgdo de oxigénio molecular e sintese de ATP 78, Além disso,
evidéncias sugerem que LTBP aumenta a migragao e diferenciagado de células
Osseas para o local da irradiacdo, culminando no aumento da producédo de

colageno e mineralizagdo da matriz extracelular 747679,

O potencial osteogénico do LTBP foi demonstrado por muitos
estudos 37577, No entanto, a existéncia de uma janela de especificagbes em
certos comprimentos de onda e dosagens de energia também € bem conhecida
73,7577 |sso significa que uma energia adequada precisa ser oferecida ao tecido
para determinar modificagbes fisiologicas e consequentemente, efeitos

estimulantes para o tecido &°.

A literatura atual é principalmente focada em modelos nao-cirurgicos
ou caracteristicas biomecanicas do osso diabético e, em menor grau, reparo da
fratura 6ssea na presenca de diabetes mellitus. Considerando que reparo de
fraturas e outras lesbes Osseas possuem mecanismos diferentes, que
compartilham caracteristicas basicas, observa-se poucas pesquisas
experimentais investigando a influéncia do LTBP na reparagcdo de defeitos

6sseos em modelos com DM 1.
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2. Proposicao

O presente estudo hipotetizou que a laserterapia de baixa poténcia
acelera e melhora a qualidade do tecido 6sseo neoformado em lesbes Osseas
de ratos diabéticos. Portanto, o objetivo do estudo foi avaliar os efeitos da

laserterapia de baixa poténcia (LTBP) no reparo 6sseo de ratos diabéticos e
normoglicémicos.
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3. Material e Métodos

3.1 Procedimento experimental

Neste estudo foram utilizados dez ratos Wistar machos, pesando
220 a 240 g (cerca de 8 semanas de idade) mantidos em gaiolas com um ciclo
claro-escuro de 12 horas e condi¢gdes de temperatura controladas (22 £ 2°C),
com alimentos padrédo e agua ad-libitum. Esta pesquisa foi aprovada pelo
Comité de Ciéncias e Etica da Universidade Federal de Uberlandia, Brasil, e foi
realizada de acordo com as disposicdes da Lei n°® 11.794, Decreto n°® 6.899 e
Legislagdo complementar do Conselho Nacional Brasileiro de Controle de

Animal Orientag¢des sobre Experimentagdo (CONCEA).

Em cinco animais foi realizada indugdo de DMT1 e os outros cinco
animais permaneceram saudaveis. Apos 4 semanas, foram criados defeitos
0sseos nos fémures direito e esquerdo de todos os animais. Imediatamente
ap6s a cirurgia e a cada 48h os fémures esquerdos foram submetidos a
laserterapia de baixa poténcia. Sete dias apds a cirurgia, os animais foram
sacrificados, os fémures foram removidos e divididos em 4 grupos (n = 5),
como segue: Saudavel (fémur direito dos animais saudaveis); Saudavel +
Laser (fémur esquerdo dos animais saudaveis submetidos a laserterapia);
Diabético (fémur direito dos animais diabéticos); Diabético + Laser (fémur
esquerdo dos animais diabéticos submetidos a laserterapia). Os fémures foram
fixados em solucédo de paraformaldeido a 4% em tampao fosfato, durante 48h.
Em seguida, foi realizado micro tomografia computadorizada (MicroCT) e

analise histoldgica.

3.2 Inducgao de Diabetes Mellitus Tipo 1

O protocolo de inducdo DMT1 comecgou por manter os ratos em
jejum durante 24 horas. A anestesia foi realizada através da via intraperitoneal
utiizando 7mg/Kg de xilazina 2% de relaxante muscular e 100mg/Kg de
cloridrato de cetamina 10% anestésico e analgésico. Em seguida, uma unica

dose de estreptozotocina (STZ) foi administrada por via intravenosa através de
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uma puncado da veia peniana a uma dose de 60 mg/Kg de peso corporal,
diluida em tampao citrato 0,01M. A hiperglicemia foi aferida por um glicésimetro
(Accu Check Active, Roche, Jaguaré, SP, Brasil) apés 24 horas; uma semana;
15 dias, 30 dias e 37 dias apos a indugéo, coletando uma gota de sangue da
cauda de cada animal. Os animais que mantiveram niveis de glicose no sangue
superiores a 250 mg/dL foram considerados diabéticos. Os animais que nao
atingiram o nivel glicémico seriam excluidos do estudo, neste estudo nenhum
animal foi excluido por reversdo. Foi realizada a administracdo de 1Ul de
insulina a cada 48h (dias alternados) para evitar altas taxas de mortalidade por

hiperglicemia.

3.3 Procedimento cirurgico e laserterapia
Trinta dias apds a indugcdo do diabetes, foram criados defeitos dsseos
em ambos os fémures de todos os animais. Apds anestesia, como descrito
para a indugdo do DMT1, foi iniciado o procedimento cirtrgico 8. Com o animal
posicionado em decubito lateral, o fémur foi exposto por meio de uma incisao
longitudinal de 2cm. O defeito ésseo padronizado de 2,3mm foi criado usando
broca esférica n°8, e a profundidade de perfuracao foi limitada a ruptura da

cortical (aproximadamente 2mm). Posteriormente, as camadas musculares e

cuténeas foram suturadas com nylon 4-0 (Figura 1).

Figura 1. Cirurgia para criagao de defeito 6sseo padronizado em fémur de rato.
A — Incisdo continua na regiao lateral do fémur. B — Divulsdo da musculatura
até a exposig¢ao do periésteo. C — Rompimento da cortical éssea sob irrigacéo
constante. D — Defeito 6sseo criado. E — Sutura da musculatura. F — Sutura em
pele.
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Os animais dos grupos Saudavel + Laser e Diabéticos + Laser foram
submetidos a laserterapia de baixa poténcia na perna esquerda 8 usando um
laser de infravermelho (Thera-laser Il - DMC Equipamentos/Sao Carlos - SP -
Brasil), A808nm, 64mW, onda continua, didametro de feixe de 0,028cm?. A
aplicacao foi em quatro pontos equidistantes (1cm), em volta da regido central
da sutura (provavel centro da lesao). Cada ponto recebeu uma dose de 4J/cm?
(1min), totalizando 16J/cm? por sessdo (4min), sendo a ponta do laser
posicionada perpendicular ao longo eixo do osso (Figura 2).

Figura 2. Aplicagéo do laser de baixa poténcia no fémur esquerdo.

A primeira sessao foi realizada imediatamente apods a finalizagdo do
procedimento cirdrgico. No pos-operatério, o laser foi aplicado
transcutaneamente a intervalos de 48 h durante sete dias, resultando em
quatro sessdes. Apdés 7 dias da cirurgia, os animais foram submetidos a
eutanasia por injecao intraperitoneal com tiopental e lidocaina de saddio,
seguida de luxagao cervical, em conformidade com os principios da Declaragao

Universal sobre Bem-estar dos Animais.

17



3.4 Obtencao dos espécimes

ApdOs a eutanasia, os fémures foram desarticulados; as epifises
foram removidas com disco diamantado dupla face e os espécimes foram
imediatamente fixados em solucdo de paraformaldeido a 4% em tampao

fosfato, durante 48h.

Figura 3. Fémur apds a desarticulagdo e remogéao das epifises.

3.5 Analise por meio de Microtomografia Computadorizada

A regidao da lesao no fémur foi escaneada usando micro tomografia
computadorizada (uCT-SkyScan 1272, Bruker, Kontich, Bélgica), com um
tamanho de voxel isotropico nominal de 8um (fonte de raios-X de 90 kVp, 111
MA). A reconstrucao foi feita em 3D pelo software nRecon (versdo 1.6.10.1,
SkyScan, Bruker, Bélgica), smoothing 1 e ring artifact correction 2. Depois
disso, foram analisados no software CTAn (versao 1.14.4.1, SkyScan, Bruker,
Bélgica), utilizando um threshold (superior 255 e inferior 65) (Figura 3). Os
parametros utilizados para analisar a area de reparo 6sseo foram: BV/TV
(Fragdo do volume 6sseo [%] - Razdo do volume 6sseo segmentado para o
volume total da regido de interesse); BS/BV (Superficie 6ssea especifica
[mMm#mm?3] - Razdo da superficie 6ssea segmentada para o volume Osseo
segmentado); Tb.Th (Espessura Trabecular [mm] - Espessura média das
trabéculas, avaliada usando métodos 3D diretos); Tb.N (Numero de Trabéculas
[1/mm] - Medida do numero médio de trabéculas por unidade de comprimento);
Tb.Sp (Separagado Trabecular [mm] - Distancia média entre as trabéculas,

avaliada usando métodos 3D diretos); Conn.Dn (Densidade de conectividade
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[1/mm?] - Medida do grau de conectividade das trabéculas normalizadas pelo

volume total da regido de interesse).
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Figura 4. Etapas executadas para analise por micro tomografia
computadorizada. A — Pds-escaneamento, software NRecon que foi utilizado

para delimitagdo da area e dos ajustes para a reconstru¢do em 3D. B - Corte
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transaxial evidenciando cortical 6ssea e area da lesdo. C - Delimitagdo da
regido de interesse (ROI) contendo area da lesao e espago medular. D - ROI
(RAW Image). E - Binarizagdo — Threshold: Upper 255 e Lower 65. F - Imagem

binaria final para a analise dos parametros de morfometria.

3.6 Analises histoldgicas

Apoés as analises por meio de micro-CT, as diafises dos fémures
foram descalcificadas em EDTA 4%, por 5 semanas e processados para
inclusdo em parafina. A partir de cada espécime foram obtidas 4 cortes
histolégicos semi-seriados (5um) que foram corados em Hematoxilina-Eosina
(HE). As imagens histologicas dos defeitos oOsseos foram digitalizadas,
utilizando um scanner digital ScanScope AT Turbo® (Leica Biosystems
Nussloch, Shinjuku-ku, NuBloch / Alemanha).

Na analise histologica qualitativa, a area da lesdo éssea foi avaliada
considerando o tipo de tecido 6sseo neoformado, a morfologia das células
Osseas, a presenca de coagulo e a espessura das trabéculas 6sseas, em uma

analise comparativa.

3.7 Analise estatistica

A analise foi realizada utilizando o software estatistico Sigma Plot
13.1® (Systat Software Inc, San Jose, CA, EUA). Os resultados obtidos em
andlises de Micro-CT foram submetidos ao teste de normalidade de
Kolmogorov-Smirnov e Anova Two Way Repeat Measure seguido do teste de
Tukey. As diferengas foram consideradas estatisticamente significativas

quando a <0,05.
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4. Resultados

Ao longo do procedimento experimental, os animais diabéticos
mantiveram hiperglicemia (glicemia média de 486,29 mg / dl), redugao de peso,
polifagia, polidipsia e poliuria, observados pelo aumento da ingestdo de

alimentos e agua e excregao urinaria.

4.1 Analises por meio de Micro-CT

Nas andlises por meio de Micro-CT, os grupos diabéticos
apresentaram valores menores de BV/TV, Tb.Th, Tb.N, Tb.Sp e Conn.Dn que
0s animais saudaveis (p <0,05). No entanto, houve aumento dos valores de
BS/BV nos grupos diabéticos em comparagao com grupos saudaveis (p <0,05).
O grupo Diabético + Laser mostrou aumento Tbh.Sp e redu¢cdo de Conn.Dn em

comparagao com o grupo Diabético (p <0,05). (Graficos 1).

Graficos 1. Média e desvio padrao dos parametros analisados no micro-ct.

BV/TV (%) BS/BV(mm¥mm?3)
25,00 2 250,00 =
20,00 200,00 * >
15,00 150,00
10,00 100,00
5,00 i 50,00
Sem laser Com laser Sem laser Com laser Sem laser Com laser Sem laser Com laser
Saudaveis Diabeticos Saudaveis Diabeticos
Th.N (1/mm) Th.Th (mm)
00 — .y 0,0350 e e
5,00 0,0300
5,00 0,0250
4,00 0,0200
3,00 0,0150
2,00 0,0100
1,00 i 0,0050
Sem laser Com laser Sem laser Com laser Sem laser Com laser Sem laser Com laser
Saudaveis Diabeticos Saudaveis Diabeticos
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* Diferengas estatisticamente significantes

4.2 Analises histologicas

A analise histologica de todos os grupos mostrou tecido 6sseo primario

neoformado na area do defeito ésseo. O grupo saudavel apresentou mais

coagulo residual e tecido de granulagao em comparagdo com o grupo Saudavel

+ Laser. De forma geral, os grupos saudaveis apresentaram tecido 6sseo

neoformado com trabéculas mais espessas em relagdo aos grupos diabéticos.

No grupo diabético, observou-se grandes areas de coagulo e tecido de

granulagdo, bem como poucas trabéculas em relacdo aos demais grupos. No

grupo Saudavel + Laser, houve menor extensdo de coagulo e quantidade de

tecido de granulagdo em comparagdo com Diabético. O reparo 6sseo do

Diabético + Laser foi aparentemente semelhante ao grupo Saudavel. (Figura 4)
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Sem Laser Com Laser

Saudaveis

Diabéticos

Figura 5. Imagens histologicas da area da lesédo na diafise do fémur
de rato (Hematoxilina-Eosina), mostrando: C - Osso cortical. M - Medula éssea.
N — Osso neo-formado. X — Coagulo residual.
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5. Discussao

O presente estudo avaliou o efeito da laserterapia de baixa poténcia
(LTBP) no reparo 6sseo, em ratos diabéticos. Pesquisas em diabetes tém
utilizado amplamente roedores como modelo experimental. Esses animais
apresentam vantagens de serem de pequeno porte, de facil alojamento, se
adaptarem bem a novos ambientes, além de terem alta taxa de reproducao e
facil manuseio. No presente estudo, além dos fatores mencionados, foram
escolhidos ratos machos para evitar possiveis efeitos na reparacdo éssea,

decorrentes de alteragdes hormonais presentes em fémeas .

A indugao de diabetes em animais de laboratorio, principalmente em
ratos, pela STZ tornou-se uma ferramenta valiosa na pesquisa em diabetes,
sendo usada por muitos pesquisadores 1.7883.84  Apesar do elevado nimero de
publicacdes que utilizaram o modelo de diabetes induzido por STZ, ainda
faltam protocolos padronizados, havendo grande variabilidade na dose, via de
administragcdo, tamanho da amostra, além de escassas informacbes sobre

morbidade e mortalidade dos animais e taxas de sucesso da droga .

A STZ é normalmente administrada por via intraperitoneal (IP) ou por
via intravenosa (IV). A injecao intraperitoneal € um método rapido e simples de
administracdo, no entanto uma injecdo acidental fora do local ideal pode
aumentar a morbidade e reduzir o sucesso de inducdo do diabetes 85, Em
relacdo a injegao IV, estudos geralmente administram STZ na veia peniana
788586 oy na veia da cauda 558788, No nosso estudo, a STZ administrada via IV
(60 mg/kg) através da veia peniana forneceu um modelo diabético eficaz, com
um elevado nivel de hiperglicemia em todos os animais e taxa de reversao

insignificante.

Neste estudo, a administragao de 1 Ul insulina diariamente procurou
evitar elevadas taxas de mortalidade por hiperglicemia, sendo essa insuficiente
para tratar o diabetes. Ao longo do procedimento experimental, os animais dos
grupos diabéticos mantiveram hiperglicemia (glicemia média de 486,29 mg/dl),

sendo similar a outros estudos 17889 Clinicamente os animais apresentaram
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poliuria, visualmente observado pela grande quantidade de urina na maravalha
das gaiolas, as quais tinham que ser trocadas diariamente, enquanto as gaiolas

dos animais saudaveis eram trocadas duas vezes por semana.

No modelo de diabetes experimental utilizado neste estudo, os
defeitos 6sseos foram criados depois de trinta dias da indugdo do diabetes, a
fim de avaliar o reparo em osso comprometido pelo DMT1. O mesmo modelo
foi realizado em outros estudos, resultando em significativas alteragbes osseas,
tais como: diminuigdo do volume (osteopenia), diminuicdo do numero de
células osteoprogenitoras na medula e redugdo na formagédo do osso %°', O
defeito 6sseo de 2,3 mm de didmetro, utilizado em nosso estudo, foi suficiente
para observar alteracdes significativas na neoformacgéo 6ssea em diabéticos,
uma vez que foi observado menor quantidade de osso neoformado no grupo

dos diabéticos.

No presente estudo, a analise histolégica mostrou trabéculas mais
finas e menor quantidade de neoformacao dssea nos animais diabéticos, além
de maior quantidade de coagulo e de tecido de granulagdo. O T1DM reduz a
formacéo do osso, acarretando em menor massa 6ssea e alteracdes no reparo
90.92 Estudo utilizando ratos diabéticos mostrou que esses animais, quando em
estado metabdlico descompensado, apresentam severas desordens na
mineralizagcdo Ossea, além de atrasos na diferenciagdo celular e piora das
propriedades biomecanicas do osso, quando comparados a animais sadios e

animais diabéticos compensados 8.

Ha evidéncia de que os pacientes com DMT1 apresentam menor
mineralizagdo 6ssea '5'¢, ossos menores e mais finos 7~2° com redugéo da
forca 719 e qualidade dsseas 7822  |ndividuos com T1DM apresentaram
diminuicdo da densidade éssea mineral (DOM), no entanto, sabe-se que a
fragilidade 6ssea néao resulta apenas da reducdo da matriz, mas também de
alteracbes microestruturais e dos componentes intrinsecos do 0sso, como

colageno e suas ligagoes *.

Na analise com Micro-CT, os parametros BV/TV (% volume 6sseo

neoformado/ volume ésseo total), Tb.Th (Espessura média das trabéculas),
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Tb.N (Numero de Trabéculas) e Conn.Dn (Densidade de conectividade) foram
menores nos grupos Diabético e Diabético + Laser. Assim, na area de reparo
O0sseo, os diabéticos apresentaram menor: volume O&sseo, espessura
trabecular, numero de trabéculas e grau de conectividade entre as trabéculas,
0 que esta de acordo com a analise histolégica. O DMT1 atrasa o processo de
regeneragdo 6ssea %, o que tem sido atribuido a disfuncdo de leucdcitos
polimorfonucleares, macréfagos e fibroblastos, fase inflamatéria mais longa,
diminuigdo de colageno e biossintese de glicosaminoglicanos . Também,
estudos demonstraram que o diabetes diminui a proliferacao e diferenciagao de
células osteoblasticas e condrociticas, levando a formagao de calos menores,

em fraturas, com diminuigdo da formacgéo de cartilagem e osso 269,

Os parametros Tb.Sp (Separacao Trabecular) e BS/BV (Superficie
O0ssea/ volume Osseo neoformado) mostraram valores maiores no grupo
diabético. A analise histolégica também mostrou trabéculas désseas mais

delgadas e separadas entre si.

A auséncia de significancia estatistica em relagao ao volume ésseo
considerando a laserterapia (Saudavel vs saudavel + Laser e Diabético vs
Diabético + Laser) foi um achado interessante, uma vez que era esperado
maior quantidade de osso neoformado depois do uso do laser. Diferengas
significantes foram encontradas nos outros parametros da analise
microtomografica (Tb.Sp e Conn.Dn nos diabéticos), mostrando influencia
desta terapia na organizagdo arquitetural do osso formado, e ndo na sua
quantidade. Ainda, o comportamento distinto entre os grupos em relacéo a
laserterapia foi evidenciado nesta analise, considerando que apds o uso do
laser, os animais diabéticos apresentaram-se com maior separagao trabecular
e menor conectividade®”. No entanto, deve-se considerar que a
microtomografia, mesmo sendo uma técnica de alta resolugao, ainda apresenta
limitacdes, por exemplo a escolha de um limiar global de definicdo do que € ou
ndo tecido 6sseo e da delimitagdo manual da area a ser avaliada %. Na
avaliagdo do osso neoformado, que apresenta densidade menor e variavel
quando comparado ao osso cortical, essas limitacdes de técnica podem sub ou
superestimar o tecido avaliado %.
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No intuito de acelerar o processo de reparo, algumas opg¢des
terapéuticas coadjuvantes tém sido sugeridas, destacando-se entre elas a
laserterapia de baixa poténcia (LTBP). O protocolo seguido neste estudo ,
que mostraram aumento do reparo tecidual em todos os grupos que receberam
a laserterapia. Os animais foram submetidos a irradiagdo logo apds o
procedimento cirurgico, sendo aplicado posteriormente, com intervalos de 48

horas, durante o periodo de 7 dias.

Em nosso estudo observou-se, pela analise histologica qualitativa,
que a LTBP proporcionou reducéo significativa na intensidade da resposta
inflamatéria em animais diabéticos e n&o diabéticos. Apoiando nossos
achados, os efeitos moduladores semelhantes da irradiagao laser na inflacao
durante o curso do tempo de reparagao 6ssea em defeitos de ratos diabéticos
foram relatados recentemente 90101 Essa regulagdo negativa da inflamagao
provavelmente esta relacionada ao efeito inibitdério da energia do laser nos
mediadores quimicos proinflamatérios de liberacdo, como TNF-a, IL-138 e IL-6
02 Mais recentemente, a observagdo histologica do aumento da
vascularizacdo e da diminuicdo da inflamagdo, além do aumento das
trabéculas 6sseas, também foi relatada como resultado da irradiacao a laser de
baixo nivel apds osteotomia parcial do osso tibial em modelo murinho 193104 Ng
analise histoldgica qualitativa, o grupo diabético com laser mostrou menor
quantidade de coagulo e tecido de granulagcdo que o grupo diabético,
apresentando aspecto histoldgico semelhante ao grupo saudavel. Um estudo 78
também encontrou, em sua analise morfométrica, menor concentragao de 0sso
neoformado na regido de reparo 6sseo e reducao significativa também na
cortical 6ssea, o que reafirma os resultados encontrados neste trabalho. O
mecanismo preciso relativo a atividade moduladora induzida por LTBP na
reparagao Ossea ainda esta sob investigagdo. Acredita-se que, no tecido
submetido a baixas doses de radiagdo, os cromoforos intracelulares, como
porfirinas e citocromos, sdo capazes de absorver a energia da luz e converté-la
em energia metabdlica, resultando na produgdo de um gradiente de prétons
eletroquimico transmembranoso na cadeia respiratoria. Assim, a LTBP é capaz

de melhorar a formagdo Ossea por estimulacdo direta do metabolismo
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osteoblastico, com consequente aumento da sintese proteica (particularmente

colageno) e dos niveis celulares de adenosina trifosfato 0.

O presente estudo contribuiu para o entendimento dos efeitos da
laserterapia no reparo 6sseo de ratos diabéticos, porém mais estudos sao
necessarios para esclarecer os mecanismos de agao da laserterapia no

processo de reparo tecidual.
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6. Conclusao

Os resultados mostraram que o diabetes diminuiu o processo de
reparo 6sseo e a laserterapia de baixa poténcia foi um tratamento importante
para minimizar o processo inflamatério em todos os grupos. E,apesar de néo
alterar o volume 6sseo a LTBP interferiu na morfologia estrutural do tecido

0sseo neoformado nos grupos saudavel e diabético
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8. Anexos

| Universidade Federal de Uberlandia ! L :I!
) - Comisséo de Etica na Utilizagio de Animais - Caeeet e s

CERTIFICADO

Certificamos que o protocolo para uso de animais em
experimentacao n° 026/14, sobre o projeto de pesquisa intitulado
“Efeito da oxigenacgao hiperbarica e do laser de baixa poténcia no

reparo e biomecanica em osso de ratos diabéticos”, sob a
responsabilidade da Prof®. Dr®. Paula Dechichi esta de acordo com
os principios éticos na experimentagdo animal conforme

regulamentagées do Conselho Nacional de Controle e

Experimentacdo Animal (CONCEA) e foi APROVADO pela
Comissao de Etica na Utilizagdo de Animais (CEUA) — UFU em
reunido de 29 de Agosto de 2014.

(We certify that the protocol n® 026/14, about “Efeito da oxigenagao hiperbarica e do laser de
baixa poténcia no reparo e biomecéanica em osso de ratos diabéticos”, agrees with the
ETHICAL PRINCIPLES ON ANIMAL RESEARCH as regulations of National Advice of Control
and Animal Experimentation (CONCEA) and approved by Ethics Commission on Use of
Animals (CEUA) - Federal University of Uberlandia in 29/08/2014)

Uberlandia, 29 de Agosto de 2014.

Prof. Dr. César Augusto Garcia
Coordenador da CEUA/UFU
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