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RESUMO

Lesbes Osseas sdo fatores limitantes dos individuos. Acarretam danos a saude,
assim como problemas de ordem sécio-econdmica. Se o periodo da reparacao da
lesdo for longo, as consequéncias serdo proporcionalmente maiores. Portanto, a
preocupacao em se abreviar o periodo da consolidagdo éssea torna-se importante.
A busca e desenvolvimento de técnicas que objetivem abreviar o periodo
regenerativo da lesdo Ossea tornam-se necessarias. Nossa proposta é estudar
experimentalmente, em modelo animal, o processo de regeneracao éssea sob
estimulacéo da irradiacédo por laser Arsenieto de Galio (GaAs) de baixa intensidade.
Para tanto, foram produzidas, lesées de 3 mm de diametro, cirurgicamente, na tibia
de ratos. Apos 24 horas da cirurgia, o grupo experimental foi tratado com uma dose
de 3 Joules/cm? em aplicacbes pontuais, por dez dias consecutivos. A
experimentacao foi realizada no biotério do Centro Universitario Catolico Salesiano
Auxilium de Lins, SP (Unisalesiano), com um total 42 ratos da linhagem Albinus
wistar, machos, pesando entre 200 e 250 gramas, com aproximadamente trés
meses de idade. O periodo de experimentacao teve a duracao de 14, 28 e 56 dias, a
partir da cirurgia. Para cada periodo foram utilizados 14 ratos, onde 7 foram tratados
com laser (grupo estimulado - GE) e 7 nao foram tratados (grupo controle - GC). A
verificagdo dos resultados foi feita mediante uma leitura histoldgica e histométrica
comparativas dos GE com os GC, em cada periodo. Este estudo sugere que a
terapia a laser acelera a reparacdo 6ssea no inicio de sua aplicacdo, pelo
aumento das células osteoprogenitoras do peridsteo, formacao de cartilagem
hialina em processo de ossificacdo endocondral e, conseqientemente, de
osteoblastos, células importantes no processo de reparo 6sseo. Os resultados
indicam um aumento de trabéculas 6sseas, do 0sso compacto € do 0SSO esponjoso,
com a correspondente diminuicdo da cartilagem hialina formada inicialmente no
reparo da lesao.

Palavras-chave: Laser, reparacao 6ssea, trabécula 6ssea, cartilagem, 0sso
compacto, 0SS0 esponjoso.



ABSTRACT

Bonies injuries are limited factors of individuals. They involve damages to health,
together with economic-social order ‘s problems. If the period of reparation of injury
be long, the consequences will be proporcionally major. However, the preocupation
in to abbreviate the period of bony consolidation becomes important. The search and
development of techniques that objective to abbreviate the regenerative period of
bony injury become necessary. Our propose is to study experimently, in animal
model, the process of bony regeneration on stimulation of radiation by Arsenieto of
Galio (GaAs) laser of low intensity. For so much, were produced injuries of 3mm de
diameter, surgically, in the rats’ tibia. Later 24 hours of surgery, the experimental
group was treated with a dose of 3 Joules/cm?, in pontual applications, by ten
consecutive days. The experimentation was achieved on the “biotério” from Lins
Auxilium Salesiano Catholic University Center, SP (Unisalesiano), with a total 42 rats
of lineage Albinus wistar, males, weighting between 200 and 250 grams, with about
three months of age. The period of experimentation had have the duration of 14,28
and 56 days, since the surgery. To each period were used 14 rats, where 7 were
treated with laser (experimental group - EG) and 7 weren’t treated (control group -
CQG). The verification of outcomes was made through an comparative histological and
histometric reading of EG with the CG, in each period.. This study suggests that the
therapy the laser accelerates the bony reparation in beginning of your application, by
increase of osteoprogenitors cells of “peridsteo”, formation of cartilage in process of
endocondral bonification and, consequently, of osteoblastos, important cells in the
process of bony repair. The outcomes indicate an increase of bony trabeculs, of
compact bony and of spongy bony, with the corresponding diminiution of hialina
cartilage formed initially in the injury’s repair.

Key’ Words: Laser; Bony Reparation; Bony Trabeculs; Compact Bony; Spongy
Bony; Cartilage
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1 INTRODUCAO

Lesbes Osseas sao fatores limitantes dos individuos. Acarretam danos a
saude, assim como problemas de ordem sécio-econdmica. Se o periodo da
reparacao da lesdo for prolongado, as conseqiiéncias serdo proporcionalmente
maiores. Portanto, a preocupag¢ao em se abreviar o periodo da consolidacdo 6ssea
torna-se importante. A busca e desenvolvimento de técnicas que visem abreviar o
periodo regenerativo da lesao éssea tornam-se necessarias.

A presenca de uma lesao no tecido acarreta a baixa taxa de oxigénio no local
e também a falta de nutrientes, dificultando sobremaneira a divisao celular.
BONNARENS & EINHORN em 1991 demonstrou que a exposicdo dos tecidos a
radiacao laser de baixa poténcia (faixa do vermelho), estimula a formacéao do reticulo
endoplasmatico e do aparelho de Golgi assim como, aumentava o tamanho e o
namero de mitocdndrias. Dessa forma, essas mudancas estdo associadas a
ativacao do metabolismo e a sintese de proteinas, acelerando a regeneracao e
cicatrizacdo de tecidos. Observou-se experimentalmente, que a producdo de
colageno melhora significativamente as condi¢cdes de diversas lesdes. A producao
de colageno aumenta em tecidos expostos a radiacdo laser de baixa poténcia,
principalmente na faixa do vermelho. Verificou-se também que essa sintese
mantinha-se elevada mesmo apds dois meses da aplicagcdo do laser (MESTER,
1985).

A terapia com laser de baixa poténcia tem fundamento no efeito fotoquimico
ao nivel celular. A energia laser fornecida ao tecido provoca alteracdes, por meio de
diversas reacdes bioquimicas, ao metabolismo normal da regido tratada. O processo

de respiracao celular é acelerado pela radiacao laser de baixa poténcia, estimulando
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assim, a divisao celular, acelerando a renovacao do tecido (TIPHLOVA, 1989). A
radiacao laser de baixa poténcia é absorvida pelos citocromos das mitocéndrias, o
que estimula a oxigenagcdo do NADH que, por sua vez, estimula a cadeia de
elétrons, aumentando dessa forma, a producdo de ATP, este, permitindo a
passagem de energia para a célula, oferecendo condigcdes propicias para a
multiplicagéao celular (KARU, 1989).

Dentre os efeitos da laserterapia que a literatura indica, tem-se o estimulo da
osteogénese em casos de atrasos de ossificacdo que nao respondem a
tratamentos convencionais; estimulo a microcirculagdo e neoformagédo vascular
(PIMENTA,2005). O laser melhora o processo de reparacdo, isso é devido ao
estimulo da capacidade de cicatrizacao do tecido conjuntivo. No caso da reparacao
0ssea, a neoformacao de vasos sangiineos a partir dos ja existentes, estimula as
células mesenquimais a diferenciarem-se em osteoblastos. Estes sintetizam a parte
organica da matriz 6ssea, auxiliando assim, a reparacdo da lesdao déssea
(CORMACK, 2003).

Esses fatos demonstram que o tratamento com laser garante um efeito
duradouro devido a sua atuacao em todo o processo metabdlico da regido tratada. A
andlise dos tecidos submetidos a irradiacao laser mostrou 0 aumento da prolina, um
importante aminoacido na sintese do colageno. Conclui-se, portanto, que a sintese
de colageno esta ligada a irradiacao do tecido pelo laser de baixa poténcia (YEW,
1989). A sintese de colageno estimulada pelo laser propicia possivelmente uma
reparacao mais rapida da lesdo, € 0 que esperamos encontrar em noOSSso
experimento.

Nosso trabalho estudou experimentalmente, em modelo animal, o processo

de regeneracao 6ssea sob estimulacao do Laser Arsenieto de Galio (GaAs)
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Tecido 6sseo

O tecido 6sseo é o principal componente do esqueleto, todas as partes
moles do corpo tém suporte e apoio nele, aloja e protege a medula 6ssea, forma
caixas protetoras de 6rgaos vitais, tais como a caixa craniana, caixa toracica e canal
raquidiano. Além de dar apoio aos musculos esqueléticos, propicia um sistema de
alavancas capaz de ampliar as forcas geradas pela contracdo muscular
(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004).

E constituido de um tipo especializado de tecido conjuntivo formado por
células, osteoblasto, ostedcito, osteoclasto e material extracelular calcificado, a
matriz 6ssea (CORMACK, 2003).

Os osteoblastos sdo produtores da parte organica da matriz (colageno tipo |,
proteoglicanas e glicoproteinas), estdo sempre localizados nas superficies 6sseas,
um ao lado do outro (como um epitélio simples), sdo capazes de concentrar fosfato
de célcio, por essa razao, participam também da mineralizacdo da matriz éssea.
Quando aprisionados pela matriz recém-sintetizada passam a chamar-se osteocitos;
a matriz recém-formada préxima ao osteoblasto recebe o nome de ostedide
(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004).

Os ostedcitos, localizados em lacunas (cavidades) no interior da matriz, das
quais partem canaliculos em cujo interior ha prolongamentos destas células
comunicando-se, umas com as outras, por meio de juncdées comunicantes, tais
canaliculos sdo vitais como via de transporte de nutrientes e metabdlitos entre a

matriz, vasos sanguineos e o ostedcito (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004).
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Figura 1: Tecido 6sseo seco e desgastado mostrando os canaliculos que
constituem a via de intercambio entre 0s ostedcitos e o sangue
dos capilares do periésteo e do enddsteo — adaptado de Junqueira & Carneiro, 2004.

Os osteoclastos sédo células grandes, muito ramificadas com seis a cinqiienta
nucleos ou mais, suas ramificacdes sao bastante irregulares e possuem forma e
espessura variaveis. Localizam-se freqlentemente nas areas de reabsorcao de
tecido 6sseo, apresentando-se em depressdes da matriz escavadas pela atividade
de reabsorcao, tais depressdes sdo as chamadas lacunas de Howship. A parte ativa
dos osteoclastos estd voltada para a matriz éssea, nesse local apresenta
prolongamentos vilosos irregulares, a maioria com a forma de folhas ou pregas que
se subdividem. Em torno desta area com prolongamentos vilosos hd uma zona
citoplasmatica denominada zona clara contendo muitos filamentos de actina. A zona
clara corresponde ao local de adesdo do osteoclasto com a matriz 6ssea, neste local
ocorre reabsorgdo 6ssea. A zona clara é um microambiente fechado, acido (H*). Ai
sao secretadas colagenases e outras hidrolases que digerem a matriz organica e
dissolvem os cristais de sais de calcio. A coordenacéo da atividade dos osteoclastos

€ feita por citocinas (moléculas sinalizadoras), por horménios como calcitonina,
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produzido pela glandula tireéide e paratorménio, produzido pelas glandulas

paratire6ides (GARTNER & HIAT, 1999).

Figura 2: As setas brancas indicam 3 osteoclastos digerindo
matriz 6ssea. Na seta amarela nota-se o compartimento claro
onde tem lugar a erosédo da matriz — adaptado de Junqueira &
Carneiro, 2004.

A matriz 6ssea, € constituida por parte inorganica e organica. Na parte
inorganica os ions mais comuns sdo o fosfato e o calcio. Ocorrem também o
bicarbonato, o magnésio, o potassio e o sédio, assim como o citrato, todos em
pequena quantidade. O célcio e o fésforo formam os cristais de hidroxiapatita
[Cai0(PO4)e(OH)2]. Os cristais de hidroxiapatita possuem uma capa de hidratacéo
que facilita as trocas entre o cristal e o liquido intersticial. A parte organica da matriz
€ constituida por fibras colagenas (95%), colageno tipo I, pequena quantidade de
proteoglicana e glicoproteinas. A associacado dos cristais de hidroxiapatita com as
fibras coldgenas conferem a dureza e resisténcia do tecido 6sseo (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 2004).

O periésteo e 0 endbsteo sdo as superficies externa e interna do 0sso,

respectivamente. No periésteo, mais superficialmente, estdo presentes fibras
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colagenas e fibroblastos; mais internamente apresenta as chamadas fibras de
Sharpey, sao feixes de fibras colagenas que penetram no tecido ésseo prendendo-
se firmemente ao osso. Na sua regido mais profunda, préxima ao tecido 6sseo,
possui células osteoprogenitoras capazes de multiplicar-se por mitose e
diferenciarem-se em osteoblastos, correspondendo a uma importante funcdo no
crescimento do 0sso e na reparacao de fraturas oOsseas. O endésteo €
freqientemente constituido por uma camada de células osteogénicas achatadas que
revestem as cavidades dos 0ssos esponjosos; revestem também o canal medular,
os canais de Havers e os de Volkmann. Tanto o peridosteo como o endésteo tém
funcdo de nutrir o tecido ésseo, assim como fornecer novos osteoblastos no
processo de crescimento e regeneracdao do osso (JUNQUEIRA & CARNEIRO,

2004).

2.2 Tipos de tecido 6sseo

a) Osso compacto e 0sso esponjoso

A olho nu, quando se observa a superficie de um osso serrado, nota-se que
ele é formado por partes sem cavidades visiveis, portanto, macroscopicamente, diz-
se que é 0sso compacto; a parte com muitas cavidades intercomunicantes,
denominamos 0sso esponjoso. Nas epifises dos ossos longos (por ex.: tibia),
encontra-se 0ss0 esponjoso com uma delgada camada superficial de 0sso
compacto; na diafise (parte cilindrica) é quase que totalmente compacta com pouca
quantidade de 0sso esponjoso na sua parte mais profunda. Ossos curtos (por ex.:

0ssos do carpo), sao constituidos por 0sso esponjoso no centro e recobertos por
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superficie compacta. Nos ossos chatos (por ex.: abdbada craniana), ha duas
camadas de 0sso compacto externamente, denominadas tabuas interna e externa;
essa duas camadas sao separadas por 0SSO esponjoso, que aqui recebe o nome de

diploe (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004; CORMACK, 20083).

Figura 3 A e B: Em A corte grosso de um 0sso seco mostrando o0 0sso cortical compacto (seta) e o
0ss0 esponjoso. Em B osso esponjoso em corte histolégico com distribuicao irregular de fibras
colagenas (coloragéo pelo picro-sirius) — adaptado de Junqueira & Carneiro, 2004.

b) Osso primario (ou imaturo) e osso secundario (trabecular, maduro ou

lamelar)

Microscopicamente, ha dois tipos de tecidos dsseos: 0sso primario (imaturo) e
0sso secundario (maduro, trabecular ou lamelar). O osso imaturo (primario) é o
primeiro a se formar durante o desenvolvimento fetal e também na reparacao éssea.
Possui grande quantidade de ostedcitos e feixes irregulares de colageno, mais tarde,

tais feixes s&o substituidos e organizados como 0sso secundario (exceto nas suturas
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da abdbada craniana, locais de insercdo dos tenddes e alvéolo dos dentes). A
presenca de conteddo mineral no osso imaturo € muito menor do que no 0sso
maduro (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004).

O osso secundario (trabecular, maduro ou lamelar — Figura 4), constitui-se de
lamelas concéntricas ou paralelas de 3 a 7 ym de espessura. Apresenta ostedécitos
espalhados a intervalos regulares entre, ou, ocasionalmente, dentro das lamelas. Os
canaliculos dos ostedcitos conectam-se com as lacunas vizinhas uma com a outra,
assim, formam uma rede de canaliculos intercomunicantes (Figura 5), permitindo o
fluxo de nutrientes, horménios e produtos de excrecao dos e para os ostedcitos. Por
ser mais mineralizada (calcificada), a matriz do osso secundario € mais resistente
que a do osso primario. As fibras colagenas do osso secundario estdo arrumadas
paralelamente umas as outras no interior de uma mesma lamela. (GARTNER &

HIATT, 1997).

Figura 4: Tecido 6sseo secundario (lamelar) mostrando as fibras colagenas paralelas umas as outras
(a esquerda) e lamelas concéntricas que constituem os sistemas harvesianos — adaptado de
Junqueira & Carneiro, 2004.
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stema de
Observa-se lamelas concéntricas e lacunas com seus canaliculos — Adaptado de Gartner & Hiatt,
1997.

2.3 Tipos de ossificacao

A histogénese do tecido désseo se da por dois processos: ossificacao

intramembranosa e por ossificagdo endocondral.

a) Ossificacao intramembranosa

A ossificacdo intramembranosa ocorre no interior de uma membrana
conjuntiva. Por esse processo formam-se os 0ssos frontal, parietal e de partes do
occipital, do temporal e dos maxilares superior e inferior. O crescimento dos 0ssos

curtos e o crescimento em espessura dos 0ssos longos, ocorrem por esse processo.
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Na membrana conjuntiva, o local onde a ossificagéo inicia-se denomina-se
centro de ossificacdo primaria. Ai, células mesenquimatosas diferenciam-se em
grupos de osteoblastos. Estes, por sua vez, sintetizam o ostedide (matriz déssea
ainda nao mineralizada). Quando a matriz mineraliza-se, esta engloba alguns
osteoblastos que se transformam em ostedcitos. Surgem varios grupos de ostedcitos
simultaneamente com a confluéncia de traves 6sseas, dando ao 0sso 0 aspecto de
0ss0 esponjoso. Os vasos sangliineos penetram entre as traves, trazendo células
mesenquimatosas indiferenciadas que daréao origem a medula 6ssea. Como surgem
varios centros de ossificacao que crescem radialmente, eles acabam por substituir a

membrana conjuntiva pré-existente, dando origem ao osso (CORMACK, 2003).

b) Ossificacao endocondral

A ossificacao endocondral tem inicio sobre uma peca de cartilagem hialina ja
com a forma parecida a do 0sso que vai originar, porém de tamanho menor. Esse
processo é responsavel pela formacao dos ossos curtos e longos. A ossificacao
endocondral apresenta duas etapas: na primeira, a cartilagem hialina sofre
modificagées importantes como, hipertrofia dos condrécitos, redugcao da matriz
cartilaginosa formando finos tabiques, mineralizacdo desses tabiques e morte dos
condrécitos por apoptose. As cavidades antes ocupadas pelos condrécitos séo
invadidas por capilares sangilineos e células osteogénicas vindas do tecido
conjuntivo adjacente. As células osteogénicas diferenciam-se em osteoblastos que
passam a depositar matriz éssea sobre os tabiques de cartilagem calcificada, que
servem de apoio a ossificagcdo. Assim, aparece tecido 6sseo onde antes existia

tecido cartilaginoso. O primeiro tecido 6sseo a aparecer no 0sso longo tem origem
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do pericbndrio que recobre a parte média da diadfise, por ossificacdo
intramembranosa (centro de ossificacdo primario). A segunda etapa se caracteriza
pela acdo dos osteoclastos que surgiram desde o inicio do centro de ossificagao
primario. Estes absorvem o tecido 6sseo formado no centro da cartilagem, dando
origem ao canal medular que cresce longitudinalmente a medida que a ossificacao
progride. Células hematégenas multipotentes (células tronco), trazidas pelo sangue,
dao origem a medula 6ssea (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004; GARTNER &

HIATT, 1997).

2.4 Processo de reparo 0sseo e uso do laser de baixa intensidade

Segundo BARUSKA e colaboradores,1995, os efeitos do laser de baixa
intensidade no crescimento e reparo 6sseo, tém sido aplicados limitadamente, pois é
mais freqUente seu uso em estudos de cicatrizagdo muscular, nervosa e dérmica.

TRELLES & MAYAYO, 1987, sugeriram que o laser de baixa intensidade
acelera o metabolismo (dos ostedcitos) propiciando uma rapida formagao do calo
0sseo, possibilitando assim uma interpretacdo positiva do estimulo do laser no
processo de reparacdo éssea.

Estudos sugerem que o reparo de uma fratura Ossea € diretamente
dependente da resposta celular ao estimulo gerado (WODARSKI, 1990).

FREITAS e colaboradores, 2000, demonstraram experimentalmente que
doses diarias de laserterapia de baixa intensidade (HeNe), em periodos de 7 e 14
dias, repararam efetivamente a lesdo 6ssea, pelo estimulo da atividade sintética dos

osteoblastos, produzindo grande quantidade de fibras colagenas.
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Em 2000, FREITAS e colaboradores pesquisaram os efeitos do laser de baixa
poténcia (laser HeNe) na osteogénese de fraturas cirlrgicas em ratos, realizadas
com broca dentaria de 2 mm de diametro. Observou-se claramente a aceleracao do
reparo 6sseo nos animais tratados com o laser.

Outro estudo realizado por COOMBE, 2001, avaliou os efeitos do laser de
baixa poténcia em células osteoblasticas humanas, utilizando doses diarias de laser
GaAlAs, mostrou que a viabilidade celular ndo foi afetada pelo laser. Verificou-se
ainda um aumento da concentracdo de calcio intracelular indicando uma tendéncia
transitéria positiva apés a irradiacao.

“Uma fratura, seja de um 0sso, de uma placa epifisaria ou de uma superficie
articular cartilaginosa, é simplesmente uma quebra estrutural em sua continuidade”
(SALTER, 2001).

HUBACEK & POSPISILOVA, 2002, afirmam que a atividade mitética e
sintética (sintese de colageno) dos fibroblastos é aumentada quando irradiados por
trés semanas com laser de baixa intensidade (HeNe), estimulando assim a
regeneracgao do tecido.

MARINO, 2003, faz referéncia ao laser de baixa intensidade no reparo 6sseo
da tibia de rato como uma possivel acdo no aumento da vascularizacao, reabsorcao
mais rapida de exudatos, aumento da atividade fagocitaria (macréfagos) que podem
contribuir para uma reparagao éssea mais ativa.

“Nos locais de fratura Ossea, ocorre hemorragia, pela lesdo de vasos
sanglineos, destruicdo de matriz e morte de células ésseas” (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 2004).

Os macrofagos removem o coagulo sanglineo, restos celulares e matriz para

que tenha inicio da reparacdo. O periosteo e 0 enddsteo nas proximidades da area
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fraturada, dao inicio a uma intensa proliferagdo celular, dando origem a um tecido
muito rico em células osteoprogenitoras formando um colar em torno da fratura.

Esse colar penetra entre as extremidades 6sseas rompidas (Figura6 Ae B).

Peridsteo Proliferagaoc do perndstec Osso

Osso primano neciormado

Tecido dsseo secundario recém-iformadao

Fratura reparada (tecido osseo secundario)

Figura 6: Reparo 6sseo mostrando a evolugéo do processo de regeneracao 6ssea.
(Adaptado de Junqueira & Carneiro, 2004)

Nesse colar de tecido conjuntivo, assim como no conjuntivo que penetrou
entre as extremidades ésseas rompidas (fraturadas) origina-se tecido 6sseo imaturo
por ossificacdo endocondral da cartilagem ai formada, como também por ossificacao
intramembranosa. Esse processo, decorrido certo tempo, evolui para a formacao do
calo 6sseo, envolvendo a extremidade dos ossos fraturados. O calo 6sseo é formado
por tecido 6ésseo imaturo unindo provisoriamente as extremidades fraturadas (Figura
6 C e D). Em seguida da-se a remodelagcao do calo 6sseo, sendo este, substituido
completamente por tecido 6sseo lamelar (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004).

A fratura Ossea constitui uma lesdao fisica e possivelmente circulatéria,
comprometendo a integridade estrutural do tecido ésseo. Quando ha uma leséo
6ssea, ndo somente o 0sso é afetado mas também os tecidos moles associados a
ele ficam comprometidos (CORMACK, 2003).

O processo de reparo ou regeneracao 6ssea implica na presenca de células

capazes de regenerar e remodelar o local da lesdao devolvendo ao 0sso sua
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integridade natural. Numa fratura simples, ocorre a quebra do osso em duas partes.
O peridsteo geralmente se rompe, 0s vasos sangliineos que atravessam o local da
leséo e todos os tecidos moles sdo rompidos (CORMACK, 2003).

WONG e colaboradores, 2005, evidenciam que a irradiacao laser proporciona
uma resposta proliferativa em condrécitos no reparo de lesdes termais na cartilagem.

STEIN e colaboradores, 2005, demonstraram que a LLLT (low level laser
irradiation therapy) tem importante efeito na proliferacdo e diferenciacdo de
osteoblastos humanos in vitro (HeNe), e que o laser GaAs (arsenieto de galio)
também pode acelerar a reparacao éssea, produzindo os mesmos efeitos citados
acima, demonstradas na regeneracao de suturas médio-palatais em ratos,

Conforme os experimentos de NINOMIYA e colaboradores, 2007, a irradiacao
laser promove a atividade de um maior numero de osteoblastos e faz decrescer o
namero de osteoclastos, sugerindo que a laserterapia ativa a regeneracao 6ssea
devido ao decréscimo do nimero e atividade dos osteoclastos. Também sugere que
a cartilagem é reduzida em seu processo de degeneracdao pela ossificacao
endocondral, produzindo a calcificacdo (mineralizagdo) da matriz cartilaginosa
remanescente, originando tecido 6ésseo primario, tudo isso gracas a inatividade dos
osteoclastos provocada pelo laser. Como resultado, muitas areas de matriz
cartilaginosa sao transformadas em osso trabecular aumentando o volume ésseo.

Os trabalhos experimentais de PINHEIRO & GERBI, 2006, afirmam que o
efeito da laserterapia na regeneracao éssea é possivel, pois estimula osteoblastos
no processo de reparacao; afirmam também que o tempo e dose de irradiacao séao
importantes nesse processo. Afirmam também que o parametro de densidade de

energia e intensidade sao biologicamente independentes um do outro.
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2.5 O laser terapéutico

A palavra LASER, é na verdade uma sigla derivada do inglés: Light
Amplification by Stimulated Emission of Radiation (VECOSO, 1993).

O laser é uma onda eletromagnética, constituida por um feixe de fétons de
mesma freqiéncia, com o comprimento de onda em fase (LEHMANN & LATEUR,
1994).

Em 1917, Albert Einstein expds os principios fisicos da emissao estimulada,

o chamado fendmeno laser (VECOSO, 1993). Em 1950, Townes, Gordon e Zeyger
construiram um aparelho denominado MASER (Microawe Amplification by
Stimulated Emission of Radiation), que funcionava na banda de ondas milimétricas
(BAXTER, 1994). Oito anos mais tarde foi proposto o desenvolvimento do MASER
OPTICO, mas somente em 1960 é que foi desenvolvido por Theodore H. Maiman,
com a criacao do laser a rubi.

A partir da década de 60, o laser sofreu uma grande evolucéo, permitindo que
cirurgias oftalmicas fossem realizadas com sucesso (Nova York,1961) e mais tarde a
criagcdo do laser semicondutor,1962 (VECOSO, 1993). Entretanto, COLLS, 1984,
afirma que o laser terapéutico s6 foi adaptado para esse fim em 1965, quando
Sinclair e Knoll adaptaram a radiacao laser a pratica terapéutica.

A grande importancia cientifica do advento do laser consiste numa forma de
manipulagdo da matéria em niveis extremamente intimos. Com a criacdao da
radiacao laser, o homem, por meio desse recurso tecnoldgico, alcancou niveis
subatémicos, passou a ser capaz de manipular estruturas muitissimo menores em
relacdo a menor estrutura observavel. Aqui reside a importancia e a grandiosidade

do laser idealizado por Einstein (VECOSO,1993).
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2.6 Efeitos foto biolégicos do laser

2.6.1 Efeitos primarios do laser

a) Efeito bioquimico

O estimulo quanto a liberacado de substancias como a histamina, a serotonina,
a bradicinina e outras, assim como a modificacdo das reacdes enzimaticas normais,
tanto no sentido de excitacdo como de inibicdo, sdo duas formas de atuacdo da
energia absorvida (VECOSO, 1993).

A radiacao laser exerce, por outro lado, um estimulo na produgédo de ATP no
interior das células, originando e provocando a aceleracao da mitose, esta que se
produz quando ha um aumento proporcional do ATP e das mitocondrias.

Dentro desses efeitos bioquimicos, inclui-se a agao fibrinolitica, caracteristica

especifica da acao do laser (VECOSO, 1993).

b) Efeito bioelétrico

Seu principal efeito é a normalizacdo do potencial de membrana afim de que
nao sejam transmitidos aos centros superiores, estimulos dolorosos.Numa célula, o
sédio é abundante e penetra-a com facilidade. Devido a isso a célula deve expulsa-
lo mediante um mecanismo de que dispde, chamado “bomba de sbédio” e que precisa
de um gasto de energia para seu funcionamento, extraida da hidrélise de ATP. O

laser atua de modo direto, sobre a mobilidade ibnica, aumentando-a e, de modo
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indireto, aumentando a quantidade de ATP produzido pela célula.Este efeito
bioelétrico ajuda a normalizar o potencial de membrana, atuando como

reequilibrador e normalizador da atividade funcional celular (VECOSO, 1993).

2.6.2 Efeitos indiretos do laser

a) Estimulo da microcirculacao

Através de mediadores quimicos, a radiacao laser tem uma acao indireta
sobre o esfincter pré-capilar paralisado. Isto provoca uma abertura constante e, por
isso, um estimulo da microcirculacédo. A liberagdo da histamina produz a persistente
dilatacao, podendo manifestar-se a maior ou menor distancia, conforme a poténcia
da radiagdo. Como conseqiiéncia da vasodilatacao capilar e arteriolar, tém-se a
melhora na troficidade zonal pelo aumento de nutrientes e oxigénio, eliminando os
catabdlitos e aporte de elementos defensivos, deduzindo-se dai sua capacidade

antiinflamatéria (VECOSO, 1993).

b) Aumento da troficidade local

E tida como uma das principais consequiéncias da irradiacéo, ja que aumenta
a producao de ATP mitocondrial, aumentando a velocidade mitética celular. Disto se
conclui que o laser acelera os processos de reparacao, sendo devido ao estimulo da
capacidade de cicatrizacdo do tecido conjuntivo e da neoformacao de vasos a partir

dos ja existentes (VECOSO, 1993)
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Sao varios os tecidos estimulados como, por exemplo: no tecido nervoso
ocorre aumento da velocidade de regeneracao das fibras nervosas danificadas.. No
tecido 6sseo, estimula a reparagdao do 0sso; estimulo geral sobre a hematopoese na
medula (COLLS, 1984). Aumento da troficidade na pele; ativacao do bulbo piloso e,
em especial dos fibroblastos responsaveis pela formacao das fibras colagenas e

elasticas (VECOSO, 1993).

2.6.3 Efeitos terapéuticos gerais

a) Efeito analgésico

“A irradiacdo laser provoca também um segundo mecanismo que atuaria a
favor de manter o potencial de membrana evitando a despolarizacdo. Se tem
detectado aumento na sintese de ATP depois da irradiacédo, energia celular que sera
utilizada pelas fibras nervosas para a expulsdao do sbédio pelo mecanismo da
chamada “bomba de so6dio e potassio”, esta que atua contra gradiente de
concentragdo e portanto requer um gasto energético extra para o seu
funcionamento. Vemos pois que tanto direta com indiretamente atua como fator
equilibrador do potencial de membrana em repouso, dificultando a transmissao do
estimulo doloroso local.” (traducéo do autor - COLLS, 1984).

O laser atua localmente, reduzindo a inflamacéao, provocando a reabsorcao de
exudatos e favorecendo a eliminacdo de  substdncias  alégenas.
Interfere na mensagem elétrica durante a transmissao do estimulo doloroso, mantém
o gradiente ibnico em ambos os lados da membrana celular, evitando ou reduzindo a

despolarizacdo da mesma. Atua também em fibras nervosas grossas, provocando
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um bloqueio das fibras finas — dolorosas. Estimula a producdo das beta-endorfinas
direta e indiretamente; evita a diminuicdo do limiar doloroso dos receptores de dor. A
irradiacdo com laser normaliza e equiliora a energia presente no ponto

lesado.(VECOSO, 1993).

2.6.4 Efeito antiinflamatorio, anti-edematoso e normalizador

a) Circulatorio

O laser tem demonstrado seus efeitos terapéuticos favoraveis sobre o sistema
de defesa do organismo. Sua radiacdo de baixa intensidade €& atérmica nao
interferindo em processos inflamatoérios agudos. O estimulo da microcirculacao local
e vasodilatacao arteriolar favorece o aporte de neutroéfilos, mondcitos e a reabsorcéo
do exudato fibrinoso, obtendo a resolugao da reagao inflamatéria mais rapida do que
o organismo é capaz. E preciso usar com prudéncia em casos de infecgdo,
simultaneamente com terapia medicamentosa (antibidticos). “Isto porque alguns
microorganismos mais resistentes poderiam disseminar-se.” (Traducdo do autor -

COLLS, 1984).

b) Efeito bioestimulativo e trofico tissular

Como havia sido exposto anteriormente, a acao do laser estimula a producao
do ATP mitocondrial e incrementa a sintese protéica. O estimulo tréfico é provindo
de uniao do efeito ao nivel circulatério com o efeito potencializador da producéo de

energia disponivel na célula.
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Tem-se demonstrado em alguns tecidos:
Aumento de fibroblastos, consequentemente de fibras colagenas;
Regeneracao de vasos sanglineos a partir dos ja existentes;
Incremento da velocidade de crescimento de nervos seccionados;
Incremento de reepitelizacao a partir de restos basais;
Em consequéncia de todos estes, incremento do ritmo de divisdo celular

(VECOSO, 1993).

c) Efeitos comprovados do laser em traumatismos tendinosos

Nos traumatismos tendinosos parciais a irradiacdo laser acelera o trofismo
para melhor reconstrucdo do tecido, favorecendo e acelerando a cicatrizacéo, e
ainda evitando a inflamagédo da bainha fibrosa. Em lesbes crdnicas ajuda a evitar a
formacao de cicatrizes imperfeitas, assim como aderéncia aos tenddes afetados

(COLLS, 1984).

2.7 Absorcao da radiacao laser nos tecidos

As irradiacbes eletromagnéticas ao incidirem sobre os tecidos, uma parte se

reflete e outra é absorvida. A absorcdo, por sua vez, depende da presenca de

moléculas absorventes, pigmentos e de sua distribuicao espacial (VECOSO, 1993).
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2.8 O laser GaAs

O laser Arsenieto de Galio tem dado excelentes resultados na elaboragao de
lasers semicondutores. Por semicondutor entendemos aquelas substancias que, por
serem isolantes, possuem uma condutividade muito inferior aos metais.

O Galio apresenta maior condutividade que o Arsénio. Ao combina-los forma-
se um cristal de Arsenieto de Galio com caracteristicas elétricas similares ao
Germanio e Silicio (VECOSO,1993).

Na elaboragcao de um diodo € necessario incorporar determinadas impurezas.
Ao GaAs em estado de fusao inclui-se o Telurio (Te). Como este tem um elétron de
valéncia a mais que o Arsénio, obteremos, ao cristalizar, uma estrutura cristalina
homogénea na qual alguns atomos de Te substituiram atomos de As. Ficaram
assim, elétrons livres e, conseqlientemente convertera em um bom condutor. A este
cristal de GaAs dopado com Telurio, chamamos do tipo N, por terem elétrons de
carga negativa A um outro cristal de GaAs em estado de fusdo, acrescenta-se Zinco
(Zn). Pode-se verificar que ocorre algo similar, pois 0 Zn possui um elétron de
valéncia menor que o Ga. Ao esfriar-se ter-se-4 um cristal no qual atomos de Zinco
substituiram atomos de Galio, resultando em auséncia de elétrons denominados
buracos sendo, entdao, um bom condutor. Tipo P. Ao unirmos os cristais de GaAs do
tipo P e N obtém-se um diodo semicondutor. A fronteira entre os dois cristais é
chamada de jungao (VECOSO, 1993).

Aplicando-se o polo negativo de uma pilha a regido P e o positivo a regiao N,
o diodo estara polarizado inversamente e nao conduzira. Aplicando-se o positivo da
pilha a regido P e o negativo a regido N, o diodo esta diretamente polarizado, fluindo

entdo, a corrente com facilidade.
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Produzem-se recombinacbes sucessivas dos elétrons e buracos,
acompanhadas de desprendimentos de quantas de energia luminosa. Ao circular a
corrente, sendo esta de pouca intensidade, s6 tomarao parte na excitacdo e
recombinacao, poucos elétrons. Deste modo o processo adquirira um carater
desordenado e os fotons serdo absorvidos pelo proprio cristal. Porém, se a
densidade da corrente é suficientemente alta para que os elétrons gerados na
recombinacao superem aos absorvidos pelo cristal, a radiagdo se tornara coerente e
o raio saira (COLLS, 1984).

Um laser de diodo tipico tem a forma de um paralelepipedo retangular com
dimensbdes aproximadas de 0,1 x 0,1 x 0,1 mm. Tem superficies planas,
perfeitamente polidas, porque necessitam refletir a luz em seu interior, para a
formacao de um feixe coerente (VECOSO, 1993)..

A corrente é aplicada nos lados opostos do bloco, sendo o fluxo de corrente
perpendicular a unido dos semicondutores. Ao se produzir a reflexdo nas faces
polidas do diodo, esta tende a favorecer a saida das ondas pelas bases quadradas,
propagando-se a luz coerente ao longo da unido e estimulando por sua vez a
radiacdo procedente de outros pares de elétrons-buraco até alcancarem a
intensidade suficiente para sairem pelos extremos. O Laser GaAs emite radiacao
com comprimento de onda (A) ao redor dos 904 nm, situando-se em torno do

infravermelho (VECOSO, 1993).
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2.9 Dosimetria

A Laserterapia € uma terapia energética de tipo fotdbnica, na qual é preciso
estabelecer, para maiores resultados nos tratamentos, uma dosimetria energética
adequada onde deve-se levar em conta a area de superficie de aplicacdo, a
densidade de energia e o tempo de aplicacdo. Ao calcular a densidade de energia —
D — fornecida pelo aparelho, deve-se saber a poténcia média ou continua fornecida
e o didmetro do feixe laser — no caso de emissao direta — ou didmetro da fibra 6ptica

Calcula-se entdo, a densidade de poténcia e a de energia. Dada pelo
quociente da poténcia — P — em Watts, pela area — A — em cm?, sendo o resultado,
expresso em Watts/cm?.

Como a energia em Joules é o produto da poténcia pelo tempo, tem-se que,
de acordo com a intensidade, o quociente da energia (poténcia pelo tempo) pela
area (VECOSO, 1993).

Finalmente, para se saber o tempo necessario obtém-se o0 quociente da
densidade — expressa em Joules/cm? — multiplicada pela area, pela poténcia.

Demonstra-se que, quanto ao significado fisico desta formula, sera sempre
vdlida, porém fisiologicamente tem limites. Em trabalhos sobre Eletrofisiologia e
publicacbes da revista Physical Therapy inglesa demonstra-se que a célula nao

reage a estimulos que nao atinjam um certo limiar. Isto é, “... se intensidades de

baixa densidade ndao sado reconhecidas pelas células, fica evidente que densidade

de energia pequena, nao terdo efeito fisiologico...” Abaixo de determinada
densidade, ndo adianta prolongar a exposicao do feixe, isto €, a dosimetria nao
depende somente do tempo mas também de uma densidade numérica (LONGO,

1987).
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2. 10 Formas de aplicacao do laser

O laser pode ser aplicado de duas maneiras: terapia zonal e pontual.

A terapia zonal é feita quando se deseja um incremento dos efeitos derivados
dos pequenos depdsitos efetuados previamente com as aplicacoes pontuais.

Na terapia pontual utiliza-se o aparelho em contato com a pele do paciente,
concentrando-se a poténcia em um determinado ponto na superficie.

De modo geral, todo tratamento deverd iniciar-se com aplicagdo pontual, a

comecar pelos pontos mais graves aos menos graves (VECOSO, 1993).

2. 11 Indicacoes no tratamento com laser

A Laserterapia pode ser usada em todos 0s casos que se queira um
tratamento eficaz de uma regido superficial de tecido, isto é, indicado para
tratamento anti-algicos, antiinflamatérios, anti-edematosos, como estimulo da
microcirculacao, da troficidade local, enfim, em todas as areas que se deseja uma

regeneracao tecidual (VECOSO, 1993).

2. 12 Contra-indicac6es no tratamento com laser

a) Contra-indicacoes absolutas

Deve-se evitar a irradiacao em pacientes neoplasicos, processos bacterianos

agudos e na retina.
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Em pacientes neoplasicos é aconselhavel ndo se efetuar o tratamento com
laser.

Nos processos bacterianos agudos s6 se deve irradiar a area se se tem
cobertura prévia de antibidticos pelo risco que se tem de provocar uma aceleracao e
extensdo do problema.

A irradiacdo transpassa o humor aquoso do olho depositando-se na retina que
produzird um processo degenerativo, sendo causa de uma cegueira irreversivel. A
este 6rgao deve-se dar especial atencdo, cuidando-se para que, no local onde se
efetua o tratamento ndo se tenham espelhos ou outros objetos de brilho metalico

que possam refletir involuntariamente a irradiagédo (VECOSO, 1993).

b) Contra-indicacoes relativas

Estao concentradas em um grupo onde ainda ha davidas sobre sua aplicacao
ou ndo. Sao elas:

- Pacientes submetidos a tratamentos com esterbides, ndo deverdo ser
irradiados.

- Irradiacdo da mama, na mastopatia fibrocistica representa um perigo frente
a possibilidade de malignizagao.

- Disfungées tireoidianas, arritmias cardiacas e existéncia de marcapassos.
Este ultimo se tem defendido pois, o laser nao é ionizante.

- E desaconselhavel irradiar pacientes que estejam em tratamento com

farmacos fotossensibilizantes (VECOSO, 1993).
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3 OBJETIVOS

- Estudar o processo da regeneracdo Ossea em lesdes produzidas
cirurgicamente no osso da tibia de ratos da linhagem Albinus wistar,

estimulados com laser GaAs (Arsenieto de Galio) de baixa intensidade;

- Avaliar histolégica e histométricamente, se os resultados obtidos pela
laserterapia de baixa intensidade, altera a velocidade da regeneracédo éssea

em tibia de rato.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Local

O experimento foi realizado no biotério do Centro Universitario Catdlico
Salesiano Auxilium de Lins — SP (Unisalesiano), da Miss&do Salesiana de Mato
Grosso — MS.

A obtencado dos cortes histolégicos foi desenvolvida no Laboratorio de
Histologia e a analise histométrica na Unidade de Morfometria e Morfologia do
Programa de P6s-graduacéo da Universidade do Sagrado Coragdo de Bauru

— SP (USC).

a) Animal e grupos experimentais

Foram utilizados no estudo experimental 42 ratos machos da linhagem
Albinus wistar, com idade média de trés meses, pesando entre 200 e 250
gramas, fornecidos pelo biotério do Unisalesiano.

Os animais foram divididos em trés grupos constituidos de 14 ratos
cada um, todos submetidos a lesdo cirurgica por meio de uma broca
odontolégica de 3 mm de diametro (Trefine), sendo 7 ratos irradiados pelo
laser GaAs, 24 horas apo6s a cirurgia (grupo estimulado - GE) e 7 nao

estimulados (grupo controle - GC). O primeiro grupo (GE e GC) foi
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eutanasiado, ap6s 14 dias. No segundo grupo, apds 28 dias e no terceiro,
apos 56 dias.

Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas, com quatro a cinco
ratos cada, alimentados com racéo-padrao (racdo Purina) do biotério e agua,
até o dia do sacrificio (nas primeiras 48 horas ap6s a cirurgia foi adicionado

analgésico a agua, dipirona sddica - Novalgina).

4.2 Procedimento cirurgico e lesao

Para a realizacao da cirurgia, os animais foram submetidos a um jejum
de 12 horas e, em seguida, anestesiados com uma mistura de Ketamina a 5%
e Xilazina a 2%, na proporcao de 1:4, aplicando-se doses de 0,15 ml/100 g de
peso corporal, por via intramuscular. Anestesiados, os ratos foram
tricotomizados na face lateral da perna direita de maneira a permitir a
visualizacdo do campo cirurgico (figura 8). Em seguida, o referido campo foi
preparado com anti-sepsia utilizando-se uma solugéo alcodlica de iodo a 20%
(alcool iodado).

Para expor cirurgicamente a tibia, foi feita uma incisao longitudinal na
face lateral da perna direita indo desde a regido média da diéfise da tibia até o
joelho (figura 9). Os tecidos adjacentes foram afastados, expondo a superficie
Ossea do condilo superior da tibia (figura 10). Neste local procedeu-se a lesao
cirurgica por meio de uma broca odontoldgica de 3 mm de diametro, acoplada

a um motor de baixa rotacdo,modelo Multimicro NSR — r.p.m. maxima: 20.000
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(figura11). Durante a les&o cirurgica, a area foi irrigada com solucao fisioldgica
(soro fisiol6gico) e, em seguida, foi feito o reposicionamento dos tecidos
adjacentes e o procedimento de sutura com fio de sutura de algodao 3.0 com
agulha (figura 12).

Passadas 24 horas da cirurgia, num periodo de 10 dias consecutivos,
foram feitas aplicacbes com o laser GaAs de baixa intensidade (figura 13), de
comprimento de onda 904 nm, 3 Joules/cm?, com trés aplicacdes pontuais de
30 segundos cada (total: 90 segundos). Aparelho laser LIV 877 da KLD
Biossistemas Equipamentos Eletrdnicos Ltda. (figura 7).

Apds os respectivos periodos de experimentacdo, os animais receberam
dose letal do anestésico usado no procedimento cirlrgico para a realizagao da
eutanasia. As pecas das tibias foram recortadas e fixadas em solucdo de
Bouin por 48 horas, mantidas sob refrigeracao a 4°C. Logo apds, cada peca
foi colocada em 50 ml de EDTA para a descalcificacao, a solucéo foi trocada a
cada 5 dias, por um periodo de 40 dias Posteriormente, foram clarificadas em
alcoois de concentracdo crescente, clarificadas em xilol e, incluidas em
parafina histolégica e obtidos os cortes histoldgicos de 0,6 ym de espessura

no plano transversal e corados pelo tricromico de Masson.



Figura 7: Foto do Aparelho Laser (GaAs), utilizado na laserterapia, da KLD Biossistemas
Equipamentos Eletrénicos Ltda.
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Figura 8: Foto da tricotomia e assepsia.

Figura 9: Foto da incisdo cirdrgica.
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Figura 10: Foto do afastamento dos tecidos adjacentes.

Figura 11: Foto do procedimento da leséo cirlrgica na tibia.
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Figura 12: Foto do procedimento de sutura.

Figura 13: Foto da laserterapia pontual 24 horas ap6s a cirurgia.
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MicroPuldivher 1.3 KTV

Figura 14: Microscépio 6ptico Nikon H550L — Micro Publisher 3.3 RTU. Utilizado na captacao
das imagens das laminas e na histometria.

Na figura 14, ilustracdo do microscédpio Nikon H550L, utilizado na
obtencdo das imagens captadas pelo software Image-Pro-Plus, adquirido pelo
projeto FAPESP 03/09503-3 sob a responsabilidade do Prof. Dr. Sérgio
Augusto Catanzaro Guimaraes.

As analises histométricas foram obtidas pelo software Origin 7.5, com a

colaboracéo da Profa. Dra. Angela Mitie Otta Kinoshita
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5 RESULTADOS

Foram escolhidas laminas de 4 animais do GE e 4 do GC mais
representativas, de cada periodo de estudo (14, 28 e 56 dias) e submetidas a
analise histolégica e histométrica. Na primeira analise comparou-se a
evolucdo de trabéculas dsseas e cartilagem e, na segunda, 0sso compacto e
0SSO esponjoso.

A figura 15 A e B, ilustra as regides de interesse. Comparativamente,
percebe-se a nitida diferenca entre o GC (A), com presenca de poucas
trabéculas em estagio inicial de formagéo e, o GE (B), onde se verifica o maior
namero de trabéculas num estagio mais avancado de formacéao. Tais figuras
A e B, correspondem aos grupos GC e GE, respectivamente, no periodo de
14 dias.

™
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Figura. 15: Em A (seta), rato 3, presenca de trabéculas 6sseas neo-formadas ainda em estégio inicial

de formagao (GC — 14 dias). Em B (setas), rato 3, presenca de trabéculas 6sseas neo-formadas mais
numerosas (GE — 14 dias). Fotomicrografia pelo microscopio de luz, 10X.

A figura 16 A e B, nos mostra o processo de ossificacdo endocondral
em andamento (28 dias) tanto no GC (A) como no GE (B) no mesmo periodo,
porém a ossificagdo endocondral € mais evidente no GE pelo laser, onde os

condrécitos se mostram mais hipertrofiados (figura 12 B).
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(A) (B)

Figura. 16: Em A, rato 2, GC, 28 dias, observa-se, indicado pela seta amarela, a cartilagem hialina
em processo inicial de ossificacdo endocondral e trabéculas 6sseas; em B, rato 3, GE, mesmo
periodo, a ossificacdo endocondral, indicada pela seta amarela, mostra-se bem evoluida com os
condrdcitos em adiantado estagio de ossificagdo endocondral — fotomicrografia pelo microscopio de
luz, 10X.

A figura 17 A e B, ilustra o processo de ossificagcdo endocondral no periodo de
56 dias. Em A, temos o GC em processo adiantado de degeneracao da cartilagem
hialina com condrécitos hipertrofiados. Em B, GE, verifica-se que o mesmo
processo ja nos mostra a cartilagem com regides calcificadas, morte dos condrocitos
por apoptose e formacao de trabéculas diretrizes, portanto mais avancado que o
observado no GC. Nesse periodo, ja se verifica a presenca de trabéculas

completamente formadas tanto no GC como no grupo GE. O que fica evidente é a

(A) (B)

Figura. 17: Em A, rato 3, GC, 56 dias, a seta amarela nos mostra a degeneracao adiantada da

cartilagem evidenciando os condrécitos bem hipertrofiados; em B, rato 7, GE, mesmo periodo,

também indicado pela seta amarela, a cartilagem encontra-se em estagio calcificado, onde os
condrécitos ja desapareceram (apoptose) — fotomicrografia pelo microscépio de luz, 10X.
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As figuras 18 A e B, nos apresentam os estagios finais (mais evoluidos) da
reparacao 0ssea, onde em A, tem-se o estagio inicial da formagdo de osso compacto
com a presenca de vasos sanglineos ossificantes e presenca de pericbndrio mais
espesso. Ja em B, observa-se 0 0sso compacto bem formado, numerosos ostedcitos

e matriz 6ssea densa.

(A) (B)

Figura. 18: Em A, 0sso compacto em estagio inicial de formacgéo (seta), rato 1, GC; em B (seta), rato
6, GE,osso compacto em estagio mais adiantado com matriz 6ssea mais densa (seta).
Respectivamente GC e GE., 56 dias — fotomicrografia pelo microscépio de luz, 10X.

A figura 19 A e B, nos ilustra a presenca de 0sso esponjoso (trabéculas) em
formacao a partir da degeneracdo da cartilagem (ossificacdo endocondral), é
possivel observar dois estagios diferentes de evolucéo: o primeiro, menos avangado,
(em A, canto inferior esquerdo) e, o segundo mais adiantado (em A, canto superior
esquerdo). Em B ja se verifica 0 0sso esponjoso (trabéculas) praticamente formado
com invasao de medula 6ssea ainda imatura (A e B — 56 dias).

Observacao: Vale ressaltar aqui que, de acordo com a revisdo literaria, a
classificagdo de 0sso compacto e 0sso esponjoso € macroscopica e nao histolégica,
pois 0 0SS0 compacto e as trabéculas que separam as cavidades do 0SS0 esSponjoso

tém a mesma estrutura histolégica basica.
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(B)

Figura 19: Em A, rato 1, GC — 56 dias, presenca de trabéculas 6sseas,0sso esponjoso (seta) em
estagios diferentes de maturagédo; em B, rato 7, GE — 56 dias, as trabéculas 6sseas ja estdao em
estagios mais evoluidos (setas) em sua maturagao (fotomicrografia pelo microscopio de luz, 10X).

5.1 Analises histométricas

As tabelas de 1 e 2 mostram os valores médios e os desvios padrao obtidos
da analise Histométrica, de acordo com os periodos, relativos aos GE e GC.

Trabéculas Osseas (%) Cartilagem (%)
Periodo (dias) Estimulado Controle Estimulado Controle
14 65.1+2.9 40.4+3.3 345+3.3 61.1+ 4.9
28 71.9+12°  69.8+22* 28.0+12" 30.3+2.27
56 83.4+2.1 73.6+1.6 16.6 £2.1 26.4+1.6

Tabela 1: Valores Médios e Desvios I'jadréo da fracao percentual das areas de Trabéculas Osseas e

Cartilagem, obtidos por Histometria. Médias significativamente diferentes (p<0.05)-Teste Tukey; h
p>0.05
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Osso Compacto (%) Osso Esponjoso (%)
Periodo (dias) Estimulado Controle Estimulado Controle
14 39.6 +15.1 17.9+4.6 60.4 +15.1° 82.1+4.6
28 41.6+3.1 32.3+4.0 58.5+3.1° 67.7+4.0
56 721+12.3 416+57 27.9+12.3 58.5+5.7

Tabela 2: Valores Médios e Desvios Pagréo da fracao percentual das areas de Osso Compacto e
Osso Esponjoso, obtidos por histometria. Médias significativamente diferentes (p<0.05)-Teste Tukey

A figura 20 ilustra os resultados da andlise histomeétrica dos GC, 14, 28 e 56

dias respectivamente.
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Figura 20: Resultados da andlise histométrica nos grupos GC, relativamente as trabéculas
Osseas e cartilagem nos periodos de 14, 28 e 56 dias, respectivamente.

A figura 21 ilustra os resultados da analise histométrica dos GE, 14, 28 e 56

dias respectivamente.
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Figura 21: Resultados da andlise histométrica nos grupos GE, relativamente as trabéculas 6sseas e
cartilagem nos periodos de 14, 28 e 56 dias, respectivamente.

A figura 22 mostra os resultados da analise histométrica dos GE, 14, 28 e 56

dias respectivamente.
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Figura 22: Resultados da andlise histométrica nos grupos GE, relativamente as trabéculas 6sseas e
cartilagem nos periodos de 14, 28 e 56 dias, respectivamente
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A figura 23 mostra os resultados da andlise histométrica dos GC, 14, 28 e 56

dias respectivamente.
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Figura 23: Resultados da andlise histométrica nos grupos GC, relativamente as trabéculas 6sseas e
cartilagem nos periodos de 14, 28 e 56 dias, respectivamente

A figura 24 ilustra a evolugcdao comparativa nos GC e GE, relativamente as

trabéculas 6sseas e cartilagem nos trés periodos.
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Figura 24: Evolugéo da fracdo da area relativa a trabécula éssea e cartilagem nos grupos GE e GC.
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A figura 25 demonstra a evolucdo comparativa nos GE e GC, relativamente
a0 0SSO compacto e 0sso esponjoso nos trés periodos.
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Figura 25: Evolugéo da fracdo da area relativa a 0sso compacto e 0sso esponjoso nos grupos GE e

GC.

As figuras 26 e 27 ilustram as evolucbes comparativas nos GE e GC,

relativamente aos quatro tipos de tecidos analisados nos trés periodos respectivos.

Figura 26:

100 Grupo Experimental

Fracao Volume (%)

28
Periodos (dias)

I Trabéculas Osseas
I Cartilagem

Il Osso Compacto
I Osso Esponjoso

56

GE: Comparagéo evolutiva dos trés periodos relativos a trabéculas ésseas, cartilagem,
0SSO compacto e 0SS0 esponjoso.
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Figura 27: GC: Comparacao evolutiva dos trés periodos relativos a trabéculas 6sseas, cartilagem,
0SSO compacto e 0SSO esponjoso.
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6. DISCUSSAO

No GE de 14 dias, em todos os ratos verificou-se um aumento percentual
consideravel de trabéculas 6sseas quando comparado ao GC. A cartilagem, nesse
mesmo periodo, percentualmente decresceu no GE em relagédo ao GC; isso devido
ao fato de a cartilagem ter sido degenerada no processo de ossificacao endocondral,
sugerindo que o laser intensificou esse processo. Na observagdo do osso compacto,
verificou-se, no GE pelo laser, no mesmo periodo, um aumento percentual
significativo em todos os ratos quando comparado ao GC; novamente sugere que a
formacao de osso compacto foi intensificada pela a¢ao da irradiacéo laser. A analise
do 0sso esponjoso verificou-se uma diminuicdo percentual significativa nos ratos 1 e
4, GE em relacéo aos ratos 1 e 4, GC (diferenca média de aproximadamente 30%);
ja os ratos 2 e 3, GE comparados aos ratos 2 e 3, GC (a diferenga oscilou em torno
de uma média de 13,5%); isso talvez tenha ocorrido por diferencas individuais entre
os ratos, uma vez que a dose de irradiacdo (3 J/cm?), o tempo de aplicacdo (90 s)
foram sempre 0s mesmos; mesmo assim os resultados mostraram-se significativos.

Na verificacdo do GE de 28 dias relativamente ao GC, ndo houve um
resultado significativo na comparacgao das trabéculas ésseas, a diferenca percentual
média foi muito pequena. O mesmo correu com a analise da cartilagem. Ja a
formacao de osso compacto demonstrou um resultado significativo entre o GE e o
GC. Resultado idéntico ao do osso compacto foi verificado no 0sso esponjoso.

O GE de 56 dias, comparado ao GC, no mesmo periodo, apresentou 0s
seguintes resultados: Trabécula 6ssea com diferenca significativa no GE. A analise
da cartilagem também demonstrou um decréscimo significativo no GE, indicando
uma ossificagdo endocondral mais acelerada pela irradiacédo laser. Relativamente ao

0sso compacto, no GE mostrou-se mais desenvolvido, observando-se uma



53

consideravel diferenca (média de 30,55%) comparada ao GC. Resultado idéntico ao
do osso compacto foi observado no 0sso esponjoso, inclusive apresentando a
mesma média de 30,55%.

Os resultados obtidos mostram que de acordo com FREITAS e
colaboradores, 2000, ocorre, num periodo de 7 a 14 dias, uma intensa atividade
sintética dos osteoblastos produzindo grande quantidade de fibras colagenas
acelerando a reparagao 6ssea. STEIN e colaboradores, 2005, também afirmam o
mesmo, acrescentando que o laser tem importante efeito na proliferacdo e
diferenciagao dos osteoblastos. Tais resultados coincidem com os obtidos em nosso
experimento, principalmente no grupo de animais irradiados no periodo de 14 dias.

COOMBE e colaboradores, 2001, demonstraram um aumento do calcio
intracelular em células osteoblasticas humanas irradiadas por laser de baixa
intensidade, esta constatacdo reforca a presenca de trabéculas ésseas neo-
formadas encontradas na leitura histolégica neste presente estudo e confirmadas na
analise estatistica.

Ja em 1987, TRELLES & MAYAYO, afirmaram que o laser de baixa
intensidade possibilita uma interpretacdo positiva na aceleracdo do processo de
reparacao Ossea. Este estudo também indicou semelhanca nos resultados de
acordo com a literatura.

VECOSO, 1993, indica que o laser € um excelente estimulo na producao de
ATP no interior das células, consequentemente, a aceleracdo da mitose esta
diretamente proporcional ao aumento do ATP e das mitocdndrias. Na reparacao
Ossea, esse fendmeno é de grande importancia, pois 0 niumero de osteoblastos deve

ser aumentado para que o reparo 6sseo evolua satisfatoriamente. Neste estudo,
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verifica-se uma aumento do numero de osteoblastos de forma parecida ao relatado
na literatura.

LUGER e colaboradores, 1998, demonstraram que a carga maxima (ensaio
mecanico) suportada no calo ésseo, inicialmente osso imaturo (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 2004) que evolui para osso compacto da tibia fraturada de rato,
mostrou-se significativamente maior no grupo que recebeu irradiacdo laser; nosso
presente estudo indicou diferenca importante na formacdo do osso compacto,
especialmente no grupo estimulado de 56 dias, fortalecendo deste modo, que a
terapia laser de baixa intensidade estimula a formacéo de osso compacto.

Estudos realizados por HUBACEK & POSPILOVA, 2002, mostraram que a
atividade mitética e sintética (sintese de colageno) dos fibroblastos é aumentada
quando irradiados por trés semanas com laser de baixa intensidade (HeNe). Como
os fibroblastos do periésteo tém importante papel na reparacao 6ssea reconstruindo
o periésteo e, como o periosteo & fornecedor de células osteoprogenitoras, a
irradiacao laser tem aqui importante funcdo estimuladora. Com base nessa
afirmacao literaria, € que foi tomada a decisdao pela escolha do laser de baixa
intensidade no presente estudo. Isto foi comprovado neste presente estudo.

CORMACK, 2005, afirma que o processo de reparo ou regeneracao 0ssea
implica na presenca de células capazes de regenerar e remodelar o local da lesao,
devolvendo ao osso sua integridade natural. Segundo WORDARSKI,1990, estudos
sugerem que o reparo de uma fratura 6ssea é diretamente dependente da resposta
celular ao estimulo gerado. Indo ao encontro dessa idéia, nosso estudo sugere que
tais células (fibroblastos, osteoblastos e células osteoprogenitoras) sao estimuladas

pelo laser e promovem uma reparacao 6ssea rapida e eficiente.
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Varios estudos experimentais reforcam a eficiéncia da terapia laser no reparo
de fratura 6ssea (STEIN e colaboradores, 2005; GARAVELLO-FREITAS e
colaboradores, 2003; SILVA JUNIOR e colaboradores. 2002; FREITAS e
colaboradores, 2000, dentre outros autores). Os resultados obtidos neste
experimento sdo semelhantes aos encontrados na literatura citada. Pela analise
histométrica ficou evidente que o tecido 6sseo irradiado com laser de baixa
intensidade respondeu favoravelmente, mostrando um reparo 6sseo mais acelerado.
Ficou claro que no periodo inicial (14 dias), a resposta ao estimulo foi mais positiva;
No periodo intermediario (28 dias), a irradiacdo parece nao ter sido tdo evidente
como se esperava, salientando apenas a resposta significativa do osso compacto.
No ultimo periodo (56 dias), a reparacao 6ssea mostrou-se bastante evoluida em
todos os aspectos (trabéculas, cartilagem, osso compacto € 0SSO esponjoso).
Finalizando essa discussao, ficou demonstrado que a acdo do laser de baixa
intensidade (GaAs) efetivamente estimulou e acelerou o processo da reparagao
Ossea na tibia do rato. Confirma esse resultado, a andlise estatistica fundamentada

na histometria.
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7 CONCLUSAO

Ficou demonstrado que a acdo do laser de baixa intensidade (GaAs)
efetivamente estimulou e acelerou o processo da reparacado 6ssea na tibia do rato.
Confirma esse resultado, a analise estatistica fundamentada na histometria.
Portanto, os resultados obtidos evidenciam que a reparacao éssea foi acelerada nos
GE, pois os mesmos responderam favoravelmente ao estimulo do laser quando

comparados aos respectivos GC.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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