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RESUMO

Cressoni MDC. Influéncia do Laser AsGaAl sobre a cartilagem epifisaria
de ratos [dissertacado]. Sao Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade
de S&o Paulo; 2009. 45p.

Objetivo: Estudar o efeito das diferentes doses (5 J/cm? e 15 J/cm?) do
Laser Diodo de 830 nm na cartilagem epifisaria de ratos, analisando o
comprimento do 0sso, a espessura e o numero de condroécitos de cada
camada da cartilagem epifisaria. Materiais e Métodos: 30 ratos da
linhagem Wistar, machos, pesando em média + 280 g, com 23 dias de
idade, divididos aleatoriamente em 3 grupos: Grupo Controle (GC), Grupo
(G5) — dose de 5 J/cm?, grupo 15 (G15) — dose de 15 J/cm?. Foram
realizadas 10 aplicagdes do Laser AsGaAl 830 nm em dias alternados. Os
animais foram sacrificados 24 horas apos a ultima aplicagéo, no 21° dia
apo6s a primeira aplicagéo, com dose letal de 200 mg/Kg de pentobarbital
sodico. As laminas foram coradas com H/E (Hematoxilina Eosina).
Realizou-se a documentagao fotografica das laminas em fotomicroscépio
ZEISS e, posteriormente, analise histomorfométrica e analise histoldgica.
Para a analise estatistica utilizou-se o teste de variéncia fatorial One-Way
ANOVA com nivel de significancia considerado significativo para a < 0,05,
seguido pelo teste de Tukey. Resultados: A cartilagem epifisaria
demonstrou através da analise histologica e pela imagem do RX aumento
da espessura da cartilagem epifisaria e aumento no numero de
condrdcitos dos grupos G5 e G15. Concluséo: O Laser de AsGaAl 830
nm, dentro dos parametros utilizados nesta pesquisa, pode causar
alteragao na espessura da cartilagem epifisaria, aumento no numero de
condrdcitos, porém nao € suficiente para causar qualquer alteracido no

comprimento final do osso.

Descritores: Lasers, Terapia a Laser de baixa intensidade, Lamina de

crescimento, crescimento, ratos Wistar.



ABSTRACT

Cressoni MDC. Influéncia do Laser AsGaAl sobre a cartilagem epifiséria
de ratos [dissertacao]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade
de Sao Paulo; 2009. 45p.

Objective: To study the effect of an 830-nm GaAlAs diode Laser at two
different energy densities (5 J/cm? and 15 J/cm?) on the epiphyseal
cartilage of rats, by evaluating the bone length, and the number of
chondrocytes and thickness of each zone of the epiphyseal cartilage.
Materials and Methods: A total of 30 male Wistar rats with 23 days of
age and weighing 280 g on average were randomly divided into 3 groups:
control group (CG, no stimulation), G5 group (energy density, 5 J/cm?),
and G15 group (energy density, 15 J/cm?). Laser treatment sessions were
administered every other day for a total of 10 sessions. The animals were
euthanized 24 hours after the last treatment session (21 days after the
first application) with a lethal dose of sodium pentobarbitone (200 mg/kg).
Histological slides of the epiphyseal cartilage were stained with
hematoxylin-eosin (HE), photographed with a Zeiss photomicroscope, and
subjected to histometric and histological analyses. Statistical analysis was
performed using one-way analysis of variance (ANOVA) followed by
Tukey’s post-hoc test. All statistical tests were performed at a significance
level of 0.05. Results: Histological analysis and x-ray radiographs
revealed an increase in thickness of the epiphyseal cartilage and in the
number of chondrocytes in the G5 and G15 groups. Conclusion: The
830-nm GaAlAs diode Laser, within the parameters used in this study,
induced changes in the thickness of the epiphyseal cartilage and
increased the number of chondrocytes, but it was not sufficient to induce

changes in bone length.

Key words: Lasers, Laser therapy low-level, growth plate, growth, rats

wistar.



1 INTRODUCAO

Conhecer a formacao, o crescimento e a maturagdo do osso é de
fundamental importdncia para os profissionais que atuam na area da

saude.

No osso longo ha dois sitios de crescimento, localizados nas suas
extremidades, denominados placa de crescimento, os quais proporcionam

crescimento em comprimento do osso longo (Gomes e Volpon, 1991).

A placa de crescimento possui diferentes denominagdes na literatura,
como cartilagem de conjugacédo, cartilagem de crescimento, disco
epifisario e epifise de crescimento (Gomes e Volpon, 1991), sendo trés os
fatores responsaveis pela coordenacdo do desenvolvimento e do
crescimento poés-natal: influéncias ambientais, fatores de crescimento e

controle genético (lannotti, 1990).

Segundo Salter e Harris (1963), as lesbes sobre a epifise de
crescimento representam 15% a 20% das fraturas em crianca e, além
disso, a placa de crescimento esta relacionada anatomicamente a outras

estruturas, como tenddes, bursas e ligamentos.

A epifise de crescimento situa-se entre o tecido 6sseo das epifises e
o da diafise. Seu desaparecimento, por ossificagcdo, determina a parada
do crescimento longitudinal do osso (lannotti, 1990). Alguns recursos
eletroterapéuticos estudados, como o ultra-som, as forgcas mecéanicas e os
campos eletromagnéticos (Wiltink et al., 1995; Kenwright e Goodship,
1989; Nepola et al., 2000; Pilla et al., 1990), podem atingir de forma direta
ou indireta a cartilagem epifisaria. Existem poucos estudos sobre a
influéncia destes recursos sobre a cartilagem epifisaria. A laserterapia de
baixa intensidade inclui-se neste rol de recursos que necessitam ser
avaliados quanto a possibilidade de aplicagdo nestas epifises (Cheetham
et al., 1992).



O Laser é a abreviatura da expresséao inglesa Light Amplification by
Stimulated Emission of Radiation, que significa amplificagdo de luz por
emissdo estimulada de radiagdo (Low e Reed, 2001), e, embora seja
utilizado desde 1965 em areas médicas e paramédicas, seus efeitos e

aplicagdes ainda vém sendo pesquisados (Brugnera e Pinheiro, 1998).

O Laser de baixa intensidade tem demonstrado produzir
modificagbes morfologicas sobre diferentes estruturas, como alteragbes
da sintese de RNA, incremento na vascularizagéo (Luger et al., 1998),
efeitos positivos na proliferagdo celular (Nicolau, et al., 2003),
diferenciacao e calcificacdo de clones de células osteoblaticas (Karu,
2003). Estas modificagcbes ocorrem através do efeito da
fotobiomodulagdo, que pode estimular ou inibir o tecido-alvo submetido a
aplicacdo da Laserterapia (Tam, 1999), de modo que as respostas
desencadeadas pelo Laser nos tecidos biologicos estdo relacionadas ao
comprimento de onda, a quantidade de energia liberada no tecido, ao
numero de aplicagdes, ao intervalo de tempo, entre outros (Coombe e
Hunter, 2001; Gur et al., 2003).

E valido lembrar, no entanto, que o Laser utilizado na fisioterapia
nao apresenta potencial destrutivo, uma vez que as radiagcdes emitidas

apresentam poténcia inferior a 1W (Karu, 2003).

Diversos autores indicam o uso do Laser em criancas (Reed e Low
1997; Navratil e Kymplova, 2002; Baxter, 2003). Estes autores baseiam-
se no estudo de Cheetham et al. (1992), que utilizou a dose de 5 J/cm?
trés vezes por semana e analisou a epifise no 6° e 12° dias de aplicacao,
mostrando que esta dose nao foi significativa para alterar a estrutura da

cartilagem epifisaria.

Uma vez que diferentes parametros dosimétricos podem nao
produzir os mesmos efeitos fotobiomodulatérios, € necessario variar estes
parametros a fim de demonstrar a possibilidade de irradiacdo segura

sobre as epifises de crescimento (Tam, 1999).



2 OBJETIVO

Embora o Laser venha sendo utilizado na pratica clinica no que se
refere a cicatrizagdo, a analgesia, a agcao antiinflamatoéria, entre outros,
existem poucos estudos verificando seus efeitos em criangas. Assim, o
objetivo geral deste estudo é verificar o efeito das diferentes doses do
Laser diodo de 830 nm na cartilagem epifisaria de ratos (5 J/lcm? e 15

J/icm?).
Os objetivos especificos deste estudo sdo:

e Analisar o comprimento do 0sso e a espessura da cartilagem

através da imagem do Raio X (RX).

e Mensurar a espessura e o numero de condrocitos de cada
camada da cartilagem epifisaria através da analise qualitativa

e histomorfométrica.

e Comparar e interpretar as diferencas apresentadas entre o

grupo Controle e Tratado com 5 J/icm? e 15 J/cm?3.



3 REVISAO DE LITERATURA

Osso e sua Formacgao

Os ossos representam a estrutura basica de sustentagéo e protecéao
dos 6rgaos do corpo, incluindo o cérebro e a medula, e das estruturas no
interior da cavidade toracica, principalmente os pulmdes e o coracéo.
Servem como apoio mecanico, pois permitem a locomocdo e a
multiplicacdo da forca dos musculos para a realizagdo dos movimentos
corporais. Atuam também como reservatorio para muitos minerais do
corpo, visto que armazena cerca de 99% do calcio do organismo (Stevens
e Lowe, 1997).

Segundo Gartner e Hiatt (1999), o osso € composto por células de
sustentacdo (osteoblastos e ostedcitos); matriz ndo mineralizada de
colageno e glicosaminoglicanas (osteodide); sais minerais inorgénicos

depositados na matriz e células remodeladoras (osteoclastos).

O ostedide é um tecido de sustentagdo colagenoso formado
principalmente de colageno tipo I, infiltrado em um gel de
glicosaminoglicanas que contem glicoproteinas especificas como a
osteocalcina, a qual se liga fortemente ao calcio, permitindo ao osso sua
forca mecanica e rigidez. Os osteoclastos e ostedcitos, por sua vez,
produzem e nutrem o ostedide, onde os sais inorganicos sdo depositados
(Dangelo e Fattini, 1997).

A face externa dos ossos € recoberta pelo peridsteo, camada
externa de tecido conjuntivo fibroso e denso, e a camada interna contem
células osteoprogenitoras (osteogénicas). A cavidade central do osso é
revestida pelo enddsteo, constituido por uma unica camada de células

osteoprogenitoras e de osteoblastos (Stevens e Lowe, 1997).

No corpo humano os ossos sao formados por um processo de

ossificacdo intramembranosa, que ocorre no centro de uma membrana



conjuntiva, ou por um processo chamado ossificagdo endocondral, que se
inicia sobre uma peca de cartilagem hialina de forma semelhante ao osso
a ser formado. As diferencas destes dois processos aparecem
morfologicamente pela estrutura fisica do osso, ou seja, 0s 0ssos
formados a partir de membranas sdo achatados como os ossos do cranio
e maxilar; ja os ossos formados a partir de cartilagens séo curtos e longos

(Junqueira e Carneiro, 1999).

Segundo Irving (1973), a ossificagdo intramembranosa ocorre num
tecido mesenquimal ricamente vascularizado, onde as células
mesenquimais diferenciam-se em osteoblastos, que secretam matriz
o0ssea formando uma rede de espiculas e trabéculas 6sseas, em forma de
esponja, sendo o tecido conjuntivo vascular no seu interior
transformando-se em medula 6ssea. A adicdo de trabéculas a periferia

aumenta o tamanho do osso em formagao.

Ja na ossificagdo endocondral forma-se um pequeno molde de
cartilagem hialina, que continua a crescer e serve como base para o
crescimento do osso, de modo que quando esta cartilagem é reabsorvida
0 0sso maduro a substitui. Os condrécitos, células cartilaginosas,
hipertrofiam, acumulam glicogénio em seu citoplasma e se tornam
vacuolados. A hipertrofia dos condrécitos resulta no crescimento de suas
lacunas e reducdo dos septos de matriz cartilaginosa (Derrickson e
Tortora, 2005).

Nos dois processos, o primeiro tecido 6sseo formado € do tipo
primario, ou seja, apresenta fibras colagenas sem organizagao definida e
com menor teor de minerais, sendo aos poucos substituido pelo tecido
0sseo secundario, que continua sendo reabsorvido ao longo da vida,
embora mais lentamente. Este é caracterizado por fibras colagenas
organizadas, paralelas umas as outras, ou em camadas concéntricas em
torno de canais com vasos, formando, assim, o sistema de Havers

(Junqueira e Carneiro, 1999).



O sistema de Havers é constituido por um tubo longo, as vezes
ramificado, formado por lamelas ésseas concéntricas. No centro deste
tubo existe o canal de Havers, que contém vasos, nervos e tecido
conjuntivo. Estes canais comunicam-se entre si com a cavidade medular
e com a superficie externa do osso por meio de canais transversais ou
obliquos chamado canais de Volkmann, que se diferenciam dos canais de
Havers pela auséncia de lamelas 6sseas concéntricas (Marieb e Hoehn,
2007).

Dessa forma, todos os canais vasculares encontrados no tecido
0sseo aparecem quando a matriz 6ssea se forma ao redor de vasos pré-

existentes (Stevens e Lowe, 1997).

Caracteristicas da Matriz Ossea

A parte éssea inorganica representa cerca de 50% do peso da matriz
6ssea e 65% de seu peso seco. E possivel dizer que os ions mais
encontrados sédo o fosfato e o calcio, que juntos formam cristais de
hidroxipatita, e, consequentemente, a associacdo destes cristais com
fibras colagenas é responsavel pela dureza e resisténcia do tecido 6sseo.
Na parte inorganica ha também bicarbonato, magnésio, potassio, sédio e

citrato em pequenas quantidades (Douglas, 2006).

A parte organica da matriz é formada por fibras colagenas (95%),
constituidas de fibras de colageno do tipo | e por pequena quantidade de
substancia fundamental amorfa que contém proteoglicans e

glicoproteinas (Dallemagne e Fabry, 1956).

As glicoproteinas também estédo presentes na matriz 6ssea, e dentre
elas estdo a osteocalcina e a osteopontina, que se ligam a hidroxipatita.
De acordo com Gartner e Hiatt (1999), a vitamina D estimula a sintese

destas glicoproteinas.



Considerando que o osso compacto contém aproximadamente 30%
da matriz e 70% de sais (Kaplan et al., 1994), pode-se dizer que a rigidez

da matriz orgénica é aumentada pelos depdsitos de sais de calcio.

As fibras colagenas, presentes na matriz organica, estendem-se em
todas as diregdes do osso principalmente ao longo das linhas de forga, as
quais vao proporcionar ao 0sso sua forga elastica. Assim, enquanto essas
fibras, bem como os tenddes, apresentam uma grande resisténcia a
tensdo, os sais de célcio possuem uma grande resisténcia a compressao.
Dessa forma, essas propriedades combinadas fornecem a estrutura
O0ssea um alto grau de resisténcia a tensdo e a compressao (Kaplan et al.,
1994).

A remocgédo do calcio torna o osso flexivel, sem interferir na sua
forma; porém, a destruigdo da parte organica, principalmente do
colageno, deixa o osso intacto, mais quebradico, o que € comum nos

casos de ossos osteoporodticos (Silva, 1994).

CARTILAGEM EPIFISARIA

Anatomia e Fisiologia da Cartilagem Epifisaria

A cartilagem epifisaria € um tecido avascular que contém células
arredondadas separadas por uma matriz predominantemente basdfila. As
células da cartilagem, os condrécitos, produzem uma matriz extracelular
constituida principalmente por fibrilas de colageno tipo Il e por grandes
proteoglicanos agregantes; em menores quantidades s&o encontrados
outros tipos de colageno e proteinas nao colagénicas (Gartner e Hiatt,
2002).



Existem diferentes tipos de cartilagens, principalmente no que se
refere a composicdo e organizagdo dos componentes da sua matriz
extracelular. Durante o desenvolvimento, os ossos longos sao precedidos
por um modelo cartilaginoso, o qual possui uma parte média estreitada e
as extremidades dilatadas, correspondendo, assim, a diafise e a epifise
do osso. O primeiro tecido a aparecer é formado por ossificagcao
intramembranosa do pericéndrio, que recobre a parte média da diafise

formando um cilindro 6sseo oco (Guyton e Hall, 1997).

As células cartilaginosas envolvidas pelo cilindro d&sseo
hipertrofiam e a matriz da cartilagem se mineraliza, fazendo com que os
condrocitos morram. Partindo do periosteo, 0s vasos sanguineos
atravessam o cilindro e penetram na cartilagem calcificada levando
células osteogénicas, as quais se proliferam e se diferenciam em

osteoblastos (Kaplan et al., 1997).

Apos a diferenciacdo ocorre a formacao de camadas continuas
nas superficies dos tabiques cartilaginosos calcificados, iniciando-se a
sintese da matriz 6ssea que logo se mineraliza, ocorrendo a formagéo do
tecido 6sseo primario sobre os restos da cartilagem calcificada (Guyton e
Hall, 1997).

O centro de ossificagdo, também chamado de centro primario,
cresce em sentido longitudinal, em direcao as epifises, e desde o inicio
de sua formagado surgem os osteoclastos, e ocorre a absor¢é&o do tecido
o0sseo formado no centro da cartilagem, aparecendo assim o canal
medular (Gartner e Hiatt, 2002).

A medida que o canal medular cresce, as células sanguineas
(originadas de células hematdégenas multipotentes) sédo trazidas pelo
sangue e mais tarde sao formados os centros de ossificagcdo secundario,
um em cada epifise, porém ndo simultaneamente; e seu crescimento é

radial em vez de longitudinal (Guyton e Hall, 1997).

Quando o tecido 6sseo formado nos centros secundarios ocupa a

epifise, o tecido cartilaginoso fica reduzido a dois locais: cartilagem



articular, a qual persistira por toda a vida, e a cartilagem epifisaria ou de
conjugacgéao, constituida por um disco cartilaginoso responsavel pelo

crescimento longitudinal do osso (Junqueira e Carneiro, 1995).

Nesta cartilagem distinguem-se as seguintes partes a partir da
epifise: camada de repouso, camada proliferativa, camada hipertréfica e
camada degenerativa, as quais sao essenciais para o0 crescimento

longitudinal do osso e a formag&o de osso endocondral (Peterson, 1984).

Camada de Repouso

Varios termos diferentes tém sido aplicados a esta camada,
incluindo camada de descanso, camada de cartilagens pequenas e

camada germinal (Peterson, 1984).

A camada de repouso é adjacente a epifise 0ssea, e suas células
sao esféricas, unicas ou em pares, apresentando-se relativamente em
pouca quantidade quando comparada ao numero de células das outras
camadas. Tais células sao separadas uma das outras por matriz
extracelular, estocando lipidios e outros materiais. Além disso s&o
mantidas em reserva para mais tarde servirem a outras exigéncias

nutricionais (lannotti, 1990).

De acordo com Peterson (1984), as células demonstram na
microscopia eletrénica abundante reticulo endoplasmatico e sintetizam
proteina ativamente. Além disso, elas demonstram mais vacuolos de
lipidios do que as células de outras camadas; no entanto contém menos
glucose-6-fosfato-dehidrogenase e dehidrogenase lactica. Também
apresentam quantidade mais baixa de fosfatase alcalina e acido fosfato

total e inorganico, calcio, potassio e magnésio.

Na presenga de mucopolissacarideo neutro ou de proteoglicanos
agregados a matriz mostra uma reagao histoquimica positiva, e a tenséo

de oxigénio do espacgo extracelular nas camadas dificeis da epifise de
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crescimento revela que o PO, é mais baixo que 20,5 + 2.1 mmHg, o que
significa que o0s vasos sanguineos que passam por essa camada em
canais de cartilagem para irrigar o topo da camada proliferativa nao

suprem a prépria camada de reserva (Brighton et al., 1969).

Uma vez que os condrocitos da camada de reserva nao se
proliferam continuamente (ou tampouco esporadicamente), € possivel
dizer que essa camada n&o € germinativa. Na realidade a sua fungao esta
relacionada com o alto teor de lipidio e vacuolo, de modo que armazenam
materiais para exigéncias nutricionais posteriores e, neste sentido, a

funcdo da camada de reserva é de estocagem (lannotti, 1990).

Camada Proliferativa

Os condrdcitos esféricos sozinhos ou em pares abrem espaco para
os condrdcitos achatados nas camadas proliferativas, as quais estao
alinhadas em colunas longitudinais. As células do topo de cada coluna &
a verdadeira célula cartilaginosa (mae), de modo que o comego ou o topo
da camada de proliferagcéo é a verdadeira camada germinativa da epifise

de crescimento (Bright, 1982).

O crescimento longitudinal da epifise é igual a taxa de producéo de
novos condroécitos no topo da camada de proliferagcao se multiplicada pelo
tamanho maximo dos condrécitos na parte de baixo da camada
hipertrofica (Bright, 1982).

Kember (1960) demonstrou que 5 foi o numero médio dos poucos
condrdcitos produzidos diariamente em cada coluna celular da epifise de
crescimento na tibia proximal dos ratos. Como o didmetro médio dos
condrdcitos na parte de baixo da camada hipertréfica é de 30 y, a taxa de
crescimento dessa epifise em particular € de 150 y por dia. Kember
também calculou que cada divisao das células do topo da coluna celular

contribui com 29 células, o que significa que cada divisao da célula do
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topo contribui, na realidade, com 0.9 mm de crescimento longitudinal na
tibia do rato (29x30 y = 870 p). Dessa forma, 70 ou 50 divisdes da célula
do topo seriam necessarias para completar o crescimento da tibia do rato.
E possivel dizer que esses principios (ndo os numeros absolutos) sdo

presumivelmente verdadeiros para a epifise de crescimento humano.

Na camada de proliferacdo, a matriz contém aproximadamente a
mesma quantidade de fibras de colageno encontradas na camada de
reserva. A matriz apresenta reagdo histoquimica positiva para
mucopolissacarideos neutros ou proteoglicanos agregados (lannotti,
1990).

A tensao do oxigénio € mais alta (57.0 £ 5.8 mmHg) do que em
qualquer outra camada da epifise de crescimento, 0 que se deve ao rico

suprimento vascular presente no topo da camada (Brighton et al., 1969).

As funcdes destas camadas sdo: produgado de matriz, proliferagao
celular. A combinacédo dessas duas fungdes se iguala ao crescimento
linear ou longitudinal do osso. Essa condrogénase ou crescimento
cartilaginoso é o unico responsavel pelo aumento do crescimento linear
de qualquer osso, e a porgédo cartilaginosa da epifise ndo aumenta de

comprimento (Kimmel e Webster, 1980).

Camada Hipertrofica e Degenerativa

Os condrécitos achatados na camada proliferativa tornam-se
esféricos e bastante aumentados na camada hipertréfica. Essas
mudangas na morfologia celular sao bastante abruptas e podem
determinar o final da camada proliferativa e o comeg¢o da camada
hipertrofica. O condrécito médio atinge o final da camada hipertréfica,
aumentando cerca de 5 vezes o tamanho que tinha na camada

proliferativa (Kimmel e Webster, 1980).
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A tensado de oxigénio na camada hipertrofica é bastante baixa (24.3
t* 2.4 mmHg), o que se deve a ndo vascularizacdo desta camada. No final
da camada hipertrofica o glicogénio esta completamente reduzido, e
nesta area de baixa tensao de oxigénio nao existe outra fonte de nutricao
qgue sirva de energia para a mitocondria. Como a retengdo de calcio pela
mitocéndria € um processo ativo, isto é, requer energia, assim que o
suprimento de glicogénio dos condrocitos sdo exauridos, a mitocédndria
libera calcio, sendo um fator importante na calcificacdo da matriz
(Brighton et al., 1969).

Diferente das outras camadas, a matriz da camada hipertrofica
apresenta reacao histoquimica positiva para um acido
mucopolissacarideo desagregado. A degradagcdo do proteoglicano
provavelmente deve ocorrer em fungao das enzimas lissosomiais, uma
vez que os condrécitos na camada hipertréfica contém concentracao de
lissosomas mais alta do que nos condrécitos de qualquer outra camada
da epifise (Kimmel e Webster, 1980).

De qualquer forma, a calcificagao inicial na epifise de crescimento
ocorre dentro ou sobre as vesiculas da matriz, as quais estdo presentes

no septo longitudinal (Kimmel e Webster, 1980).

A calcificacdo inicial pode ocorrer na forma de fosfato de calcio
amorfo, com o crescimento e a confluéncia do cristal, o septo longitudinal
se torna calcificado, e isso ocorre na porgao inferior da camada
hipertrofica, uma regido frequentemente chamada de camada de

calcificagao provisional (Peterson, 1984).

As vesiculas da matriz sdo estruturas muito pequenas (de 1000 a
1500 angstroms de diametro) que sao envolvidas numa membrana
trilamelar, sendo, portanto, produzidas por condrdcitos, os quais ocorrem
em maior concentracdo na camada hipertrofica. As vesiculas da matriz
sao ricas em fosfatase alcalina, e essa enzima pode agir como uma
pirofosfatase, outro inibidor da precipitacdo da fosfatase de calcio. As

vesiculas da matriz comegam a acumular calcio no meio da camada
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hipertrofica, na qual a mitocondria comega a perder calcio. Isto € uma
evidéncia circunstancial que indica que o calcio mitocondrial esta
envolvido na calcificagao inicial que ocorre na epifise de crescimento
(Brighton et al., 1969).

Dessa forma, as fungbes da camada hipertrofica e degenerativa
sao: preparar a matriz para a calcificacao e calcificar a matriz (Brighton et
al., 1969).

Figura 1 — Centro epifisario de ossificagdo Macaco, Corte parafina 14X. Nessa
fotomicrografia em pequeno aumento, a diafise (D) da falange distal foi substituida por
0ss0, € a cavidade medular é preenchida por medula (M). A epifise (E) da mesma
falange esta sofrendo ossificacdo através do centro secundario de ossificagdo (2°),
estabelecendo, assim, a placa epifisaria (ED). As trabéculas (T) estdo perfeitamente
evidentes na face disfisaria da placa epifisaria (Gartner e Hiatt, 2002).
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Vascularizagao

Os vasos epifisarios, pericondrais e metafisarios sdo o0s responsaveis

pela fonte de nutricdo da cartilagem epifisaria (Schott e Gameiro, 2003).

Os vasos epifisarios penetram através do osso subcondral e
fornecem suprimento para a zona de repouso, de modo que a viabilidade
da placa epifisaria estda na dependéncia da nutricao recebida por esses
vasos, e, no caso de interrupg¢ao, havera bloqueio da proliferagcao celular
e, consequentemente, parada do crescimento e fechamento da placa
epifisaria.

Os vasos pericondrais constituem o anel pericondral e sdo uma
extensao da vascularizagao periosteal, sendo responsaveis pela nutricao
das porgdes periféricas das placas epifisarias. E raro que uma separagéo
epifisaria determine a interrupcao desses vasos, uma vez que o peridsteo

envolve a metafise (Brighton, 1987).

Os vasos metafisarios sdo uma extensdo da artéria nutricia do
osso e determinam a ossificagdo endocondral, trazendo as células
endoteliais que se transformam em osteoblastos. Na hipétese da leséo
dessas células a placa continuara a crescer e, se nao ocorrer ossificagao

adequada do lado metafisario, ficara alargada (lannotti, 1990).
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Figura 2 — (A) Molde de cartilagem hialina. (B) A vascularizagdo do pericondrio resulta
nas transformacgdes das células osteogénicas, formando um colar ésseo subperiosteo
(1) através da ossificacdo intramembranosa, que rapidamente se torna perfurado pela
atividade osteoclastica. Condrocitos no centro da cartilagem hipertrofiada (3), e suas
lacunas confluentes (C). Aumento do comprimento e largura do colar 0&sseo
subperiosteo (1), as lacunas confluentes sdo invadidas por um broto periosteo (4) e a
cavidade osteoclastica forma uma cavidade medular primitiva (6), cujas paredes séo
constituidas por um complexo de cartilagem calcificada. As epifises mostram os inicios
dos centros de ossificagao secundaria (7) (D) e (E). O colar 6sseo subperiésteo (1) se
torna suficientemente grande para sustentar o osso longo em desenvolvimento, de tal
forma que muito da cartilagem é reabsorvida, com exceg¢ao da placa epifisaria (8) e o
revestimento das epifises (9). A ossificagdo das epifises ocorre a partir do centro (10),
de modo que o periésteo vascular (11) ndo recobre a superficie cartilaginosa. Os vasos
sanguineos (12) penetram nas epifises sem vascularizar a cartilagem, constituindo a
rede vascular (13) ao redor da qual o osso esponjoso sera formado (Gartner e Hiatt,
2002).
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HORMONIOS

Durante o crescimento do esqueleto existem alteragdes normais na
cartilagem epifisaria, as quais ocorrem varias vezes durante a vida da

crianga.

A tiroxina (T4), a triiodotironina (T3), a calcitonina (secretada pela
glandula tiredide), o paratorménio (secretada pela glandula paratiredide),
os glicocorticéides e os esterdides sexuais (glandulas supra-renais) e a
insulina (secretada pelas ilhotas de Langerhans do pancreas) sao os
hormdnios com agao na cartilagem epifisaria (Junqueira e Carneiro,
1995).

A acédo do hormoénio de crescimento resulta de multiplos efeitos
sobre o 0sso com a deposicdo aumentada de proteinas pelas células
condrocitas e osteogénicas, que causam crescimento no 0sso, aumento
da taxa de reproducao dessas células e tém efeito especifico da
conversao dos condrocitos em células osteogénicas, causando, assim, a

deposigao de novo osso (Guyton e Hall, 1997).

Fechamento da Cartilagem Epifisaria

Na segunda ou terceira década de vida do ser humano ocorre a
fusdo entre os centros das epifises e diafises, de modo que no sexo
feminino ocorre mais cedo em relagdo ao sexo masculino. O umero serve
como indice esquelético das transigcdes para a adolescéncia e vida adulta,
em fungdo de a sua epifise distal ser a primeira, dentre os ossos longos,

a se unir, sendo sua epifise proximal a ultima (lannotti, 1990).

Vaquero e Suarez (1999) relatam que a epifise distal do fémur é a
maior do esqueleto e a que suporta um crescimento mais rapido, sendo
responsavel por 70% do crescimento longitudinal do fémur, e de 37% do

crescimento longitudinal total de todo membro inferior. E responsavel
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também pelo crescimento de um centimetro a cada ano até chegar na
idade adulta. A fusdo com a metafise ocorre entre a idade de 14 e 16

anos nas meninas, e de 16 a 18 anos nos meninos.

A extremidade proximal da tibia possui dois nucleos de ossificagao:
o principal esta situado na porcado central epifisaria e o secundario
localizado na parte distal da tuberosidade da tibia. O centro de
ossificagcdo da tuberosidade faz fusdo com a epifise proximal nos
individuos com 17 anos de idade. O fechamento da epifise localizada na
parte distal se encerra na idade de 13 a 15 anos nas mulheres e de 15 a
19 nos homens. A epifise proximal da tibia contribui em 55% no
crescimento longitudinal da tibia, e 25% do crescimento total da perna,
sendo responsavel por 0,6 centimetros de crescimento longitudinal por
ano. As cartilagens de crescimento situadas na regidao do joelho sao
responsaveis por mais de 60% do crescimento longitudinal da

extremidade inferior (Vaquero e Suarez, 1999).

LASER

Caracteristicas do Laser

O uso do Laser vem crescendo bastante nas ultimas duas décadas
nas mais diversas areas, como medicina, odontologia, fisioterapia. Porém,
o conhecimento de seu funcionamento ainda é deficiente pelos

profissionais da area da saude.

O Laser passou a ser utilizado no Brasil a partir da segunda
metade da década de 1980, o que foi bastante tardio em comparacao a
outros paises, principalmente a Europa e os Estados Unidos. Em 1993,
Silveira e colaboradores publicaram os primeiros trabalhos, e

posteriormente Brugnera e Pinheiro, em 1998.
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O termo Laser é a abreviatura da expressdo inglesa Light
Amplification by Stimulated Emission of Radiation, que significa
amplificacdo de luz por emissao estimulada de radiagdo (Low e Reed,
2001). Embora Albert Eistein tenha delineado os principios subjacentes a
geracéo deste tipo de luz no inicio do século XX, foi somente em 1960
que Maiman produzui o primeiro feixe de luz Laser, e com base neste

protoétipo surgiram varios aparelhos.

A radiagao gerada pelo Laser de uso terapéutico difere da radiagao
gerada por outras fontes, pois, segundo Schawlow (1995), a luz produzida
pelo Laser & monocromatica, isto €, os raios Lasers sdao de um
comprimento de onda especifico e unico, portanto, tem uma freqUuéncia
definida. A coeréncia ocorre por nao ter apenas o mesmo comprimento de
onda como também a mesma fase, ou seja, os picos e as depressdes dos
campos elétricos e magnéticos ocorrem ao mesmo tempo; apesar da
perda da coeréncia da radiacao no interior dos tecidos, esta € absorvida
pelas células, gerando alteragdes no seu metabolismo, tanto em tecidos

superficiais como em profundos (Haczeki, 1989; Svaasand, 1990).

Ocorre também a colimacido, em que os raios de luz produzidos
pelos aparelhos sao paralelos, praticamente inexistindo qualquer

divergéncia da radiacdo emitida (Kitchen e Bazin, 1998).

O Laser pode ser classificado em dois grupos: o Laser cirurgico de
alta poténcia (HILT - Hight-Intensity-Laser Treatment) e Laser néao

cirurgico de baixa poténcia (LILT — Low-Intensity-Laser Treatment).

A terapia com Laser de baixa poténcia incide sobre as reagdes nao
térmicas (atérmicas) da Iluz com o tecido, ocasionando efeitos
fotoquimicos (Schaffer et al.,, 2000), ou seja, as radiacdes com baixa
densidade de poténcia (DP) (de 0,01 w/cm? a 1 w/cm?) e também baixa
densidade de energia (DE) (de 1 a 10 J/cm?) (Schindl et al., 2000) produz
um pequeno e nao significante aumento de temperatura, o qual nao
ultrapassa a 1°C (Karu, 1987).
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By

O efeito fotoquimico ocorre especialmente devido a presencga de
fotorreceptores sensiveis a determinados comprimentos de onda. A
absorcdo desses fotons por biomoléculas intracelulares especificas
produz estimulagdo ou inibicdo de atividade enzimatica e de reacgdes
fotoquimicas. Entdo estas agdes determinarao mudancas fotodinamicas
em cadeias complexas e moléculas basicas de processos fisiolégicos

com conotagdes terapéuticas (Karu, 1987).

Apés incidir sobre uma superficie, a luz Laser pode refletir,

transmitir, espalhar-se ou ser absorvida.

O tecido biolégico é pouco homogéneo do ponto de vista éptico,
assim, ao incidir sobre o tecido toda radiagdo se desdobra: uma parte é
refletida e a outra €& absorvida. A reflexdo varia com o angulo de
incidéncia da luz e as propriedades O6pticas do tecido. Anderson et al.
(1981) comprovaram que a reflexao da pele é de 4-7% quando se incide
perpendicularmente variando para mais com o uso de pomadas, liquidos
e secrecao sebacea. Dessa forma, os fotons vao se distribuir de acordo
com a absorcdo de cada estrutura, pois a funcédo fotorreguladora
determina qual comprimento de onda cada estrutura é capaz de absorver
e, com isso, promover transformacdes nas atividades funcional e

metabodlica da célula.

A funcéo fotorreguladora se da em decorréncia dos fotorreceptores,
que sao moléculas de variedade morfolégica e que se encontram
distribuidas nas células do organismo, como: flavoproteinas, porfirinas,
tirosinas, aspargina. Estas moléculas interferem no metabolismo celular
sem a necessidade de energia luminosa, mas se incidir sobre elas uma
radiagao com comprimento de onda especifico sdo capazes de absorver
os fétons da radiagcdo e provocar mudancas no metabolismo celular
(Schaffer et al., 2000).

De acordo com Karu (1987), a absorgdo € considerada uma das
mais importantes fungdes, pois sem ela ndo seriam possiveis os efeitos

fotobioldgicos, ou seja, os efeitos clinicos.
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As respostas desencadeadas pela radiacdo Laser nos tecidos
biolégicos estdo relacionadas ao comprimento de onda, a poténcia, a
densidade de energia, ao regime de pulso, continuo ou pulsado, e ao

método de aplicagao pontual ou varredura (Low e Reed, 2001).

Guirro e Guirro (2002) descreveram que a penetracdo do Laser
sera maior quanto maior for o comprimento de onda, e a poténcia indica a

quantidade de energia transmitida na unidade de tempo.

Colls (1984) analisou um esquema para os critérios de dosagem
para analgesia (de 2 a 4 J/cm?), antiinflamatério (de 1 a 3 J/cm?),
cicatrizante (de 3 a 6 J/cm?) e circulatério (de 1 a 3 J/cm?) e, segundo

Rigau (1996), o ideal é que a energia total ndo ultrapasse 40 J/cm?2.

Rigau (1996), em estudos feitos com ratos em laboratdrio,
observou que o efeito do Laser sobre o processo cicatricial em
tegumentos era dependente das doses e da frequéncia, de modo que em
mais de 5 dias por semana obtinha-se um efeito negativo sobre a
cicatrizacdo. Para evitar somacao de estimulos e consequente reducgao
da efetividade, Vegoso (1993) sugere que seja intercalado ao menos 1 dia

sem aplicagéo.

Conforme Guirro e Guirro (2002), as aplicagbes podem ser
realizadas pelos métodos pontuais ou varredura. A varredura é indicada
para os casos em que ha perda da solugdo de continuidade, como as
ulceras, onde o contato do emissor do Laser pode desencadear um
processo doloroso ou facilitar a contaminagéo do tecido. A aplicagao pela
técnica de contato possibilita que o operador pressione a sonda de
tratamento nos tecidos para uma maior penetracdo da radiacao
eletromagnética, ficando, assim, reduzida a atenuacao da luz (Schindl et
al., 2000).

Embora a radiacédo Laser de baixa poténcia ndo tenha a capacidade
ionizante, isto é, ndo rompe ligagbes quimicas, a sua propriedade de
indugao fotobioldgica é capaz de provocar alteragdes primarias, sendo estas

bioquimicas, bioelétricas e bioenergéticas nas células (Sattayut, 2000).



21

No efeito bioquimico a energia absorvida pode atuar de duas
maneiras: estimulando a liberacdo de substancias pré-formadas, como a
histamina, serotonina, bradicinina, ou modificando as relagdes
enzimaticas normais, tanto no sentido de excitagdo como de inibigao.
Inumeras investigagdes tém confirmado que o Laser exerce um estimulo
na producédo de ATP no interior das células, o que origina e promove a

aceleracao da mitose (Schaffer et al., 2000).

De acordo com Mester et al. (1985), o Laser de baixa intensidade
acelera a divisdo celular e além disso também observaram um aumento
do numero de leucdcitos que participaram da fagocitose e maior sintese

de colageno pelos fibroblastos.

No efeito bioelétrico as células tém seu interior eletricamente
negativo em relagdo ao seu exterior, e essa diferengca de potencial deve-
se a existéncia de diferentes concentragcbes de ions positivos ou
negativos dentro ou fora da célula. Dessa forma, o efeito bioelétrico da
radiacdo Laser se resume da seguinte maneira: “manutencao do potencial

de membrana” (Guirro e Guirro, 2002).

Por ultimo, o efeito bioenergético diz respeito a normalizagéo
energética que a radiacdo Laser proporciona ao bioplasma. O aporte
energético da radiacdo Laser tem a capacidade de normalizar o
contingente energético que coexiste com o contingente fisico dos
individuos (Hecht, 1992).

Nos efeitos secundarios ocorre o estimulo a microcirculagéo, que é
proporcionado pela acao da radiacdo sobre o esfincter pré-capilar. Em
decorréncia da liberacdo da histamina pela radiagdo Laser ocorre uma
paralisagcao deste esfincter, ocorrendo um aumento do fluxo sanguineo
(Silva et al., 1998).

O processo apresentado nao se refere ao mesmo proporcionado
pela administragdo de calor, e sim pelo aumento do metabolismo local
(Vegoso, 1993).
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Com o aumento da producdo de ATP, a velocidade mitdtica
também é aumentada, o que proporciona o aumento na velocidade de
cicatrizacdo e a melhora do trofismo nos tecidos, e, consequentemente, o

estimulo ao trofismo celular (Rigau, 1996).

Assim, como consequéncia das alteracdes primarias e secundarias, a
radiacdo Laser proporciona efeitos terapéuticos, como a acao analgésica,

antiinflamatoria, antiedematosa e cicatrizante (Silva et al.,1998).
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4 MATERIAIS E METODOS

A pesquisa foi aprovada pela Comissdo de Etica para Andlise de
Projetos de Pesquisa — CAPPesp da Diretoria Clinica do Hospital das
Clinicas e da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo, com

o protocolo numero 0942/07.

Animais

Foram utilizados 30 ratos da linhagem Wistar, machos, pesando em
média + 280g, com 23 dias de idade, obtidos no Biotério Central da
Faculdade de Medicina Veterinaria da UNESP — Botucatu.

Os ratos foram mantidos no Biotério de Experimentagcdo Animal do
Laboratério de Biodinamica do Departamento de Educacao Fisica — IB-
UNESP —, Campus Rio Claro-SP, em gaiolas coletivas com no maximo
cinco (5) animais. Estes foram alimentados com rag&o balanceada para
roedores (Labina), com 23% de proteina, agua ad libitum e com
condicdes ambientais controladas (ciclo claro/escuro; 12/12 horas
ambiente higienizado; temperatura média de 25°C e ventilagédo

controlada).

Grupos Experimentais

Os ratos foram divididos aleatoriamente em 3 grupos assim

descritos:

— Grupo Controle (GC) — 10 ratos que nao foram submetidos a

aplicagao do Laser.

— Grupo 5 (G5) — 10 ratos que foram submetidos a aplicagao do

Laser, com a dose de 5 J/cmZ.
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— Grupo 15 (G15) — 10 ratos que foram submetidos a aplicagéo do

Laser, com a dose de 15 J/cm?Z.

Delimitagdo da area

De acordo com o protocolo experimental planejado, os animais foram
pesados no inicio e no fim do experimento, e os joelhos foram
tricotomizados antes do inicio do experimento. O Laser foi aplicado na

face anterior, medial e lateral da epifise proximal da tibia de cada rato.

Equipamento de Laser

Durante a aplicagdo experimental, utilizamos um aparelho de Laser
AsGaAl, marca Bioset — Industria de Tecnologia Eletrénica Ltda, de modo

que antes de ser utilizado foi calibrado em Ophir Optronics-INC.

Figura 3 — Equipamento de Laser utilizado (Bioset) conforme Protocolo de
Tratamento.
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Protocolo de Tratamento

Este aparelho de Laser AsGaAl tem comprimento de onda de 830
nm, poténcia de pico de 40 mW, densidade de poténcia de 5,128 mw?;
area do feixe de 0,785 mm?; didmetro do feixe de 3 mm; regime de pulso

continuo, aplicado pelo método pontual em 3 pontos por joelho.

Foi utilizada a densidade de energia de 5 J/cm? por ponto (1 J) com
dose total de 15 J/cm? (3 J), e com 15 J/cm? por ponto (3 J), com dose
total de 45 J/cm? (9 J). As aplicagbes ocorreram a cada 48 horas apos a
primeira aplicagdo, sendo realizadas 10 aplicagbes em dias alternados
(David et al., 1996).

Durante a aplicacdo experimental, o emissor do Laser foi
posicionado a 90° em relacao a superficie a ser irradiada para minimizar o
indice de reflexdo (Karu, 1998). No intervalo de cada aplicacdo foi
realizada a assepsia da ponta da caneta com algodao estéril e alcool a
70%.

Figura 4 — Aplicagéo do Laser AsGaAl 830 nm.
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Coleta da Tibia

No 21° dia apds a primeira aplicagao e 24 horas apds a Uultima
aplicacéo, os animais foram sacrificados,com dose letal de 200 mg/Kg de

pentobarbital sédico.

As tibias foram desarticuladas do joelho e do calcanhar e limpas dos
tecidos moles associados para, entdo, serem deixadas em solucao de
formoldeideo a 10% durante 72 horas para que ocorresse a fixagao.
Posteriormente as tibias foram colocadas em solugdo de acido nitrico a
5% para descalcificacdo. Apos o periodo de descalcificacdo, o material foi
desidratado em série ascendente de alcoois, diafanizados em xilol e

incluidos em parafina de maneira a fornecerem cortes coronais da epifise.

Cortes e Técnicas Histoldégicas

Com auxilio de um microtomo rotativo, foram realizados cortes
longitudinais com espessura de 6 um da tibia. Com uma amostra da
cartilagem epifisaria, estes cortes foram corados com HE (Hematoxilina
Eosina) para que os elementos da cartilagem pudessem ser identificados
e medidos. A partir destas laminas realizou-se a documentagao

fotografica em fotomicroscopio ZEISS.

Analise Histomorfométrica

A analise histomorfométrica foi realizada com auxilio de uma camera
acoplada ao microscépio e um monitor de video, onde foi mensurada,
com uma régua micrometrada marca Olimpus (0,01 mm), a espessura
total da cartilagem, a contagem do numero de condrdcitos e a espessura

das camadas de repouso, proliferativa, hipertréfica e degenerativa.
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Analise de imagem por Raio X (RX)

Antes da primeira e apos a ultima aplicagcdo do Laser, a tibia dos
animais foi radiografada com equipamento de Raio X odontologico em
incidéncia latero-lateral. Através das imagens radiograficas, foi possivel
verificar a presenga e a integridade da cartilagem epifisaria, que foi

medida através do software AutoCAD®.

Foram realizadas cinco medidas da imagem da cartilagem epifisaria
para ser obtida a sua espessura média. Destas imagens ainda foram
obtidos os comprimentos inicial e final da tibia, ou seja, antes e depois do

tratamento.

Figura 5 — Raio X da Cartligem Epifisaria.
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Analise Estatistica

Os resultados obtidos foram analisados intergrupos, com o teste de
variancia fatorial One-Way ANOVA com nivel de significancia considerado
significativo para a < 0,05, seguido pelo teste de Tukey para verificar a

significancia entre os grupos.
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5 RESULTADOS

Analise Qualitativa e Histomorfométrica.

Em corte realizado no sentido frontal da tibia foi possivel observar a
cartilagem epifisaria em sua plenitude. Todas as camadas de células que
compdem a cartilagem foram identificadas apds terem sido coradas com
H/E.

Em todos os grupos estudados pdde ser identificado, a partir do
limite do osso da epifise proximal em direcdo ao osso da metafise da
tibia, a camada de células em repouso, a camada de células proliferativas
ou seriadas com suas colunas de células achatadas, seguidas da camada

hipertrofica e logo depois da camada degenerativa.

As células da camada de condrécitos em repouso estédo distribuidas
em meio a um abundante intersticio de matriz extracelular de cartilagem
hialina. Estas, sob efeito hormonal e mecanico, multiplicam-se e formam
grupos isogénicos de condrdcitos surgidos a partir da multiplicagdo de um
unico condrocito da camada de condrdocitos em repouso. A partir desta
camada os condrocitos iniciam um processo de hipertrofia e aumentam
de tamanho, tornando escassa a matriz extracelular desta camada. Estes
condrdcitos ficam, entdo, aprisionados em lacunas delimitadas por septos
longitudinais cujas paredes se tornardo o suporte para a deposicao de
sais de Ca, K e Hidroxiapatita. Nesta camada encontramos, dentro de
uma lacuna, condrocitos mortos ou retraidos, por estarem em fase de
degeneracgao. Ao degenerarem-se deixam espacgos que formarao o tecido
0sseo do 0sso em crescimento, os quais sao invadidos pelas células da
medula Ossea contida na cavidade medular e por pequenos vasos

sanguineos (Figura 6).

Com base na medida linear das camadas de condrdécitos, as células

da cartilagem em repouso localizadas no limite da placa de crescimento
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com a epifise 6ssea apresentaram um pequeno numero de condrdcitos
(Tabela 2) distribuidos na matriz extracelular. As células demonstraram
aspecto sugestivo de pequena atividade mitética e foram circundadas por

um espaco lacunar reduzido, indicativo de pouca atividade celular.

Na camada proliferativa, grupos de condrécitos isogénicos formaram
“pilhas” de células com atividade mitética evidente e morfologia uniforme
(Figuras 6,7,8), ndo sendo detectadas diferencas morfolégicas no
tamanho da pilha de condrdcitos (Tabela 2) e tampouco no sentido de sua
distribuigcdo, que ocorre na diregao do eixo longitudinal do osso quando

comparados os grupos estudados.

Na camada hipertréfica, o grupo 15 J mostra espessura ligeiramente
menor quando comparada a dos outros grupos (Tabela 1; Figuras 7 e 8).
As camadas de condrécitos que formam a cartilagem de crescimento
apresentaram espessura e morfologia uniformes quando comparamos a

cartilagem epifisaria do GC (Tabela 2).

A camada degenerativa mostrou a presenca de grandes vacuolos e
citoplasma retraido em todos os grupos, porém, no grupo G5 e G15, esta
camada mostrou-se discretamente desorganizada, aumentada em
numero de condrocitos degenerados (Tabela 2), o que causou um
consequente aumento de sua espessura. Este aumento pbdde ser

verificado pelo RX (Tabela 3) quando comparado ao grupo controle.

Este aumento foi mais evidente nos animais do grupo tratado com 15
J, porém n&o foi suficiente para causar qualquer alteragcdo no

comprimento final do osso (Tabela 3).
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Figura 6 — Cartilagem epifisaria de animal do GC, onde podem ser observadas as
diferentes camadas de condrdcitos. Camada de condrécitos em repouso (seta branca);
camada de condrécitos proliferativos formando grupos isogénicos (seta azul); camada
de condracitos hipertroficos (seta verde); camada de condrécitos degenerativos (seta
preta). Os condrécitos da camada hipertréfica sdo vacuolizados e preenchem toda a
lacuna de matriz extracelular (seta amarela). Septos longitudinais (seta vermelha); e
matriz extracelular (Asterisco). H/E =25um.

Figura 7 — Cartilagem epifisaria de rato do grupo G5. Na camada de condrécitos em
repouso pode ser observado um conjunto de células com pouca atividade mitética (seta
preta), circundado por abundante matriz extracelular (asterisco). A camada de
condrdcitos da camada proliferativa (seta amarela) comega a se multiplicar para dar
origem aos grupos isogénicos, os quais estdo distribuidos em matriz extracelular
abundante no sentido longitudinal do osso. Camada de condrdcitos hipertréficos
envolvidos por escassa matriz. H/E. Barra = 60 pym.
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Figura 8 — Cartilagem epifisaria de rato do grupo G15. Na camada de condrécitos em
repouso é possivel observar um conjunto de células com pouca atividade mitética (seta
preta) circundados por abundante matriz extracelular (seta amarela). A camada de
condrdcitos da camada proliferativa comega a se multiplicar para dar origem aos grupos
isogénicos, os quais estdo distribuidos em matriz extracelular abundante no sentido
longitudinal do osso. Camada de condrécitos hipertroficos envolvidos por escassa matriz
extracelular (seta verde); camada de condrécitos degenerativos (seta vermelha). H/E.
Barra = 60 um.

Analise Quantitativa

Os resultados obtidos foram analisados intergrupos, com o teste de
variancia fatorial One-Way ANOVA com nivel de significancia considerado
significativo para p < 0,05, seguido pelo teste de Tukey para verificar a

significancia entre os grupos.
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Tabela 1 — Média e desvio padrdo (um) da medida das camadas de cartiiagem em
repouso, proliferativa, hipertrofica, degenerativa e espessura total da cartilagem
epifisaria apos aplicagao do Laser AsGaAl 830 nm.

Grupos Repouso Proliferativa Hipertréfica Degenerativa Espessura

Camadas

C(n=10) 225+6,57" 358+8,35" 412+12,06" 31+ 11,117 130,5+ 18,078 "
5J(n=10) 18,9+5,83°% 354+762" 36,8+8,91"° 56 + 25,31 ° 1471+ 31,071°
15J(n=10) 18,5+6,06° 32,6+10,11"* 359+9,83° 71+ 36,36 ° 158 + 37,22 °

Letras iguais na mesma coluna nao apresentam diferenga estatistica (p > 0,05).
Letras diferentes na mesma coluna apresentam diferencga estatistica (p < 0,05).

Tabela 2 — Média e desvio padréo (um) do numero de condrécitos das camadas de
cartilagem em repouso, proliferativa, hipertréfica, degenerativa apos aplicagdo do Laser
AsGaAl 830 nm.

Grupos Repouso Proliferativa Hipertréfica Degenerativa
Camadas

C(n=10) 2.1+08" 6.6+142" 44+21" 23+08"
5J(n=10) 2.3+0.68" 6.9+ 172" 53+1.15% 58+ 1.13°
15J(n=10) 1.9+0.83"° 7.1+1.03% 51+07" 6.9+1.35°

Letras iguais na mesma coluna n&o apresentam diferenga estatistica (p > 0,05).
Letras diferentes na mesma coluna apresentam diferencga estatistica (p < 0,05).

Tabela 3 — Média e desvio padrao da espessura final e inicial da cartilagem epifisaria e
comprimento final da tibia, medidas através da imagem de RX (em um), apds aplicagao
do Laser AsGaAl 830 nm.

Grupos Média Média Diferenca da Comprimento da
espessura espessura espessura Tibia (cm)
inicial final inicial e final
C(n=10) 136 + 0,02 128 + 0,03 8" 3,36+0,21"
5J(n=10) 124 + 0,02 128 + 0,03 4° 3,58+0,12"
15J(n=10) 120 + 0,02 152 + 0,04 32°¢ 3,69+0,16 "

Letras diferentes na mesma coluna apresentam diferenga estatistica (p < 0,05).
Letras iguais na mesma coluna n&o apresentam diferenga estatistica (p > 0,05).

6 DISCUSSAO



34

O Laser diodo de AsGaAl, com comprimento de onda de 830 nm e
aplicado sobre a cartilagem epifisaria, demonstrou através da analise
histolégica e pela imagem do RX um aumento da espessura da cartilagem
epifisaria dos grupos G5 e G15 e um aumento no numero de condrdcitos

do grupo G15.

As camadas da cartilagem tiveram comportamentos diferentes diante
da aplicagcdo da Laserterapia: a camada de repouso apresentou uma
diminuicdo significativa da espessura quando comparados o GC com os
grupos tratados. Na camada hipertrofica do grupo G15 ocorreu uma
diminuicdo da espessura quando comparado ao GC. A camada
degenerativa mostrou aumento da espessura nos grupos tratados,

comparados ao GC e entre eles.

Este aumento da espessura da cartilagem n&do vem acompanhado de
qualquer alteragdo no comprimento da tibia, conforme a analise da

imagem do RX.

Segundo lannotti (1990), a camada de repouso é composta por uma
camada de condrdcitos, cuja funcdo esta relacionada a reserva de
nutrientes e substratos, como lipidios e glicogénio, e, por serem células
ricas em reticulo endoplasmatico, sao produtoras de proteinas. A
diminuicdo da espessura desta camada nos grupos tratados com Laser,
pode ter sido causada pelo aumento do metabolismo destas células que,
ao serem estimuladas pelo Laser, passaram a consumir mais nutrientes
da matriz extracelular para as atividades celulares. No entanto, este fato

deve ser aprofundado em pesquisas futuras.

Estudos demonstram que o Laser provoca alteragcdo no numero de
componentes da cadeia respiratoria (citocromo, citocromo oxidase e
flavina desidrogenase) por excitacdo de fotorreceptores ou croméforos
(Baxter, 1997). Também se sabe que ele pode produzir alteragcdes
metabdlicas importantes que culminam em influenciar no nivel do ciclo de
nucleotideo, componente envolvido na sintese de RNAm, um sinalizador

de sintese de proteina (Peterson, 1984).
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A camada proliferativa ndo sofreu alteragdo em nenhum dos
grupos estudados, pois a fungdo dos condrdcitos desta camada esta
relacionada a producdo de matriz extracelular com suas fibras de
colageno e outras substancias proprias da matriz, além da producao de
novos condrocitos. A proliferagdo de condrécitos € a unica responsavel
pelo crescimento linear dos ossos longos (Brighton, 1987). Assim,
acreditamos que o fato de obtermos tibias com as mesmas dimensdes
nos trés grupos pesquisados deve ser em fungao de esta camada nao ter

sido sensibilizada pelo tratamento com o Laser.

Utilizando US na epifise de crescimento, Lyon et al. (2003)
observaram que a camada proliferativa sofreu desorganizagdo, sendo
possivel observar que com doses altas (2.2 W/cm2) ocorreram mudancgas
patoldgicas na epifise e na metafise; enquanto doses baixas (0.5 W/cm?)
nao alteraram a epifise. Ogurtan et al. (2002) utilizaram doses de 0.2 e
0.5 W/cm? e concluiram que ndo ocorreu fechamento parcial e total da

epifise na regido do carpo e que esta néo sofreu deformidades.

Em estudo realizado com o Laser de alta poténcia (COz) em
cartilagem epifisaria de coelhos, Morein et al. (1978) demonstraram que o
Laser aplicado diretamente sobre cartilagem epifisaria prejudica a

cartilagem seletivamente, porém, o osso adjacente nao sofre alteragdes.

Dados clinicos mostram o efeito deletério do Laser de alta
poténcia em criangas: Peterson e Wood (2001) relatam o caso de uma
crianga com dano tecidual de duas falanges epifisaria distal, e, quando
utilizado o Laser CO, para ablagao de verrugas, houve deformidade e
encurtamento das digitais, tornando necessaria a realizagdo de

osteotomia corretiva.

Nosso estudo mostrou diminuicdo da espessura da camada
hipertrofica do grupo G15 tratado, o que pode estar relacionado a uma
provavel aceleracdo da fase de ossificacdo ocorrida nos septos quando

estas células comecaram a degenerar até a sua total desintegracdo. A
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lacuna deixada pela degeneragdo celular foi posteriormente sendo

preenchida pela medula éssea que invadiu este espaco.

A medula éssea leva consigo osteoblastos e osteoclastos que
trabalharam sincronicamente na reabsorcao e na recomposi¢do do 0sso,
produzindo o que chamamos de remodelagdo. No caso dos grupos
tratados, acreditamos que a invasao de osteoclastos e osteoblastos deva
ter ocorrido mais lentamente, ja que os espagos lacunares deixados pelos
condrécitos se mantiveram intactos e vazios, mostrando aumento da
espessura da camada degenerativa concomitante ao numero de

condrocitos degenerados nesta camada.

O fato de ter permanecido por mais tempo sem que a invasao da
medula acontecesse devera ser levantado em futuros trabalhos, que
deverao abordar a formacido destes septos e sua remodelagao pelos

osteoclatos e osteoblastos sob efeito da irradiacdo do Laser.

O aumento da espessura da cartilagem epifisaria total dos grupos
tratados com Laser pode ter ocorrido, segundo os dados coletados,
devido, principalmente, ao aumento do numero de condroécitos da camada

degenerativa.

Torricelli et al. (2001) utilizaram o Laser AsGaAl para avaliar o
efeito da bioestimulagcdo na cartilagem in vitro e observaram que o Laser
tem bom efeito bioestimulatério e ndo causa danos as células dos

condrocitos.

Acreditamos que em nosso trabalho possa ter ocorrido um
espessamento ou um aumento na densidade da matriz extracelular, o que
dificulta e atrasa a acdo dos osteoclastos e suas enzimas lisossomiais,
responsaveis pela absor¢cdo dos septos transversos de cada coluna de
condrécitos, permitindo que eles sejam, posteriormente, invadidos pelas
células endoteliais, osteoblastos, osteoclastos e capilares, além das
células proprias da medula éssea (hematopoiéticas). Este também é um

fato que deve ser explorado em pesquisas futuras.
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O aumento da espessura da camada de cartilagem degenerativa
pode ser um fator de risco para fraturas nesta regido do osso, uma vez
que o aumento de uma regido Ossea que nao estd completa e

apropriadamente calcificada pode deixar o 0sso mais sujeito a lesoes.

Novos estudos devem ser realizados variando os parametros
dosimétricos (dose, comprimento de onda, tempo de tratamento e niumero

de aplicagdes) para verificar possiveis alteragdes na cartilagem epifisaria.
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7 CONCLUSAO

Concluimos que o tratamento com Laser de AsGaAl 830 nm dentro
dos parametros utilizados nesta pesquisa pode causar alteracdo na
espessura da cartilagem epifisaria e aumento no numero de condrocitos
na camada degenerativa. Estas alteragdes, no entanto, ndo foram

suficientes para causar alteracdo no comprimento final do osso.
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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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