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RESUMO

Objetivo: Verificar os efeitos da associagio do Biosilicato® com o US
e com o LLLT no processo de consolidagdo 6ssea em ratos, a partir
da analise biomecanica e histologica. Métodos: Foram utilizados 40
ratos machos distribuidos em quatro grupos (n = 10): grupo controle
fratura sem tratamento (GCF); grupo tratado com Biosilicato® (GB);
grupo tratado com Biosilicato® + laser (GBL); grupo tratado com
Biosilicato® + US (GBUS). Resultados: A analise biomecanica nio
apresentou diferenca estatisticamente significativa nos grupos apos
o periodo experimental de 14 dias. Na analise morfométrica, o grupo
controle apresentou presenga moderada de tecido dsseo neoformado
no interior dos defeitos e o grupo tratado com Biosilicato® apresen-
tou resultados semelhantes. No entanto, foi observado o potencial
osteogénico do biomaterial, uma vez que houve grande presenga de
células e tecido 6sseo ao redor das particulas. Interessantemente, os
grupos Biosilicato® associado ao laser terapéutico e ao US demons-
traram quantidades menores de deposi¢do de tecido dsseo quando
comparados aos grupos controle fratura e Biosilicato®. Conclusdo:
A partir dos dados deste estudo podemos concluir que o Biosilicato®
foi capaz de acelerar e potencializar a recuperagao ossea, através da
modulagdo do processo inflamatério e da estimulagdo da formagao
de tecido 6sseo novo. No entanto, quando a LLLT ou o US foram
associados, ndo foram encontrados resultados positivos.

Descritores — Tecido Osseo; Ultrassom; Laser; Materiais Bio-
compativeis; Ratos

ABSTRACT

Objective: Verify the effects of the association between Bio-
silicate® and ultrasound and, Biosilicate® and laser in bone
consolidation process of rats, through the biomechanical and
histological analysis. Methods: Forthy male rats were used. The
animals were randomized into four groups (n=10): control group
fracture no treated (CGF), group treated with Biosilicate® (BG),
group treated with Biosilicate® and laser (BLG); group treated
with Biosilicate® and ultrasound (BUG). Results: The biome-
chanical analysis showed no significant difference among any
groups after 14 days post-surgery. In the morphometric analysis,
the control group showed moderate presence of new formed bone
tissue inside the defects areas and the Biosilicate® group showed
similar results. Despite those facts, the biomaterial osteogenic
potential was demonstrated by the great amount of cells and
bone tissue around the particles. Curiously, the Biosilicate® plus
laser or ultrasound groups showed lower amounts of bone tissue
deposition when compared with control fracture and Biosilicate®
groups. Conclusion: The data from this study can conclude that
Biosilicate® was able to accelerate and optimized the bone con-
solidation, through the modulation of the inflammatory process
and the stimulation of new bone formation. However, when re-
sources were associated, there are no positive results.

Keywords — Bone Tissue; Ultrasound; Laser; Biocompatible
Materials; Rats
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INTRODUCAO

Quando ocorre lesdo no tecido 6sseo, o organismo
desencadeia uma série de eventos a fim de promover o
reparo 6sseo. Este, por sua vez, € um complexo processo
fisiologico regenerativo onde uma série de eventos celu-
lares € moleculares esta envolvida'). Devido a sua com-
plexidade, qualquer déficit ocorrido em algum ponto da
etapa altera a sequéncia fisiologica, que pode culminar
na deficiéncia da regeneragdo e, consequentemente, no
atraso da consolidacdo e mesmo na ndo-unido ossea. E
estimado que, ocorram somente nos Estados Unidos,
cerca de 6,2 milhdes de fraturas, sendo que destas,
aproximadamente 5-10% desenvolvem problemas no
processo de reparo(.

Dentro desse contexto, varios métodos vém sendo
utilizados, a fim de melhorar e acelerar o processo de
consolidagdo®. Dentre estes, podem ser citados os efei-
tos de tratamentos como a aplicagdo de materiais bio-
ativos, a utilizagdo do ultrassom de baixa intensidade
(US) e do laser terapéutico de baixa poténcia (LLLT)®.

Materiais bioativos ou biomateriais sdao definidos
como um material capaz de produzir uma resposta bio-
logica especifica na interface entre o material e o tecido,
formando uma ligacdo entre esses, sem ser toxico ou
promover respostas imunologicas>. Nosso grupo de
pesquisa desenvolveu, na década de 90, uma vitrocera-
mica altamente bioativa ¢ com elevadas propriedades
mecanicas denominada Biosilicato®®. Alguns estu-
dos vém demonstrando os potenciais osteogénicos do
Biosilicato® tanto in vitro como in vivo®™7,

Além disso, o LLLT e o US também tém se destacado
por seu potencial osteogénico. Os efeitos desta terapia
sdo relatados por diversos autores. Renno et al/® e Stein
et al® mostraram um aumento significativo na prolife-
racdo de osteoblastos apés irradiagdo com laser 830nm,
20J/cm?. Além disso, o laser parece acelerar o processo
de reparo da fratura e causar aumento no volume do
calo e densidade mineral 6ssea!?. Pinheiro e al'"V mos-
traram que o laser (830nm, 40mW, 4.8J/cm?) foi capaz
de aumentar a quantidade de tecido dsseo mineralizado
em fraturas induzidas em fémures de ratos. Da mesma
forma, o US apresenta resultados positivos no aumento
da proliferagao celular e na aceleracdo da consolidagao
Ossea apOs uma fratura, bem como no aumento das pro-
priedades biomecénicas do calo dsseo em ratos e coe-
lhos!>!3). Takikawa et al'® observaram, em um estudo
experimental, que apos seis semanas de tratamento, o US
aumentou significativamente o indice de consolidagao

em fraturas com ndo-unido dssea comparado com o gru-
po controle. Estes mesmos resultados foram encontrados
por Sun et al'¥ ¢ Lirani-Galvao et al".

Conforme o exposto acima, os biomateriais, o US ¢
o LLLT vém surgindo como alternativas promissoras no
tratamento de fraturas osseas, pois além de apresentarem
um grande potencial osteogénico, constituem métodos de
tratamento ndo-invasivos e apresentam um custo relati-
vamente baixo. No entanto, existe uma grande lacuna na
literatura em estudos investigando os efeitos da associa-
¢do desses recursos no processo de consolidagdo. Dentro
deste contexto, este trabalho tem como objetivo verificar
os efeitos da associagdo do Biosilicato® com o US e com
LLLT no processo de consolida¢do dssea em tibia de ratos.

METODOLOGIA

Foram utilizados, neste estudo, 40 ratos machos Wis-
tar, com peso entre 280 e 320g. Os animais permanece-
ram em condi¢cdes ambientais controladas (ciclo claro/
escuro de 12/12 horas, ambiente higienizado, tempe-
ratura de 24 *+ 2°C e ventilagdo adequada), nas quais
receberam ragdo comum e agua a vontade. Este estudo
foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentagdo
Animal da Universidade Federal de Sao Carlos (parecer
n°. 023/2006).

Os animais foram distribuidos, aleatoriamente, em
quatro grupos (n = 10): grupo controle com fratura
(GCF) — os ratos deste grupo foram submetidos a fra-
tura, porém sem tratamento; grupo Biosilicato® (GB)
— os ratos foram submetidos a fratura e tratados com
Biosilicato®; grupo Biosilicato® + laser (GBL) — ratos
submetidos a fratura e tratados com a associacdo de
Biosilicato® + laser; grupo Biosilicato® + US (GBUS)
—ratos submetidos a fratura e tratados com a associagao
de Biosilicato® + US.

Para a realizacdo dos defeitos dssecos, os ratos fo-
ram anestesiados de acordo com o peso corporal, com
uma mistura de ketamina e xilazina (80/10mg/kg). Apds
anestesia, tricotomia e assepsia, foi realizada uma in-
cisdo tibial em ambas as tibias. Com a ajuda de uma
minifuradeira, com fresa de 2,0mm de didmetro, irrigada
com soro fisioldgico, foram realizados defeitos 6sseos
no terco médio da tibia (10mm abaixo da articulagdo do
joelho). Finalizando, o musculo e a pele foram suturados
com fio de ndilon monofilamentar 4.0 e distancia de
lem entre os pontos e foi feita a limpeza local. Os ani-
mais foram mantidos com livre acesso a agua e comida
até o momento do sacrificio.
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TRATAMENTOS

Biomaterial

O material bioativo utilizado foi o Biosilicato®. O
Biosilicato® ¢ uma vitroceramica altamente bioativa,
apresentando os elementos quimicos silicio, oxigénio,
sodio, calcio e fosforo (Si, O, Na, Ca e P), sendo li-
berados em solugdo na forma de Si(OH),, Na*, Ca*" e
PO,”. O Biosilicato® foi empregado neste estudo através
de graos de aproximadamente 180-212um. Este foi in-
troduzido no defeito logo apds a realizacdo do mesmo,
através de uma espatula apropriada até o preenchimento
completo da fratura circular. Os detalhes da composigao
e do tratamento térmico estdo descritos na patente WO
2004/074199.

Laser de baixa intensidade

O aparelho utilizado foi um modelo portatil de Laser
DMC, THERALASE versao 24, classe 3B, Ga-Al-As
diodo, com comprimento de onda de 830nm, emissdo
continua, poténcia de saida de 100mW, densidade de
poténcia de 3,57W/cm?, area do feixe de 0,028cm?, di-
vergéncia de 1,5°. A aplicagdo foi realizada em apenas
um ponto com fluéncia de 120J/cm?, por 34 segundos,
fornecendo 3,4J de energia.

Ultrassom de baixa intensidade

Foi utilizado um modelo portatil de US (marca
Exogen, Estados Unidos), modo pulsado com burst de
1,5MHz, com largura de pulso de 200us, frequéncia de
repeticdo de pulso de 1KHz e intensidade de 30mW/cm?,
durante 20 minutos.

Os tratamentos se iniciaram imediatamente apds o
procedimento operatdrio e no segundo, quarto, sexto,
oitavo, décimo e décimo segundo dias de pds-operatorio,
totalizando sete aplicagdes em 14 dias.

No 14° dia apds o procedimento experimental, os
animais sofreram eutandsia através de uma dose letal
de anestésico, injetado por via intraperitoneal. As tibias
foram retiradas e o tecido mole foi removido para pos-
teriores analises.

Analise biomecanica

A anédlise biomecanica foi realizada através do teste
de flexao de trés pontos. O teste foi realizado na tibia di-
reita dos animais de todos os grupos. Os ensaios biome-
canicos foram realizados na maquina de ensaio universal
Instron, modelo 4444, em temperatura ambiente. Para a
realizagdo do teste foi utilizada uma célula de carga com
capacidade méaxima de 1KN e pré-carga de 5N. Foi uti-
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lizado um suporte de metal de 3,8cm de comprimento,
expondo somente 1,8cm do corpo de prova. As tibias
foram posicionadas com a regido do defeito voltada para
baixo, de modo a submeter esta regido a uma tragdo. A
partir deste teste foram obtidas as seguintes variaveis:
carga maxima (KN), resiliéncia (J) e tenacidade (J).

Analise histoldgica

As tibias foram submetidas a descalcificagao em solu-
¢do descalcificadora de MORSE (citrato de sodio a 20%
e acido formico a 50% em partes iguais) e posteriormen-
te processado em parafina. Os blocos de parafina foram
cortados longitudinalmente com espessura padronizada
de 5,0um e as laminas histologicas foram confecciona-
das. Os cortes foram entdo corados com hematoxilina e
eosina (HE), para a analise qualitativa, e com tricdmico
de Masson (TM) para a morfometria. Cada animal foi
representado por duas laminas histologicas, cada uma
com uma série de no minimo trés cortes consecutivos.

A analise histopatologica qualitativa foi realizada atra-
vés de um microscopio de luz (Olympus, Optical Co.
Ltd, Toquio, Japao). Foram consideradas as modificagdes
como presenca de osso neoformado, tecido medular, pre-
senga de infiltrado inflamatorio e de tecido de granulagao.

A morfometria da area de osso neoformado na regido
do defeito de cada animal foi mensurada utilizando um
sistema de analise de imagem Motican 5.0. As laminas
foram observadas em duas areas da regido cortical do
defeito. As duas areas foram selecionadas e nomeadas
C1 e C2 correspondendo a area cortical superior e in-
ferior do defeito. O tecido 6sseo neoformado presente
nessas regides foi mensurado e a area registrada na ob-
jetiva de 10X. Depois de registradas, as areas foram
somadas, resultando no total da area de tecido neofor-
mado do defeito.

ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados estatisticamente através
de técnicas descritivas, tais como tabelas e graficos, na
forma de médias e desvios padrdo. O teste de normali-
dade Shapiro-Wilk's W test foi utilizado para todas as
varidveis. Nos casos em que houve distribuicdo normal
da amostra, as comparagdes foram feitas usando one-
way (ANOVA) com post hoc Tukey-HSD. Nos casos em
que houve distribuigdo anormal da amostra, o teste de
Kruskal-Wallis foi utilizado. As andlises foram realizadas
no software Statistica versao 7.0. O nivel de significancia
foi de p < 0,05.



COMPARACAO DOS EFEITOS DO LASER DE BAIXA POTENCIA E DO ULTRASSOM DE BAIXA INTENSIDADE
ASSOCIADO AO BIOSILICATO® NO PROCESSO DE REPARO OSSEO EM TIBIAS DE RATOS

105

RESULTADOS

Analise biomecanica

A Tabela 1 apresenta as médias e desvios padrao
das propriedades mecanicas de todos os grupos experi-
mentais. A andlise estatistica ndo demonstrou nenhuma
diferenga significativa entre nenhum dos grupos ap6s o
periodo experimental de 14 dias.

Tabela 1 — Propriedades biomecéanicas das tibias dos grupos
experimentais (média + DP).

Grupo Carga maxima (KN) Tenacidade (J) Resiliéncia (J)
GCF 0,064 + 0,020 0,057 + 0,011 0,029 + 0,012
GB 0,063 + 0,014 0,069 + 0,018 0,033 + 0,010
GBUS 0,053 + 0,012 0,049 + 0,018 0,027 + 0,010
GBL 0,049 + 0,014 0,057 + 0,020 0,028 + 0,007

GCF: controle fratura; GB: Biosilicato® GBUS: Biosilicato® + ultrassom; GBL: Biosilicato® + laser.

Analise histologica qualitativa

Pode ser observado na Figura 1A que o grupo controle
apresentou presenga moderada de tecido dsseo neofor-
mado no interior dos defeitos e presenca moderada de
infiltrado inflamatdrio. Nos animais tratados somente com
Biosilicato® foram observados achados histopatologicos
semelhantes aos animais do grupo controle, com quanti-
dade moderada de tecido 6sseo neoformado (Figura 1B).
No entanto, foi observado o potencial osteogénico do bio-
material, uma vez que houve grande presenca de células
e tecido Osseo ao redor das particulas. Interessantemente,
os grupos Biosilicato® associado ao laser terapéutico e ao
US demonstraram presenca de infiltrado celular, porém
com quantidades menores de deposi¢do de tecido 6sseo
neoformado quando comparados aos grupos controle fra-
tura e Biosilicato® (Figura 1C e 1D).

Figura 1 - Fotomicrografias dos achados morfolégicos dos diferentes grupos experimentais. Pode ser observado na regido do defeito,
tecido de granulacédo (setas), tecido neoformado (*) e nos respectivos grupos a presenga do biomaterial (B). (A) GCF: controle
fratura; (B) GB: Biosilicato®; (C) GBUS: Biosilicato® + ultrassom; (D) GBL.: Biosilicato® + laser. Colorag&o: H.E.
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Analise morfométrica

Pode ser observado na Figura 2 que os grupos tra-
tados com a associacdo do Biosilicato® e laser e Biosi-
licato® e US apresentaram valores significativamente
menores de area de tecido 6sseo neoformado quando
comparados com o grupo controle sem tratamento e ao
grupo tratado somente com Biosilicato®. No entanto,
nenhuma diferenca foi encontrada entre esses grupos.

Area de Osso Neoformado (um?)

250000

200000
150000
a*
100000 a*
- i i
1]
GCF GBE GBL

GBUS

Figura 2 — Média e desvio padrdo da area de osso neoformado
dos diferentes grupos experimentais. a p < 0,05 vs. GCF; * p
< 0,05 vs. GB. GCF: controle fratura; GB: Biosilicato®; GBL.:
Biosilicato® + laser; GBUS: Biosilicato® + ultrassom.

DISCUSSAO

O uso de biomateriais para reparo 6sseo tem crescido
consideravelmente nos altimos anos''®), O presente estu-
do evidenciou o potencial osteogénico do Biosilicato®,
uma vez que foi possivel observar a deposigao de tecido
6sseo neoformado ao redor das particulas do biomate-
rial. No entanto, a quantidade de tecido ¢sseo nao foi
maior que o grupo controle, possivelmente pelo curto
periodo experimental empregado neste trabalho. Além
disso, nenhuma alteracdo nas propriedades biomecanicas
foi observada.

Neste trabalho, utilizamos um material vitroceramico
altamente bioativo chamado Biosilicato®. E relatado na
literatura que quando um material bioativo entra em
contato com fluidos corpdreos, uma camada de hidro-
xicarbonatoapatita ¢ formada na superficie, promoven-
do assim a osteogénese!!”. Estudos prévios, tanto in
vivo quanto in vitro, demonstraram um alto potencial
osteogénico do Biosilicato®. Moura et a/® demonstra-
ram que o Biosilicato® pode induzir a formagao de tecido
6sseo em um sistema de cultura de células osteoblasticas.

Rev Bras Ortop. 2012;47(1):102-107

Em estudo in vivo, Granito et al”, observaram maior for-
magio 6ssea em defeitos preenchidos com Biosilicato®
comparado ao biovidro 45S5®, considerado atualmente
o padrdo ouro em materiais bioativos.

A partir dos resultados positivos do Biosilicato®
no processo de reparo 0sseo, foi levantada a hipotese
de que o efeito deste material poderia ser potencia-
lizado pela irradiagdo laser e/ou a energia ultrassom.
Porém, os resultados do presente estudo demonstra-
ram que os animais que tiveram os defeitos 0sseos
preenchidos com Biosilicato® e expostos ao LLLT e
ao US apresentaram uma diminuig¢do significativa na
quantidade de tecido neoformado quando comparados
com o grupo controle.

Nao ¢ claro o mecanismo pelo qual isso ocorre.
Sabe-se que o Biosilicato® é uma vitroceramica al-
tamente bioativa® e que tanto o LLLT quanto o US
possuem um grande potencial osteogénico'>'®, Uma
hipotese seria que a associacdo destas modalidades
de tratamento poderia ter provocado um excesso de
estimulo no local da lesdo. Além disso, parametros
como poténcia, comprimento de onda e fluéncia po-
dem ter influenciado nesse processo e poderiam ter
inibido a migrag¢do e crescimento celular na superficie
da vitroceramica.

Resultados similares foram encontrados por Renno
et al™ que avaliaram in vitro os efeitos da terapia
laser 830nm, 10J/cm? na proliferacdo de células
osteoblasticas em scaffolds de Biosilicato®. Foi
demonstrado que as células MC3T3 cresceram com
sucesso em scaffolds compostos por Biosilicato®,
com células osteoblasticas apresentando morfologia
normal, e aderiram e proliferaram facilmente
através da superficie dos discos. Por outro lado, a
irradiagdo laser produziu uma diminui¢ao em 13%
na proliferacdo de osteoblastos (MC3T3) nos discos
de Biosilicato®.

Alguns estudos recentes relatam que ha aumento
na osteointegracao entre o tecido dsseo e os implantes
seguidos de laser e do US. Em um estudo avaliando
os efeitos da LLLT em implantes de hidroxiapatita,
resultados satisfatorios foram encontrados. A LLLT
GaAsAl 780nm promoveu maior grau de osteointegra-
¢d0 na interface osso-hidroxiapatita, sugerindo que a
LLLT pode ser considerada uma boa ferramenta para
acentuar a interface osso-implante na cirurgia ortopédi-
ca®?, AboElsaad ef al®V avaliaram os efeitos da LLLT
830nm e de implantes de vidros bioativos em defeitos
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periodontais. Os resultados mostraram efeito positivo
da LLLT associado com biomaterial em acelerar o re-
paro periodontal. Em um estudo avaliando a ac¢do do
US no crescimento 6sseo em implantes de hidroxiapati-
ta, Iwai et al®® encontraram resultados positivos do US
associado ao biomaterial. O US foi capaz de aumentar
o numero de osteoblastos ¢ a quantidade de osso nos
implantes de hidroxiapatita.
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