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RESUMO

O objetivo desse estudo foi avaliar a evolugéo do reparo 6sseo de lesdes em fémures
de ratos diabéticos, submetidos a laserterapia de baixa poténcia (LTBP). Vinte e
quatro ratos foram divididos em dois grupos: Normoglicémicos (N) e Diabéticos (D),
havendo para cada grupo trés periodos de analise: 3, 5 e 7 dias. Os animais do grupo
D foram induzidos ao diabetes mellitus (DM) por injegdo intravenosa de
estreptozotocina (60mg/kg). Trinta dias apos a indugédo, foram criados defeitos 6sseos
nos fémures de todos os animais. A LTBP iniciou imediatamente apds o procedimento
cirargico e foi realizada a cada 48h, apenas no fémur esquerdo. O fémur direito nao
recebeutratamento, sendo considerado grupo controle. Os animais foram sacrificados
3, 5 e 7 dias, apos a cirurgia. Os fémures foram removidos e separados em quatro
subgrupos: Normoglicémicos, Diabéticos, Normoglicémicos-LTBP e Diabéticos-LTBP.
Em seguida, os fémures foram fixados em paformaldeido 4% em PBS 0,1M,
desmineralizados em EDTA e processados para inclusdo em parafina. Os cortes
histologicos de 5um de espessura foram corados em hematoxilina e eosina e,
posteriormente, digitalizados. O reparo 6Osseo foi avaliado considerando o
preenchimento da lesao por tecido 6sseo neoformado, presenca de coagulo, tecido de
granulagao e espessura das trabéculas 6sseas na area da lesdo. O grupo Diabético
apresentou maior presenca de coagulo residual, tecido de granulagdo e menor
espessura de trabéculas, comparado aos grupos normoglicémicos e Diabéticos-LTBP,
nos respectivos periodos experimentais. O reparo 6sseo do grupo Diabético-
Laserterapia foi, aparentemente, semelhante ao grupo Normoglicémico. Os resultados
mostraram que o diabetes prejudicou o processo de reparo 6sseo e a LTBP favoreceu

a neoformagao 6ssea nos diabéticos.

Palavras Chaves: Reparo 6sseo. Laserterapia de Baixa Poténcia. Diabetes

Mellitus.



ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the bone repair evolution of lesions in
femurs of diabetic rats, submitted to low power laser therapy (LTBP). Twenty-four
rats were divided into two groups: Normoglycemic (N) and Diabetic (D), with three
analysis periods for each group: 3, 5 and 7 days. Group D animals were induced to
diabetic mellitus by intravenous injection of streptozotocin (60mg / kg). Thirty days
after induction, bone defects were created in the femurs of all animals. LTBP started
immediately after the surgical procedure and was performed every 48 hours, only in
the left femur. The right femur did not receive treatment, being considered a control
group. The animals were sacrificed 3, 5 and 7 days after surgery. The femurs were
removed and separated into four subgroups: Normoglycemic, Diabetic,
Normoglycemic-LTBP and Diabetic-LTBP. Then, the femurs were fixed in 4%
paraformaldehyde in 0.1M PBS, demineralized in EDTA and processed for
embedded in paraffin. The 5 ym thick histological sections were stained with
hematoxylin and eosin, and digitalized. Bone repair was assessed considering the
filling of the lesion by newly formed bone tissue, presence of clot, granulation tissue,
and bone trabeculae thickness. The Diabetic group showed a greater presence of
residual clot, granulation tissue and less thick trabeculae, compared to the
normoglycemic and Diabetic-LTBP groups, in the respective experimental periods.
Bone repair in the Diabetic-Laser therapy group was apparently like the
Normoglycemic group. The results showed that diabetes impaired the bone repair

process and LTBP improved bone neoformation in diabetics.

Keywords: Bone Repair. Low Level Laser Therapy. Diabetes Mellitus.
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1. INTRODUGAO

O reparo 6sseo constitui um processo altamente complexo, envolvendo uma
série de eventos biologicos, que determinam a restauragédo da integridade do tecido
0sseo (ORYAN et al., 2015).

O tecido 6sseo € um conjuntivo especializado constituido por matriz organica
extracelular mineralizada, células e liquido intersticial (DIMITRIOU et al., 2011). A
mineralizacdo da matriz confere a este tecido dureza, permitindo-lhe desempenhar
importantes funcdes de sustentacao de tecidos moles, protecdo de 6rgaos vitais,
conter a medula éssea e fornecer suporte para os musculos esqueléticos (NANCI,
2012; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2017). Os ossos também funcionam como depdsito
de lipideos, calcio, fosfato, magnésio, e outros ions importantes, contribuindo para a
osmolaridade dos fluidos corporais. Externamente os ossos sao revestidos por
periosteo, e internamente pelo endosteo, ambos com células osteogénicas
(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2017).

Os osteoblastos sao responsaveis por sintetizar e secretar a matriz organica
(ostedide), regular sua mineralizagao e recrutar e ativar os osteoclastos, responsaveis
pela reabsor¢gdo da matriz 6ssea. Ao longo da formacdo da matriz 6ssea alguns
osteoblastos podem ser incorporados a essa matriz tornando-se osteécitos. Essas
células ficam aprisionadas em lacunas na matriz mineralizada e, atualmente, séo
reconhecidas como uma fase celular transitoria. Os ostedcitos podem se comunicar
entre si e com as células da superficie 6ssea por meio de seus prologamentos
contidos nos canaliculos que partem das lacunas. Por meio dessa rede funcional, os
ostedcitos exercem importante papel devido a sua capacidade de funcionarem como
sensores de tensdo e estresse, sinais importantes na manutencéo da integridade da
estrutura 6ssea (BURGER, KLEIN-NULEND et al., 2003; KNOTHE TATE, ADAMSON
et al., 2004).

Os osteoclastos, sao células gigantes resultantes da fusdo de células do
sistema fagocitario mononuclear na medula 6ssea. Os osteoclastos por sua vez, darao
origem aos mondécitos e os macrofagos (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2017). A
maturagcdo dos osteoclastos € estimulada pelo mediador RANKL expresso em

osteoblastos. Na ocorrécia de lesdes dsseas, citocinas pré-inflamatdrias, como IL1 e
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TNF-q, influenciam a acdo dos osteoblastos e liberacdo do RANKL, estimulando
assim, a maturacdo e agao dos osteoclastos no processo de reabsorgdo e
remodelacao 6ssea (TANAKA et al., 2005).

Macroscopicamente, os ossos podem ser compactos (cortical), sem cavidades
visiveis, ou esponjoso (trabecular), formado por trabéculas que delimitam pequenas
cavidades, ocupadas por medula 6ssea. Ambos, ossos compacto e esponjoso, tém a
mesma estrutura histologica, ou seja, possuem as mesmas células e matriz 0ssea.
Histologicamente, o tecido ésseo pode ser imaturo (primario) ou maduro (secundario
ou lamelar), o que os diferencia, basicamente, € a organizagao tridimensionais de suas
fibrilas colagenas (FREITAS, 2001; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2017).

O tecido 6sseo imaturo é o primeiro a ser formado durante a osteogénese e em
processos de reparo 0sseo. A matriz produzida pelos osteoblastos neste estagio néo
possui organizagao definida, apresentando fibrilas de colageno entrelagadas com
grande numero de ostedcitos distribuidos de maneira irregular, no interior da matriz
ossea neoformada (YU et al., 1997; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2017).

Progressivamente, osteoclastos e osteoblastos substituem o tecido ésseo
primario por secundario ou lamelar. Nesse, as fibrilas colagenas sdo organizadas em
lamelas, dispostas paralelamente umas as outras ou de forma concéntrica, em torno
de um canal central, canal de Havers, por onde correm vasos sanguineos e nervos
(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2017).

Os ossos s&o estruturas dindmicas, crescem, remodelam-se e mantém-se
ativos durante toda a vida do organismo. A constante remodelagao do tecido ésseo é
realizada pelas células ésseas, responsaveis pela constante formagao, reabsorcgao,
reparacao e manutengcao da microarquitetura 6ssea (NANCI, 2012). A regeneracao
O0ssea € um dos processos de reparo mais importantes do corpo, considerando que
poucos orgaos sao aptos a realizar a regeneragao (GIANNOUDIS et al., 2011).

Quando o osso € lesionado, pode ocorrer a ruptura do peridsteo e enddsteo,
destruigdo da matriz (SCHROEDER & MOSHEIFF, 2011) e o rompimento de vasos
sanguineos, causando hemorragia local, que preenchera a area da lesao, originando
o coagulo. O coagulo, € essencial para os eventos inflamatérios que se seguem
objetivando o reparo tecidual (CONSOLARO, 2009). O processo inflamatério local €
necessario para a evolugao do processo de reparagao, iniciado em resposta a injuria

promovendo angiogénese, estimulo a producédo de fator de cresciment o endotelial
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vascular (VEGF) e osteogénese. Além da fase inflamatoria, ocorre a fase reparadora,
com a formagéo de tecido fibroso e 6sseo, finalizando com a remodelagdo Ossea
(SFEIR etal., 2005). O tecido ésseo tem uma grande capacidade de regeneragao,
normalmente sendo possivel restaurar sua arquitetura e propriedades mecanicas.
Contudo, essa capacidade pode ser prejudicada se o suprimento sanguineo for
deficiente, ocorrer instabilidade mecéanica ou competicdo com tecidos de alta
proliferacdo (PINHEIRO & GERBI, 2006). Também, dependendo da extensao da leséo
ou comprometimento por radioterapia ou doengas sistémicas, como o diabetes, a
regeneragao 0ssea pode ser limitada (BATISTA et al., 2015).

Diabetes mellitus (DM) corresponde a um grupo de doengas metabdlicas que
se caracterizam pelo quadro de hiperglicemia crbnica, decorrente de alteragdes na
secrecao e/ou acao da insulina . Estima-se que cerca de 463 milhdes de pessoasem
todo o mundo sejam portadoras dessa doenca e que em 2045 esse numero aumente
para quase 700 milhdées. No Brasil calcula-se aproximadamente 16 milhdes de
pessoas sejam diabéticas. Cerca de 50% dos portadores de diabetes desconhecem o
diagnéstico (IDF, 2019).

As altas concentragdes plasmaticas de glicose, caracteristicas do diabetes,
conduzem ao desenvolvimento de degeneragbes crbnicas como cardiopatia,
nefropatia, retinopatia e neuropatia. Como consequéncia, a DM é considerada a
principal causa de cegueira, insuficiéncia renal, neuropatias debilitantes e doencgas
cardiovasculares (BARBOSA et al., 2009). A hiperglicemia apresenta sintomas como
poliuria, polidipsia, perda de peso, polifagia e visao turva ou por complicagdes agudas
que podem levar a cetoacidose diabética. Estudos apontam que diabéticos possuem
maior predisposi¢cao a inflamagao, maior incidéncia de fistulas, deiscéncias, hérnias
incisionais e complicagdes cardiovasculares em procedimentos cirurgicos (GROOS et
al., 2002).

As caracteristicas celulares e moleculares do tecido d6sseo também sé&o
alteradas sob condigcbes de DM. Sugere-se que nao apenas a funcionalidade dos
osteoblastos pode estar comprometida no microambiente diabético, mas também que
as células osteoprogenitoras podem mudar seu destino de diferenciagdo na diregcao
da linhagem adipogénica, aumentando assim a quantidade de tecido adiposo no
processo de reparagao (HAMMAN et al., 2011; BROWM et al., 2014). O turnover
0sseo também pode ser alterado na presengca da DM, tendo impacto negativo na

formacgao 6ssea ou reabsorgéo 6ssea(STARUP-LINDE,2015). Além disso, a geragao
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de produtos finais de glicagdo avangada (AGEs) devido a presencga de hiperglicemia &

capaz de alterar a matriz 6ssea e reduzir a qualidade 6ssea (LIMIRIO et al., 2018).

Em diabéticos, a regidao de reparo apresenta maior quantidade de coagulo e
tecido de granulagdo, juntamente com redugdo na neoformagao éssea (IKI et al.,
2017). O arranjo trabecular apresenta trabéculas 6sseas mais finas, caracterizando
comprometimento no reparo 6sseo (PARK & KANG, 2012). Além disso, a formagao e
a fungao dos osteoblastos esta comprometida, levando a reducédo da deposicédo da
matriz 6ssea, problemas na mineralizagao e atraso no processo de reparo 6sseo como
um todo, além de reducdo do fluxo sanguineo e da densidade microvascular
(SANTANA et al., 2003; GRAVES et al., 2003).

Em normoglicémicos, na fase inflamatdria do processo de reparagcao ossea,
ocorre secrecao do fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e de interleucinas (IL), que
estimulam osteoblastos a produzir o Fator estimulador de colénia (M-CSF). Esse
ultimo ira atuar na medula 6ssea, estimulando a proliferacéo de células precursoras
de osteoblastos (GERSTENFELD et al.,, 2003). Em individuos diabéticos, a fase
inflamatdria € prolongada, retardando assim o reparo tecidual (AL- WATBAN., 2001).
O impacto do DM no reparo de fraturas ésseas representa um problema importante
para pacientes que sofrem de diabetes, pois pode ocorrer complicagdes clinicas pos-
cirargicas, aumento de risco de infeccao e amputacdo e aumento da mortalidade
(SAITO et al., 2014; FURST et al., 2016).

Embora existam muitos estudos sobre a reparacao Ossea, ainda sao
necessarias investigacées sobre os mecanismos envolvidos e possiveis terapias
coadjuvanes que possam otimizar esse processo, especialmente, em situagbes
adversas, como no diabetes. Diversas terapias complementares tém sido sugeridas na
tentativa de melhorar a qualidade do processo de reparo ésseo como aplicagdo de
estimulos quimicos, utilizagado de biomateriais, proteinas morfogenéticas 6sseas, bem
como o uso de estimulos fisicos, ultra-sonografia, campos eletromagnéticos e a
fotobioestimulacao (PRETEL et al., 2007).

Dentre essas terapias, a laserterapia de baixa poténcia (LTBP) tem sido
sugerida para melhorar o reparo ésseo, especialmente em condi¢gdes adversas, como
lesbes extensas ou em osso comprometido por radioterapia ou doencas sistémicas
(BATISTA, 2014; SANTINONI et al., 2017). Pesquisadores de varias areas da saude
tém verificado a contribuicdo da LTBP no reparo de tecidos duros (BATISTA, 2015) e
moles (WALKER, 2000), tais como, em feridas cirurgicas, fraturas oOsseas, poés-

cirurgico de extracbes dentarias, tratamento de osteonecrose do maxilar, defeitos
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periodontais e pds-operatorio de enxertos 6sseos (SANTINONI et al., 2017).

A LTBP é uma radiagao altamente concentrada, ndo invasiva, e nao ionizante
que, em contato com diferentes tecidos, promove efeitos fotobiomoduladores
(ZANCANELA, 2009). Laser € uma abreviagdo na lingua inglesa para light
amplification by stimulated emission of radiation, ou seja, amplificagdo da luz por
emissao estimulada de radiagcdo (ROBERTSON, et al., 2009). O dispositivo utilizado
na LTBP produz radiagdo eletromagnética com caracteristicas especificas: ela é
monocromatica, com comprimento de onda muito bem definido; coerente, todos os
fétons que compdem o feixe emitido estdo em fase; e colimada, propaga-se como um
feixe de ondas praticamente paralelas. Os fétons que a compéem sao todos da mesma
cor e com 0 mesmo comprimento de onda, isto faz com que ela tenha uma luz pura,
sendo esta uma caracteristica muito importante, devido a absorcao seletiva do tecido
in vivo (AGNE, 2017).

Estudos experimentais, in vitro e in vivo, tém sugerido que a LTBP modula
varios processos biologicos em modelos animais. Promovem efeitos de
fotobiomodulagdo celular e respostas terapéuticas induzidas por reagdes
fotoquimicas, fotoelétricas e fotoenergéticas (SANTINONI et al, 2017). A LTBP
acelera a reparacao tecidual, estimulando a proliferacdo celular; a sintese de ATP
(KARU, 1989) e do colageno, com formacéao de procolageno tipo | e tipo Il (PINHEIRO
& GERBI, 2009). A LTBP ainda promove o aumento na concentragao das -endorfinas
e, consequentemente, desencadeia efeito analgésico (MERLI et al., 2005; CHOW et
al., 2011).

O estimulo do fotorreceptor citocromo-C-oxidase, promovido pela LTBP
aumenta o metabolismo e produgdo de energia, consequentemente aumenta o
metabolismo oxidativo mitocondrial. Assim, inicia-se uma cascata de reacdes
celulares que modulam o comportamento biolégico, modulando a angiogénese, agao
dos macrofagos e linfécitos; a proliferagdo de fibroblastos e sintese de colageno;
diferenciacao de células mesenquimais em osteoblastos, entre outros, acelerando o
processo de reparacao (MERLI et al., 2005; BATISTA et al., 2015; SANTINONI et al.,
2017).

Em ratos diabéticos, a LTBP tem apresentado efeito benéfico no reparo 6sseo
(JAVADIEH et al., 2009; AKYOL et al., 2010), especialmente nas fases iniciais de
reparacao (PARK & KANG, 2012).
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O uso da LTBP em tecido 6sseo tem se mostrado efetivo na modulagao da
inflamacao (LIZARELLI et al.,1999), acelerando a proliferacéo celular (DORTBUDAK
et al., 2000) e o reparo 6sseo (MERLI et al., 2005; BATISTA et al., 2015). Apesar dos
resultados positivos, persiste a necessidade de estudos experimentais para melhor
elucidacao dos mecanismos da LTBP no reparo 6sseo, como também, padronizacao
de doses, poténcia e tempo de exposicao a irradiagéo (ZEIN et al., 2017; SANTINONI
et al., 2017).

2. OBJETIVO

1.1 Objetivo Geral
Avaliar a evolugao do reparo dsseo de lesbes em fémures de ratos

normoglicémicos e de ratos diabéticos, submetidos a LTBP.

1.2 Objetivo Especifico
Analisar, por meio de parametros histolégicos, a neoformagéo 6ssea,
espessura das trabéculas O&sseas, presenga de coagulo e tecido de
granulagao, na area da lesdo em fémur de ratos normoglicémicos ou com

diabetes tipo |, por meio de analise qualitativa e semiquantitativa.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1.  Procedimento Experimental

Para realizagao deste estudo experimental, foram utilizados 24 ratos machos
Ratthus norvegicus, da linhagem Wistar, clinicamente sadios com pesos entre 200 e
240g, com cerca de 8 semanas de idade. Os animais foram mantidos em estantes
climatizadas a temperatura de 22°C e ciclo claro-escuro de 12 horas, com ragao e
agua ad libitum. Todos os procedimentos foram realizados de acordo com as normas
do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), com aprovagao prévia do
CEUA-UFU (026/14). Em 12 animais, foi realizada a indu¢gdo ao DM e os outros 12
animais permaneceram normoglicémicos. Apos quatro semanas, foram criados
defeitos 6sseos nos fémures direito e esquerdo de todos os animais. Imediatamente

apos a cirurgia e a cada 48h, foi realizada a laserterapia nos fémures esquerdos de
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todos os animais. Os fémures direitos dos animais ndo receberam a terapia, sendo
considerado controle, em um estudo pareado. Os animais foram sacrificados em
intervalos de 3,5 e 7 dias apds o procedimento cirurgico (Tabela 1). Os fémures foram
removidos e separados em quatro subgrupos iguais: Normoglicémicos, Diabéticos,
Normoglicémicos e LTBP, Diabéticos e LTBP (Tabela 1). Os fémures foram fixados em
solugdo de paraformaldeido a 4% em tampéo fosfato, durante 48h, em seguida
desmineralizados em EDTA e processados para inclusdo em parafina. Os cortes
histolégicos de 5um de espessura foram corados em hematoxilina e eosina e,
posteriormente, digitalizados. O reparo ésseo foi avaliado por analise qualitativa e
semiquantitativa, sendo nessa considerado o preenchimento da lesdo por tecido
o0sseo neoformado, presenca de coagulo, tecido de granulagdo, e espessura das

trabéculas 6sseas na area da lesao (Tabela 2).

Tabela 1 — Delineamento experimental dos grupos e periodos dos

sacrificios apés procedimento cirurgico.

Grupos Animais Descrigdo Periodos experimentais
I Normoglicémicos 3 dias (n=4), 5 dias (n=4), 7 dias (n=4)
12 Normoglicémicos +

Il 3 dias (n=4), 5 dias (n=4), 7 dias(n=4)

Laserterapia

1]
12 Diabéticos 3 dias (n=4), 5 dias (n=4), 7 dias (n=4)

v Diabéticos + Laserterapia 3 dias (n=4), 5 dias (n=4), 7 dias (n=4)

3.2 Inducgéo ao Diabetes Mellitus (DM)

Os animais do grupo Diabéticos foram induzidos ao diabetes mellitus por
meio de inje¢do intravenosa de estreptozotocina, iniciado com jejum de 24 horas,
seguido de anestesia via intraperitoneal utilizando 7mg/Kg de xilazina 2% de
relaxante muscular e 100mg/Kg de cloridrato de cetamina 10% anestésico e
analgésico. Em seguida, foi administrada dose unica de estreptozotocina (STZ) de
60 mg/Kg de peso corporal, diluida em tampao citrato 0,01M, por via intravenosa
através da veia peniana. A glicemia foi aferida apés 24 horas, 7 dias, 15 dias, 30
dias apés a indugao e no dia do sacrificio, coletando uma gota de sangue da cauda

de cada animal e utilizando glicosimetro (Accu Check Active, Roche, Jaguaré, SP,
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Brasil). Os animais que mantiveram niveis de glicemia superiores a 250 mg/dL

foram considerados diabéticos e seguiram no estudo.

3.3 Procedimento Cirurgico

Os animais foram submetidos a anestesia por via intraperitoneal,
utilizando 0,07ml/100g do relaxante muscular cloridrato de xilazina 2%, e
0,1ml/100g do anestésico e analgésico cloridrato de cetamina 10%. Apds
tricotomia da regido coxofemoral, foi realizada a antissepsia da regidao com solugao
de Gluconato de Clorexidina Degermante (2%). O procedimento cirurgico foi
realizado conforme o descrito por Batista et al. 2015. O animal foi posicionado em
decubito lateral, em seguida o acesso cirurgico ao fémur foi obtido por meio de uma
incisdo continua longitudinal com 2 cm de extensdo. A musculatura foi
divulsionada até a exposigao do periésteo, que foi incisado e descolado ao longo
da area Ossea a ser exposta. Na regido central da metade distal da diafise do
fémur, foi realizado um defeito 6sseo com broca esférica n° 8 sob irrigagédo
abundante com solugao fisiolégica estéril de cloreto de sédio a 0,9%. A referéncia

de profundidade da perfuragao foi o rompimento da cortical éssea. A sutura foi

realizada por planos com fio cirurgico monofilamento nylon 4-0 (Fig. 1).

Figura 1 - Cirurgia para criagado de defeito ésseo padronizado em fémur de rato. A — Incisdo continua
na regiao lateral do fémur. B — Divulsdo da musculatura até a exposi¢ao do periosteo. C — Rompimento
da cortical 6ssea sob irrigagdo constante. D — Defeito dsseo criado. E — Sutura da musculatura. F-
Sutura em pele. (BATISTA et al., 2015)
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3.4 Laserterapia

Para o procedimento de laserterapia foi utilizado o laser de diodo infravermelho
(GaAlAs) (Thera-laser IlI®, DMC Equipamentos, Sao Carlos, SP/Brasil), com
comprimento de onda de A830nm, poténcia de 64 m\W, diametro de feixe de 0,028cm?.
A laserterapia foi realizada imediatamente apds a cirurgia e a cada 48hs, no fémur
esquerdo dos animais. Para tanto, a ponta do laser foi posicionada
perpendicularmente ao longo eixo do fémur, na condigdo emissao continua, em quatro
pontos equidistantes (1cm de disténcia entre os pontos) (Fig. 2). Em cada ponto, foi
aplicado durante um minuto a dose de 4 J/cm2, totalizando quatro minutos em cada

fémur e a dose total de 16J/cm2 por sesséo.

Figura 2 - Aplicagao do laser de baixa poténcia no fémur esquerdo. (BATISTA et al., 2015)

3.5 Obtengao e processamento histolégico dos espécime

Apoés 3, 5 e 7 dias do procedimento cirurgico, os animais foram submetidos a
eutanasia. Conforme os principios da Declaracdo Universal sobre Bem-estar dos
Animais, foi realizado o aprofundamento anestésico utilizando xilazina 2%, associado
a cetamina 10%, seguido de luxacdo cervical. Em seguida, foi realizada inciséo
longitudinal continua, acompanhando a cicatriz cutanea existente, e os fémures foram
removidos por desarticulagdo. As epifises dos fémures foram seccionadas (para
facilitar a fixagao), utilizando disco diamantado dupla face, sob irrigagdo com soro
fisiologico. Todos os fragmentos ésseos (epifises e diafises) foram fixados em
paraformaldeido 4% em Tampé&o Fosfato 0,1M, por 48 horas. Em seguida, estes
fragmentos foram desmineralizados em solu¢do de EDTA a 4% durante 5 semanas, e
entdo processados para inclusdo em parafina pela técnica de rotina para analises

histologicas (Fig. 3).
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Figura 3 - llustracdo do processamento histolégico dos fémures. 1- Diafise de fémur coletado. 2-
Fixacdo em solugédo de paraformoldeido 4%. 3- Desmineralizagdo em solugdo de EDTA 4,13%. 4-
Diafise dividida em duas metades. 5- Espécimes em solugédo tampao fosfato 0,1M. 6- Inclusdo em
parafina. 7- Microtomia dos espécimes. 8- Lamina com corte histoldgico corado em HE. 9- Microscopio

utilizado para analise das laminas histolégica.
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3.6 Analise Histolégica

Os blocos de parafina foram cortados utilizando o micrétomo
rotativo/semiautomatico Leica Biosystems RM2245(Leica ®, Nussloch, Alemanha),
para obtencao de cortes com cinco micrémetros de espessura, os quais foram corados
em hematoxilina e eosina (HE). As imagens histolégicas de quatro laminas histolégicas
foram escaneadas, utilizando um scanner digital ScanScope AT Turbo® (Leica
Biosystems Nussloch, Shinjuku-ku, Nuflloch / Alemanha). Em seguida, foram
realizadas analises qualitativas e semiquantitativas das imagens.

Na anadlise qualitativa foram avaliados os aspectos morfolégicos do reparo
0sseo na area da lesado, considerando a organizagao e a espessura das trabéculas
O0sseas neoformadas, tipo de tecido 6sseo, morfologia das células ésseas e presenca
de coagulo e tecido de granulagao.

Na analise semiquantitativa (histomorfométrica) foram avaliados o
preenchimento da lesao por tecido ésseo neoformado, presenga de coagulo, tecido de
granulagdo, e espessura das trabéculas ésseas na area da lesdo. Para cada
parametro foi atribuido valor (score) de acordo com os critérios apresentados na tabela

2, sendo a analise realizada de forma cega pelo examinador.
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Tabela 2 — Parametros e critérios utilizados na atribuigao de valores (score)

para analise histomorfométrica.

Score 0 1 2 3 4
Preenchimento Auséncia de Neoformacéo Neoformacgéo Neoformacéo Neoformacéo
da lesao neoformacao Ossea Ossea Ossea Ossea
O6ssea na preenchendo preenchendo preenchendo preenchendo
area da até 25% da entre 25% e entre 50% e entre 75% e
lesdo. area da 50% da 75% da 100% da
lesdo. area da area da area da
leséo. leséo. leséo.
Presenca de Auséncia de Coagulo Coagulo Coagulo Coagulo
coagulo coagulo na preenchendo preenchendo preenchendo preenchendo
area da até 25% entre 25% e entre 50% e entre 75% e
leséo. da area 50% da 75% da 100% da
da lesdo. area da area da area da
leséo. leséo. lesao.
Tecido de Auséncia de Pequena Grande
granulagao tecido de quantidade de quantidade de
granulagao na tecido de tecido de
area granulagéo granulagdo na
da leséo. na area area
da leséo. da leséo.
Espessura das Auséncia de Trabéculas Trabéculas
trabéculas trabéculas Osseas Osseas
dsseas na delgadas na espessas na
area area da area da
da leséo. leséo. leséo.
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4. RESULTADOS

Durante o periodo experimental, os animais diabéticos mantiveram
hiperglicemia (glicemia média de 486,29 mg/dl), reducdo de peso, polifagia,
polidipsia e poliuria. De forma geral, em todos os grupos, foi verificada progressao
do reparo 6sseo, ainda que com atraso nos grupos diabéticos. No periodo de 3
dias, predominou a presencga de coagulo e a partir de 5 dias a neoformacgéo éssea
foi evidente, e mais expressiva em 7 dias. O reparo 6sseo ocorreu a partir da
periferia da lesao, por atividade dos osteoblastos, constituindo um tecido ésseo do

tipo primario.

4.1 Analise histologica qualitativa

A imagens histolégicas mostraram tecido 6sseo tipo primario em formacgao,
com osteoblastos na superficie, com morfologia de células em atividade de sintese
proteica, e muitos ostedcitos incluidos na matriz éssea. Foi possivel visualizar a
descontinuidade em uma das corticais, compativel com os defeitos &sseos
confeccionados.

O processo de neoformacdo Ossea, apresentou-se mais evidente nos
periodos 5 e 7 dias em todos em grupos. Entreas trabéculas neoformadas observou-
se organizacgao de tecido medular. Nao foram observados ocorréncia de necrose ou
reabsorgao 6ssea inflamatoria no interior do defeito ésseo.

Nos fémures de animais normoglicémicos com LTBP, no periodo de 3 dias,
observou-se, moderada presencga de infiltrado inflamatério e coagulo sanguineo. Ja
no periodo de 5 dias, verificou-se a evolugao do reparo com a redugao do coagulo e
presenca de tecido de granulagdo. Foi observado também, organizagdo do tecido
medular, associado ao tecido 6sseo neoformado. No periodo de 7 dias, a area da
lesdo estava quase completamente preenchida por tecido ésseo neoformado com
trabéculas mais espessas e praticamente sem coagulo residual (Fig.4).
Aparentemente, o reparo 6sseo no grupo normoglicémicos com LTBP estava
adiantado em relagcdo ao grupo normoglicémico sem LTBP.

A analise histoldgica, em geral mostrou que o processo de reparo foi mais lento



no grupo diabético. No periodo de 3 dias, verificou-se intensa presenca de infiltrado
inflamatdrio e coagulo sanguineo. No periodo de 5 dias, foi observado a presenga de
fibras colagenas, porém com pouco tecido 6sseo neoformado e ainda intensa
presenca de coagulo e de tecido de granulagdo. Em 7 dias, também foi verificado a
presengca de coagulo residual. Houve a neoformagao oOssea, porém, trabéculas
Osseas mais finas comparado aos grupos normoglicémicos (Fig. 5).
Nos fémures de animais diabéticos que receberam a LTBP, no periodo de

3 dias, observou-se, intensa presenga de infiltrado inflamatoério e coagulo sanguineo.
Ja no periodo de 5 dias, pode-se verificar a evolugdo do reparo com a redugao do
coagulo e menor presenga de tecido de granulagdo, comparado ao grupo diabético
sem LTBP. Igualmente, em 7 dias, estava presente tecido 6ésseo neoformado com
trabéculas mais espessas comparado ao grupo diabético sem LTBP (Fig. 5).

CONTROLE SEM LASERTERAPIA CONTROLE COM LASERTERAPIA

-

3 dias |

5 dias "

Figura 4 - Igens histologicas de corte Iongitudnal de femur do grupo norlicémico, com e sem
LTBP, nos trés periodos de analise. Cortical 6ssea (CT), coagulo sanguineo (CO) neoformagao
ossea (NO), tecido de granulagéo (TG). Hematoxilina e Eosina (ampliagao original 20X).
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DIABETICOS SEM LASERTERAPIA DIABETICOS COM LASERTERAPLIA

Figura 5 - Imagens histolégicas de corte longitudinal de fémur do grupo Diabético, com e sem laserterapia,
nos trés periodos de analise. Cortical éssea (CT), coagulo sanguineo (CO) neoformagado dssea (NO),

tecido de granulagéo (TG). Hematoxilina e Eosina (ampliagéo original 20X).
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4.2 Anéalise Semiquantitativa

A anadlise histologica de todos os grupos mostrou tecido ésseo primario
neoformado na area do defeito 6sseo, ao longo dos periodos experimentais. O grupo
Diabéticos, em todos os periodos, apresentou maior presenga de coagulo residual e
tecido de granulacdo, comparado aos outros grupos. De forma geral, os grupos
normoglicémicos apresentaram tecido 0sseo neoformado com trabéculas mais
espessas em relagao aos grupos diabéticos (Tabela 3).

No grupo Normoglicémico + LTBP (7 dias), houve menor extensao de coagulo
e quantidade de tecido de granulagdo. O reparo 6sseo do Diabético + LTBP foi
aparentemente semelhante ao grupo Normoglicémico (Tabela 4 e 5).

A analise histoldgica semiquantitativa geral mostrou que no grupo diabético o
processo de reparo foi mais lento que o grupo normoglicémico. No periodo de 5 dias,
0 grupo normoglicémico ja mostrou neoformagao 6ssea evidente e redugéo de areas
de coagulo, enquanto que no grupo diabético havia extensa area de coagulo. Em 7
dias, no grupo normoglicémico foi possivel observar a area da lesdo quase
completamente preenchida por tecido 6sseo neoformado, enquanto que nos
diabéticos ainda havia areas de coagulo (Tabela 4).

Tanto nos animais do grupo normoglicémico quanto diabéticos, a LTBP
promoveu melhora no processo de reparo 6sseo. Esse aspecto foi observado pela
presenca de trabéculas ésseas mais espessas no grupo normoglicémico + LTBP e
pela reducdo de areas de coagulo e aumento de neoformacédo déssea no grupo
diabético + LTBP (Tabela 6). Foi possivel identificar uma maior atividade de
neoformacdo éssea nos grupos Normoglicémicos e nos grupos que receberam
laserterapia. Nesses, observou-se maior quantidade de tecido 6sseo neoformado e

uma melhor distribuicdo do mesmo na area do reparo.
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Tabela 3 — Analise semiquantitativa (média de n=4) do preenchimento da lesdao com

neoformacgao 6ssea em todos os grupos e periodos (Score *).

Preenchimento da Lesdo com Neoformacgdo Ossea (%)

3 dias 5 dias 7 dias
Normoglicémicos 1 2 3
Normoglicémicos + LTBP 1 2 4
Diabéticos 1 1 2
Diabéticos + LTBP 1 2 3

*Scores: 1 = 0-25%, 2 = 26-50%, 3 = 26-50%, 4 = 51-75%, de neoformacgao 6ssea na area da
lesédo

Tabela 4 - Analise semiquantitativa (média de n=4) da presenca de coagulo na lesdo em

todos os grupos e periodos (Score *).

Presenca de coagulo na Leséao (%)

3 dias 5 dias 7 dias
Normoglicémicos 4 3 2
Normoglicémicos + LTBP 3 3 1
Diabéticos 4 4 2
Diabéticos + LTBP 4 3 2

* Scores: 0 - Auséncia de coagulo na area da leséo; 1 - Coagulo preenchendo até 25% da area da
lesdo; 2 - Coagulo preenchendo entre 25% e 50% da area da leséo; 3 - Coagulo preenchendo

entre 50% e 75% da area da leséo; 4 - Coagulo preenchendo entre 75% e 100% da area da leséo.
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5. DISCUSSAO

No presente estudo foi avaliado o reparo ésseo em ratos normoglicémicos e
ratos diabéticos em trés periodos diferentes, sendo comparado o reparo de lesdes em
fémures que receberam LTBP com os que ndo receberam a terapia. Os principais
parametros analisados foram neoformacao éssea, espessura das trabéculas dsseas,

presenca de coagulo e tecido de granulagdo. As analises histolégicas qualitativa e
semiquantitativa mostraram que a LTBP melhora o reparo ésseo dos ratos diabéticos.

O animal escolhido para a realizagao do experimento foi o rato macho da
espécie Rattus norvegicus, raca Wistar. A escolha deve-se ao fato de a espécie
possuir dados fundamentais bem conhecidos como curvas de crescimento do animal,

do cranio, do esqueleto e de varios érgdos (BIOTERIO DE PRODUCAO E
EXPERIMENTACAO DA FCF-IQ/USP, 2020). Tais dados foram obtidos por meio de
varias pesquisas realizadas com a espécie e estdo contidas no livro "The Rat: Data
and References Tables for the Albino Rat (Mus norvegicus albinis) and the Norway
Rat (Mus norvegicus)"(DONALDSON,1915). Ratos da raga Wistar sao considerados
de facil manipulacéao e apresentam, em geral, baixa incidéncia tumoral e a alopecia
(BIOTERIO DE PRODUCAO E EXPERIMENTACAO DA FCF-IQ/USP, 2018).

O anestésico utilizado foi a quetamina 10%, associada ao relaxante muscular
cloridrato de xilazina 2%. A quetamina é um agente anestésico dissociativo (CRUZ et.
al., 2000), que estimula, indiretamente, o sistema cardiovascular, sendo, também,
inotropico positivo, além de causar aumento da pressao arterial, da frequéncia e do
débito cardiaco (VALADAO, 2002). A xilazina é um a2 agonista, que, no sistema
cardiovascular, inicialmente leva a um aumento de pressao arterial seguido de
hipotensao, diminui a frequéncia e o débito cardiacos (ALLEN & DOWNEY, 1983).
Assim, a associagao de quetamina e xilazina auxilia o controle da pressao arterial e
frequéncia cardiaca.

A indugéo da DM foi feita através da administragdo de estreptozotocina (STZ)
por via intravenosa. A droga produz um efeito toxico sobre as células pancreaticas,
induzindo um modelo de diabetes mellitus tipo 1 (MOSTAFAVINIA et al., 2018). A DM
tipo 1, € mais semelhante ao diabetes humano, pois as células B produtoras de insulina
no pancreas ainda tém certo grau de fungdo. O modo mais estavel e préximo da
doenga, com baixas taxa de reversdo e mortalidade, mencionados na literatura tem

sido a combinagao da via intravenosa e a droga de STZ (JAVADIEH et al., 2009).
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O defeito 6sseo criado, de 2,3mm de didametro e 2,0mm de profundidade
aproximadamente, € suficiente para causar alteragdes significativas na estrutura
o0ssea (FOLLAK et al.,2004), sendo possivel verificar as fases do processo de reparo
0sseo. Uma lesdo nesse tecido requer que a loja seja preenchida por um coagulo
sanguineo e que espagos medulares sejam abertos para que as células do enddsteo
e também do periésteo possam invadir o tecido de granulagéo e fazer parte dele no
lugar dos fibroblastos. Esta representa uma das principais razdes para os cuidados
com as margens cirargicas durante procedimentos operatérios nos 0ssos
(CONSOLARO, 2009).

Na fase inicial do reparo 6sseo ha intensa proliferacdo celular, sendo um
periodo caracterizado por osteogénese ativa, com aumento da atividade osteoblastica
e intensa deposi¢cao de matriz 6ssea. (ROCHA et al., 2015). Em todos os periodos, o
grupo diabético observou maior quantidade de coagulo, trabéculas mais finas e menor
quantidade de matriz 6ssea neoformada. Esses achados estéo relacionados ao fato
de o DM prolongar a fase inflamatéria (AL- WATBAN et al., 2006) e também prejudicar
a formacao e funcao de osteoblastos e osteoclastos (FOLLAK et al., 2004), atrasando
todo o processo de reparo dsseo.

No grupo diabético verificou-se a presencga de trabéculas 6sseas mais finas, em
5 e 7 dias, menor neoformagao dssea, maior quantidade de tecido de granulacéo e
maior quantidade de coagulo, quando comparado aos animais normoglicémicos,
caracterizando comprometimento no reparo 6sseo (PARK & KANG, 2012). Estes
achados podem estar relacionados ao fato de o DM diminuir a proliferacao e
diferenciagcdo de células osteoblasticas, além de reducdo dos niveis séricos de
osteocalcina e da resisténcia biomecanica no reparo em individuos diabéticos (KAYAL
et al., 2007). O impacto no reparo 6sseo, pode representar um problema importante
para os pacientes diabéticos, ocasionando atraso na cicatrizacao, possivel nao uniao
O0ssea, maior risco de complicagbes clinicas como infeccdes, amputacdes e
mortalidade (MARIN et al.; 2018).

A aceleracgao do reparo foi evidente nos grupos com LTBP, especialmente nos
diabéticos que receberam LTBP, em 7 dias observou-se neoformacdo ossea
estendendo-se até a cortical oposta, com aumento significativo da porcentagem de
neoformacdo 6ssea e menor presenga de coagulo, quando comparado ao grupo

normoglicémico (Controle).
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Os processos estimulados pela LTBP incluem a estimulagdo da produgao de
ATP mitocondrial, proliferagdo celular, a sintese de proteinas e colagenos,
diferenciagao de osteoblastos e condrdcitos. (KARU, 1989; MERLI et al., 2005; TAJALI
et al., 2010). Esses efeitos, por sua vez, levarao a outros efeitos fisiolégicos com uma
maior profundidade e extensdo considerados efeitos secundarios. Entre os efeitos
secundarios estdo: aumento da microcirculagdo e de mediadores quimicos, com
vasodilatacao que pode se manifestar a menor distancia dependendo da poténcia de
irradiagcdo; aumento da tonicidade local, reparo da funcdo nervosa apds lesao,
equilibrio da fungdo hormonal, regulagdo da imunidade e do sistema linfatico. Tais
efeitos aceleram os processos de reparagao do tecido 6sseo, diminui o risco de
infeccao, reforga as atividades metabdlicas e redugao da dor (AGNE, 2013; TUNER &
HODES, 2010).

Atualmente, ndo existe um protocolo estabelecido ou parametros Oopticos
preconizados na literatura, usando por vezes, fluéncias altas e baixas conseguindo
resultados satisfatérios. Os parametros mais utilizados situam-se nas fluéncias baixas,
pois acredita-se que doses elevadas poderiam inibir e prejudicar o processo de reparo
(PIRES-OLIVEIRA. et al., 2010). Os protocolos de laser para remodelagao 6sseasao
variados na literatura. No presente estudo foi escolhido o comprimento (830 nm), cujo
objetivo era atingir o tecido ésseo. O laser de diodo infravermelho tem comprimento
de onda de 800-980 nm (COLUZZI, 2000). Os comprimentos de onda de 600-700 nm
tem a capacidade de penetragao nos tecidos mais superficiais, ja espectros entre 780-
950 nm penetram em tecidos mais profundos (KARU & KALVAKOV, 2005). Os
animais foram submetidos a irradiagao logo apds o procedimento cirurgico, sendo
aplicado posteriormente, com intervalos de 48 horas, durante os periodos de 3,5¢e 7
dias, estando de acordo com o protocolo sugerido por Nascimento et al. (2015). O
protocolo de irradiagao utilizando 4 J / cm2, tem se mostrado eficaz nos casos em que
uma rapida e eficaz reparagao 6ssea € desejada (PINHEIRO et al., 2006).

O presente estudo contribuiu para o entendimento dos efeitos da laserterapia
no reparo 0sseo, porém mais investigacbes sao necessarias para melhor esclarecer
0s mecanismos de acao da fotobiomodulagdo no processo de reparo tecidual. Tal
como, a definicao de protocolos e suas variagdes, de acordo com o estado fisiolégico

e capacidade proliferagao celular do organismo.
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6. CONCLUSAO

A Laserterapia de Baixa Poténcia melhora o reparo ésseo em ratos diabéticos,
otimizando as fases inicias do reparo, reduzindo os efeitos deletérios do diabetes.
Esses efeitos da Laserterapia sdo mais evidentes no periodo de 7 dias apds de reparo.
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