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1. INTRODUGAO

S6 nos Estados Unidos, estima-se que ocorram 5,6 milhdes de fraturas por
ano, sendo que 5% a 10% destas evoluem para retardo de consolidagdo ou
pseudoartrose. Os gastos com tratamento de fraturas sado raramente estudados, mas
estes incluem cirurgias, pos-operatorio, custos do paciente e licengca do trabalho
(LIRANI, 2004b).

Recentemente estudos na area da biologia molecular, a descoberta de
novos biomateriais e a elucidagdo dos componentes reparadores, e sua capacidade
de promover a diferenciacao de células imaturas em células osteocompetentes,
muito tem contribuido para consolidagao dos resultados das técnicas empregadas
em reparacao o0ssea (KIRKER-HEAD, 1995).

A habilidade osteoindutora das Proteinas Morfogenéticas Osseas (BMPs) ja
foi demonstrada em uma grande variedade de espécies, com diversos carreadores,
incluindo colageno e polimeros, em sitios heterotopicos e ortotépicos. Entre as
funcdes do carreador estdo: o atraso, a rapida dispersdao da BMP do local do
implante e protecéo contra lises ndo especificas (BAX et al., 1999).

Paralelamente com a evolugdo em biotecnologia e ciéncias médicas, os
lasers de baixa poténcia tornaram-se populares, e atualmente, surgindo como uma
alternativa complementar n&o invasiva para a recuperacao do tecido 6sseo. O que
pode ser comprovado pelos trabalhos de varios pesquisadores (DAVID et al., 1996;
SILVA JUNIOR et al., 2002; PINNHEIRO, 1997).

Diante do exposto este estudo propde verificar a agdo do laser de baixa

poténcia sobre as BMP no reparo de falhas ésseas induzidas no fémur de ratos.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 TECIDO OSSEO

O corpo humano tem uma capacidade notavel para regeneragao. Células de
tecidos tais como o sangue e o epitélio dividem-se rapidamente e sdo regeneradas
continuamente durante toda a vida. As células precursoras sdo células que tém a
capacidade de neoformacao e as vezes dao origem a diversos tipos de células. No
tecido maduro, estas células fazem um papel importante na homeostase e na
reparacgao tecidual (KREBSBACH e ROBEY, 2002).

Segundo Gartner e Hiatt (2003), o tecido 6sseo € composto por quatro tipos
de células: as células osteoprogenitoras que apresentam potencial de se diferenciar
em osteoblastos; os osteoblastos que sao responsaveis pela sintese dos
componentes organicos da matriz 6ssea, incluindo fibras colagenas e proteinas néo
colagenosas, além de possibilitar a mineralizagao da matriz 6ssea; ostedcitos que
apresentam fungdo de manutencao do tecido 6sseo; e por fim os osteoclastos

responsaveis pela reabsorgao do tecido 6sseo (Figural).
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Fonte: figura adaptada do www.roche.comlpageslfacetsl11/ostédefe.htm
Figura 1: Diagrama representativo das células componentes do tecido ésseo.

Ao contrario dos outros sistemas do corpo humano, o osso tem habilidade de
regenerar-se e reparar-se através da cicatrizagdo do ferimento. Desde o século
passado, a melhora do reparo foi encontrada através do uso de enxerto autdbgeno
osseo (LUDWIG et al., 2000).

Lirani em 2004, afirma que as fraturas do sistema esquelético constituem
lesdes consumadas integrais do osso, consistindo de todos os aspectos de leséo
fisica e potencial circulatéria do conteudo celular viavel, bem como da integridade
estrutural 6ssea. Células viaveis devem estar disponiveis; sinais apropriados devem
ser gerados para permitir que estas células produzam a matriz extracelular
apropriada em cada fase do reparo, € um meio mecanico suficiente conservado deve
existir para assegurar que isto ocorra.

Os trés principais estagios de consolidagcdo de uma fratura sdo: fase
inflamatdria (10%), fase reparativa (40%) e fase de remodelagem (70%). Essas
fases se superpdem e os eventos que ocorrem em uma fase podem ter-se iniciado

numa fase anterior (LOURENCO, 2002).
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O suprimento sanguineo adequado, a formagao e a manutengéo do coagulo
sao fatores necessarios para desencadear a cascata de eventos inflamatdrios que
levarao ao reparo de um defeito dsseo. Esta reparacéo tecidual possui limitacdes
quando o defeito excede o tamanho critico para aquela regiao, idade e espécie a ser
tratada. Estas restricdes geram dificuldades na resolucédo de tratamentos em

ortopedia e nas cirurgias odontolégicas (LOURENCO, 2002).

Fonte: www.apatech.com/patient-bone.html
Figura 2 Fases do processo de reparagao ossea: 1 - formagao do hematoma peri-

fraturario; 2 — reagao inflamatéria com migragdo de células de defesa e inicio da
formacgao 6ssea; 3 — proliferagcdo de células de reparo 6sseo e formacio do calo
0sseo; 4 — fase de remodelamento por meio dos osteoclastos.

Um atributo interessante do osso € que os processos moleculares e
celulares que conduzem ao desenvolvimento das estruturas esqueléticas dentro do
embrido sdo muito similares as cascatas que ocorrem no processo de cicatrizagcao
de um osso ferido. Porém o processo de remodelamento dsseo que ocorre na

cicatrizagdo do organismo adulto sofre influéncias fisicas e hormonais.

(RENGACHARY, 2002).
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Embora a maioria das fraturas cicatrizem normalmente, entre 5 e 10% dos
pacientes apresentam problemas na cicatrizagao 6ssea. Para que a cicatrizagao
O0sseaocorra, € essencial que haja um ambiente biolégico em que o 0sso novo
possa se formar. Muitas condi¢des tais como vascularizagao insuficiente, infecgoes,
instabilidade mecanica e doencas sistémicas podem danificar este ambiente
(TERMAAT et al., 2005).

O osso fraturado provoca imediatamente uma resposta inflamatéria local. Os
danos vasculares no local do ferimento causam extravasamento sanguineo. Desse
modo os mondcitos e os macrofagos séo atraidos para o local da ferida e este
extravasamento sanguineo dara forma a um hematoma, o qual impede uma perda
maior de sangue. Alguns dias apds a fratura inicia-se o reparo 0sseo através da
formacgao de um calo ésseo, neoformagdes de colageno, de vasos sanguineos e de
células de fibroblastos (HOFFMANN et al., 2001).

Para Croci et al., em 2003, uma fratura comega o seu processo de
consolidacdo assim que o0 0sso se quebra, e se as condi¢gdes forem favoraveis, este
processo se da por uma série de fases, até que o osso esteja totalmente
consolidado. A consolidagao de um osso esponjoso fraturado segue um padrao
diferente daquele do osso cortical. Como o osso tem uma textura esponjosa
uniforme e nao tem canal medular, ha uma area de contato mais ampla entre os
fragmentos que é a trama de trabéculas que permite uma penetragdo mais facil do
tecido 6sseo e sua formagao. A consolidacao pode ocorrer diretamente entre as
superficies dos ossos e ndo precisa ocorrer através do calo externo ou do calo
endosteal, como em um osso cortical.

O quadro de fratura como um todo, a partir da sintomatologia dolorosa,

edematosa e, sobretudo, no processo de reparo, constitui uma indicagéo para a
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laserterapia. Assim, a aceleragdo na velocidade mitética proporciona aumento na
velocidade de consolidagdo 6ssea, bem como reducao na incidéncia de aderéncia
pos-imobilizagdo (CARVALHO et al., 2004).

Segundo Giordano et al. (2001), embora em condigcdes normais a maioria
das fraturas ndao apresente problemas de consolidagao, existem algumas situagdes
em que o processo de reparo pode ser acelerado, assegurando rapido retorno da
funcdo musculo-esquelética. O desenvolvimento de novas técnicas capazes de
acelerar o processo de reparo 6sseo tem proporcionado avangos significativos no
tratamento das fraturas.

Para Rizzo etal., (2005), um dos fatores que compromete o sucesso da
unido é a movimentagao excessiva dos segmentos operados. Por essa razao, é
sugerido que procedimentos com fixagdes rigidas promoveriam maior unido, porém
€ um tratamento cirurgico altamente invasivo.

A perda 6ssea pode ser resultado de varias patologias, trauma ou uma
consequéncia de procedimentos cirurgicos. Isto conduziu aos estudos extensivos
realizados por pesquisadores do mundo todo no processo de reparagdo Ossea.
Diversas técnicas para a correcédo de defeitos 6sseos ja foram propostas, entre elas
0 uso de diferentes tipos de enxertos, de membranas ou da associacdo de ambas as

técnicas (PINHEIRO et al., 2003b).

2.2 NEOFORMACAO OSSEA

Os primeiros questionamentos sobre processos que determinam a

neoformacao 6ssea, em sitios desprovidos de tecidos 6sseos, foram baseados na
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descoberta de Urist. Para ele, um fator central seria o responsavel por este efeito.
Esse fator foi relatado como uma substancia indutora de formacgao 6ssea, presente
na matriz éssea. As células indutoras e as células induzidas eram provenientes do
hospedeiro e estas mesmas células indutoras seriam descendentes de histiocitos e
células do tecido conjuntivo perivascular. O termo osteoindugao foi designado para
um principio fundamental de regeneragdo Ossea desencadeado pela agado das
proteinas 6sseas morfogenéticas (SANTOS et al., 2005).

Para Termaat et al. (2005), a regeneragao 6ssea é uma recapitulacédo do
desenvolvimento embrionario do osso, como 0 0sso deve cicatrizar completamente,
a formacao do osso novo deve ter a melhor forma possivel do tecido cicatricial.

Pretel (2005), afirma que a regeneragédo 6ssea ndo é somente um processo
biolégico, mas fatores elétricos, bioquimicos e mecanicos sdao também de
fundamental importancia na regeneragcéo e manutengéo do 0sso in vivo.

O principio de neoformacao 6ssea utilizando-se bioengenharia tecidual esta
baseado na utilizagdo de arcabougos (osteocondutores), moléculas sinalizadoras
(osteoindutoras) e células tronco (osteogénicas) (PRETEL, 2005).

A necessidade de restauragao dos ossos, especialmente em decorréncia de
anomalias da consolidagdo, muitas vezes, denota obstaculo aos clinicos e cirurgides
capacitados, a reabilitagdo dos pacientes (GROENEVELD; BURGER, 2000).

O osso, quando lesado, tem a capacidade de regenerar e retornar a
estrutura tecidual original, sem a formacédo de tecido cicatricial. Apesar desse
potencial, a regeneragao necessita de auxilio em varias ocasiées, como nas unides
retardadas, nas ndo-unides, em fraturas multiplas ou cominutivas, nas osteotomias,
artrodeses e no preenchimento de cavidades ou defeitos segmentares extensos.

Para manter ou auxiliar a capacidade regenerativa inerente, de forma relativamente
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inalterada, utilizam-se substitutos 0sseos osteoindutores e osteocondutores. Uma
das vantagens desses substitutos 0sseos € nao produzir trauma adicional ao
paciente, o que ocorre na coleta de enxerto autégeno. O estudo de material
osteoindutor iniciou-se com experimentos na década de 60. Em 1965, foi publicado o
primeiro trabalho subsidiando a teoria da indugao 6ssea de autoria Urist (CIANI et

al., 2008).

2.3 PROBLEMAS QUE SAO ENCONTRADOS NA CICATRIZAGAO OSSEA

Frequentemente s&o encontrados problemas de perda éssea em seus
pacientes fraturados. A severidade destes problemas € determinada por numerosos
fatores, incluindo a extensao da perda éssea, a qualidade do osso restante, a fonte
vascular disponivel e as condi¢cdes dos tecidos vizinhos. O tratamento bem sucedido
requer a combinacédo de fatores como uma osteoindugdo marcante, uma matriz
osteoindutiva, uma resposta em forma de células com potencial osteogénico e uma
fonte vascular adequada (OAKES; LEE; LIEBERMAN, 2003).

Reis; Hungria Neto; Pires (2005) citam que cerca de 5% das fraturas de
0ssos longos evoluem para pseudo-artrose, termo aplicado para designar a situagao
em que a fratura ndo mostra evidéncias radiograficas de progressédo do processo de
consolidacgao, indicadas por esclerose nas extremidades da fratura, presengca de um
hiato, calo ausente ou hipertréfico e persisténcia ou alargamento do trago de fratura.
Devido a sua alta incidéncia, é importante que o ortopedista conhega todos os

aspectos da doenca para corretamente direcionar o tratamento para cada tipo de
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paciente. A instabilidade e a falta de vascularizacdo adequada s&o os principais
fatores que conduzem a pseudo-artrose. Infeccao falta de cooperagao do paciente e
neuropatias também devem ser consideradas na génese da falta de consolidacéo.

Variacdes temporais e espaciais interferem na secrecao dos varios fatores
de crescimento e isto ja foi comprovado em culturas de osteoblastos e em varios
estudos experimentais in-vivo, incluindo a cicatrizacdo de fraturas em seres
humanos. As BMPs sao fatores de crescimento vastamente estudados que podem
provocar formagao éssea ou osteoindugédo (SOLHEIM, 1998).

A estabilizagdo inadequada da fratura com aparelhos externos ou
osteossintese pode permitir movimentagao excessiva no foco da fratura, dificultando
ou impedindo a consolidagao, podendo levar a uma pseudo-artrose. Varios métodos
podem ser utilizados no tratamento, como a descorticagdo ou escamagao
osteoperiostal, o auto-enxerto esponjoso, a adicdo de BMP (proteina morfogenética
O0ssea), o concentrado de células-tronco da medula 6ssea e de fatores de
crescimento plaquetario, a distracdo do calo 6sseo com fixadores externos, o
enxerto 6sseo vascularizado nas perdas Osseas, 0s materiais de estabilizacdo
interna, os estabilizadores externos (fixadores externos ou orteses), além do ultra-
som, ondas de choque e campos eletromagnéticos. Porém se a fratura evolui para
uma pseudo-artrose o tratamento € mais demorado, ndo sendo muito vantajoso para
o paciente (REIS; HUNGRIA NETO; PIRES, 2005).

S6 nos Estados Unidos sdo realizadas 500 mil cirurgias/ano utilizando o
enxerto 6sseo. Concomitantemente, as cirurgias de revisao das artroplastias, tanto
do quadril como do joelho, tém aumentado progressivamente e, por consequéncia,
ocorre aumento das complicagdes e dificuldades inerentes a esses tipos de

cirurgias. Ha varios tipos de enxertos que podem ser utilizados, entre eles o enxerto
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homologo, que € o enxerto colhido em individuos da mesma espécie e que pode ser
utilizado de varias formas: fresco, congelado (-60° a — 80°C) ou liofilizado (FUJIKI et

al., 2005).

2.4 MATERIAS OSTEOINDUTIVOS

Os pesquisadores atualmente estdo estudando o uso clinico das proteinas
morfogenéticas do osso (Bone Morphogenetic Protein - BMP), consideradas fatores
de crescimento osteoindutores com potencial de atuar sobre uma célula
mesenquimal, tornando-a capaz de sintetizar osso (NUNES, 1999).

Segundo Sellers et al. em 2000, as indicagbes para o uso de BMP estéo
associadas principalmente a grandes perdas désseas, decorrentes de anomalias de
desenvolvimento e neoplasia, bem como doencgas infecciosas e inflamatérias, entre
outras.

O fendbmeno da osteoinducgao ja é descrito desde 1965. Esta capacidade de
realizar osteoinducao foi estuda localmente em roedores com implantacao de cilindro
de osso descalcificado em combinagdo com acido hialurdénico. E assim o fenbmeno
da osteoinducao foi atribuido pela presenga de uma proteina na matriz dssea a
BMP. Desde entdo, a estrutura da BMP foi amplamente estudada e descrita
(TERMAAT et al., 2005).

O conceito de neoformacgao éssea promovida por substancias osteoindutoras
nao é recente, no entanto, somente no final da década de 70, foi isolado e descrito o

primeiro fator de crescimento e diferenciacéo 6ssea. Foi observado que fragmentos
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de osso desmineralizado implantados em sitios subcutaneos e intramusculares de
cobaias, induziamformacgao de tecido d&sseo, atribuindo este fato a um fator
osteoindutor ativo presente na matriz éssea, ao qual chamaram de BMP (PADULA et
al., 2003; LUYTENT et al., 1999).

As células mesenquimais nao especializadas que se diferenciam em células
formadoras de o0sso, em resposta a estimulagdo das proteinas morfogenéticas sao
denominadas células osteoprogenitoras indutiveis, estando presentes em
abundancia no musculo esquelético e tecido conjuntivo, locais onde a formagao de

0sso pode ser induzida com maior facilidade (MASTROCINQUE et al., 2004).

2.5 PROTEINAS MORFOGENETICAS DO OSSO (BMP)

Os biofatores tém sido testados recentemente para o tratamento clinico de
doencas musculo-esqueléticas e de fraturas abertas com perda de tecido ésseo,
aumentando o potencial de cura consideravelmente se comparado ao potencial do
tecido sozinho. Estes estudos com biofatores concentraram-se nas BMPs e seus
carreadores como esponjas de colageno ou de hidroxiapatita que ja foram testados
no homem (MUSSANO et al., 2007).

As BMPs sdo membros da superfamilia TGF- (Transforming Growth Fator-
B”) que quando secretadas sinalizam a transformagédo. As BMPs eram originalmente
identificadas como as moléculas que induzem a formagao ectépica do osso quando

implantado nos musculos do roedor. Neste processo mesenquimal as células do

precursor condensam-se e diferenciam-se em dois tecidos distintos.
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Subsequentemente, condrdcitos submetem-se a um programa de proliferagao,
hipertrofia, calcificagao e finalmente, a morte da célula. (HOFFMANN et al., 2001;

KUGIMIYA et al., 2006).

Celula
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Mesenquimais
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Formacgdo Osteoblasto
Ossea

Osteocito
Fonte: Figura adaptada Tord D.A.; Hankins, G.R.; Beres, E.J.; Kallmes, D.F.; Helm, G.A. Bone morphogenetic
protein gene therapy for the induction of spinal arthrodesis. Neurosurg Focus, v. 4, n.2, 1998.

Figura 3: Diagrama da agéo das proteinas morfogenéticas do 0sso no processo de
reparagao ossea.

Proteinas desta familia do TGF- estdo implicadas em diversas atividades
bioldgicas, envolvendo diferenciacao celular, morfogénese tecidual, regeneragao,
reparo e estimulo de secrecdo de matriz extracelular. As BMPs s&o glicoproteinas
nao colagenas responsaveis pelo recrutamento de células osteoprogenitoras para os
locais de formacao o6ssea. S&o proteinas encontradas em altas concentracées no
tecido O0sseo e sdo consideradas as responsaveis pela habilidade indutiva e
regenerativa dos enxertos 6sseos desmineralizados usadas em terapia periodontal.
Atuam durante a embriogénese e na idade adulta do individuo, modulando negativa
ou positivamente varios processos bioldégicos que ocorrem no organismo humano

(CANOVA, 2003; LIMA et al., 2004; SANTOS et al., 2005).
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Os potenciais usos clinicos dessas proteinas incluem a substituicdo de
enxertos 0sseos no tratamento de unides retardadas, ndo-unides, ma consolidagoes,
artrodeses e procedimentos ortopédicos reconstrutivos, entre outros (LIMA et al.,
2004).

Segundo Rengachary (2002), a histéria da BMP é destacada desde 1889,
quando se observou que o osso descalcificado podia induzir a cicatrizacdo de
defeitos 6sseos. O objetivo inicial era o uso de outras substancias analisadas como
anti-sépticas e usando o osso descalcificado bovino como carreador. Assim, foi
observado que nao o osso descalcificado diminui a infecgdo como também deu
forma ao novo osso formado. Segundo, o autor, ainda o primeiro estudo clinico das
proteinas so6 foi realizado em 1988.

Pouco se sabe sobre o efeito fisioldgico dos diversos fatores de crescimento,
mas muitos estudos in-vivo ja foram feitos para cicatrizagédo de fraturas. E acredita-
se que osteoindugdo que o ossodesmineralizado causa, € devido a BMP, fator
contido nesta substancia (SOLHEIM, 1998).

Riley et al. em 1996 e Canova em 2003, afirmaram que nove proteinas da
superfamilia TGF-f tém mostrado individualmente induzir ossos ectdépicos em um
sistema de prova in vivo. Elas parecem ter como alvo a célula perivascular tipo
mesenquimal indiferenciada. Lane em 2001, confirmou que as BMPs sdo capazes
de estimular células progenitoras a diferenciar e formar osso. Formas recombinantes
de BMPs, particularmente BMP-2, 4 e 7 tém capacidade de curar defeitos 6sseos
criticos em roedores, caes, carneiros e primatas, quando combinadas com um
carreador de colageno, matriz 6ssea desmineralizada, hidroxiapatita e polimeros

biodegradaveis. E por fim, Millis em 1999, citou que as BMPs causam osteogénese
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de uma forma dose-dependente. Além disso, para atuarem durante a consolidacao
da fratura, elas precisam ser mantidas no local pela combinagdo a um carreador.

Em geral, os materiais usados como substitutos do tecido ésseo atuam por
meio de trés diferentes mecanismos: osteogénese capaz de formar osso diretamente
a partir dos osteoblastos; osteoconducao, pois quando colocado em uma ferida
0ssea, preenche a cavidade e conduz ao desenvolvimento de novo tecido 6sseo, ex.
sulfato de calcio, colageno, hidroxiapatita, polimero de mamona e osteoinducgao
através do auxilio na reparacdo da ferida dssea, induzindo a formagao do novo
tecido Osseo, ex. osso autdgeno, matriz organica do osso humano ou bovino e
fatores de crescimento como BMP e PDFG (CARVALHO et al., 2004; PRETEL,
2005).

Quanto a origem e a obtencdo da BMPs, sabe-se que sdo produtos de
metabolismo de osteoblastos, odontoblastos e de varias células tumorais, e, s&o
armazenadas em forma concentrada no osso, dentina e em células neoplasicas do
osteosarcoma. A extragcao da BMP foi obtida de varios animais, como bois, porcos,
ratos, camundongos, caes e coelhos, bem como humanos. Independentemente do
animal de onde a BMP for extraida, ela promove osteoindugéo, sendo a extraida de
humanos a mais dificil de ser concebida (HOFFMANN, 2001; PRETEL, 2005).

Sabe-se que algumas BMPs possuem atividade osteogénica e
condrogénica, e outras trabalham cooperativamente e sinergicamente, afetam varios
estagios da formagdo Ossea e promovem consolidagdo da fratura, mas com
atividades distintas. A BMP-2 recombinante humana (rh), a BMP-4, a BMP-5 e a
BMP-7 (OP-1) possuem atividade osteogénica e condrogénica. A BMP-2/-4 e a

BMP-7 (OP-1) trabalham cooperativamente e sinergicamente, afetam varios estagios
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da formacao 6ssea e promovem consolidacdo da fratura, mas com atividades
distintas (SAKOU, 1998; LIMA et al., 2004).

Nakase e Yoshikawa (2006) afirmam que as BMPs parecem realizar papéis
cruciais nos eventos cicatriciais da fratura 6ssea. Os mecanismos de atuagao da
BMP como a aceleragao da fase do reparo da fratura, podem servir como uma
opgao para resolver o mecanismo da regeneragédo 6ssea. Uma série de achados
atuais a respeito dos papéis da BMP e os fatores relacionados no reparo da fratura
fornecerdo uma chave para formulagao de estratégias terapéuticas menos invasivas
e um tratamento mais efetivo da fratura.

Presentemente pelo menos 20 tipos de BMPs sao estudadas, mas somente
a BMP 2, 4 e 7 foram capazes de estimular in-vitro o processo de diferenciacéo de
células bases em células maduras de osteoblasto. Em estudos essa proteina
demonstrou potencial osteoindutivo e foram aprovados para o uso clinico no
tratamento de fraturas dos ossos longos (BIASE; CAPANNA, 2007).

Embora a fungdo exata e a inter-relacédo de cada BMP nao estejam ainda
completamente esclarecidas, evidéncias indicam sua atuagdo como parte de uma
cascata complexa de fatores reguladores de diferenciagao celular, aumentando a
expressao de condroblastos e osteoblastos em sitios 6sseos lesados. A possivel
conservacgao evolucionaria estrutural e funcional dos genes de BMPs sugere funcoes
criticas regulatérias no processo de diferenciacdo durante o desenvolvimento
(FORELL; STRAW, 1994; GONCALVES et al., 1998).

Lourengo em 2002, afirma que a maior compreensao da fungdo que as BMPs
executam durante o desenvolvimento embrionario suscita o questionamento em
relagao ao termo indugéo. As BMPs ndo possuem apenas efeitos sobre a diregdo da

diferenciacao celular, elas atuam também como sinais de posi¢cdo e provém
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informagdes necessarias para o padrao de informagcdées. Em fungdo destas
caracteristicas, as BMPs se ajustam apropriadamente na categoria de morfogenes.

Para Hoffmann et al. (2001), as BMPs sao reconhecidas como fatores
importantes para a formagao de tecidos esqueléticos. O papel dessas proteinas
morfogenéticas no desenvolvimento e na manutencéao do 6rgao foi e sera o assunto
de investigagdes futuras. A administragdo bem sucedida a um paciente depende da
eficacia da dose. O maior problema da utilizacdo clinica das BMPs é controlar a
quantidade de BMP necessaria para um efeito adequado, além de um carreador
apropriado.

As BMPs induzem a diferenciagcao das células de osteoblastos, além de
realgar a fungédo destas. Os fatores de crescimento s&o regulados nos locais com a
presenca de BMP e em seus arredores proximos, mas nao ha nenhuma ligagao
cientificamente confirmada entre as proteinas e as células esqueléticas. E ainda
vastamente conhecido o papel dentro do desenvolvimento e diferenciagao celular
das BMPs. E também sua capacidade de induzir mitoses nas células oOsseas.
(REZENDE et al., 1996; GAZZERRO; GANGJI; CANALIS, 1998).

Lima et al. (2007), observaram que o implante de matriz d&ssea
desmineralizada conduziu ao desenvolvimento, resultado que foi atribuido pela
presenca da BMP presente na matriz éssea.

As BMPs, juntamente com outros fatores, podem induzir a formagéao 6ssea
in-vitro. A resposta ao tratamento com BMP varia entre as espécies de animais, 0s
primatas necessitam de uma dose maior de proteina do que os roedores. Para
superar estes problemas e para reduzir as quantidades de BMP, estudos de
tratamentos combinados com outros reagentes que podem realgar a regeneragao

Ossea, estdo sendo realizados (Hosseinkhani et al., 2007).
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Luca etal. em 2001, realizaram um estudo in-vitro fazendo a medida do
comprimento e a analise histolégica dos ossos metatarsais de ratos ainda em fase
de crescimento e submetidos ao tratamento com BMP, que mostrou aceleragéao
significativa do crescimento longitudinal do osso, aumento da altura da zona
hipertréfica e aumento no numero de condroblastos, no grupo que recebeu a BMP.

Ja Tuominen et al. (2001), concluiram e afirmaram que a utilizacdo de BMP
pura nao pode ser considerado como um substituto do material 6sseo para o cao,
que o enxerto 6sseo derivado de espécie diferente desmineralizado ndo parece ser
um material viavel como carreador para a BMP e finalizaram que a BMP adicionada
ao defeito 6sseo pareceu aumentar a formacao do osso mas nao conduziu a uma
unido o6ssea completa, o que diverge da grande maioria das conclusdes de diversos
autores atualmente.

Esta capacidade de influenciar as células primitivas indiferenciadas em
transformar-se dando origem a osteoblastos que a BMP possui, torna-se ineficaz em
estimular essa resposta sem um carreador. Estas proteinas teriam agdo sobre
quatro etapas de diferenciacao cito especifica com a ativacdo e proliferacédo de
células do mesénquima, a formagao de cartilagem, a formagao de osso primitivo e a
formacdo de osso lamelar. A quantidade de osso neoformado €& diretamente
proporcional a quantidade dessa proteina. Porém a difusdo nos tecidos é limitada
(CROCI et al., 2003).

A atividade osteoindutiva da BMP somado a sua presenca no tecido 6sseo
sugere que elas sao importantes reguladores no processo de reparagao 6sseae
podem estar envolvidas na manutengao destes tecidos (SANTOS et al., 2005).

A habilidade osteoindutora das BMPs ja foi demonstrada em uma grande

variedade de espécies, com diversos carreadores, incluindo colageno e polimeros,
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em sitios heterotdpicos e ortotopicos. Entre as fungdes do carreador estido: o atraso,
a rapida dispersdao da BMP do local do implante e protegdo contra lises nao
especificas. As propriedades geométricas de um carreador podem influenciar a
performance da BMP (BAX et al., 1999; LIMA et al., 2004).

Esta capacidade da BMP de induzir osteogénese é influenciada por varios
fatores, como a fonte e o potencial osteoindutivo da preparagédo do BMP, a
viabilidade e habilidade morfogenética éssea ou a capacidade de resposta a indugao
das células osteoprogenitoras do hospedeiro e das condigdes do ambiente local de
implantagéao (FERRIGNO et al., 2007).

Gongalves et al. (1998), afirmam que a expressdo de diferentes BMPs
durante o desenvolvimento sugere novas estratégias de intervengao terapéutica em
sitios extra-0sseos. A aplicacao clinica de BMPs, como se demonstrou, ndo esta
limitada a aceleragdo e indugdo a osteogénese. Também & de muita valia na
odontologia, tanto na indugado de dentinogénese, bem como a aplicagdo local de
BMPs em tecidos periodontais, visando sempre o reparo destes tecidos. Mostrando
a importancia clinica em diversas areas da saude. Segundo Reis; Hungria Neto e
Pires em 2005, a BMP tem sido bastante estudada e sua aplicagdo tem crescido no
tratamento das pseudartroses dificeis, com perdas de segmentos 0sseos.

Pressupde-se que a BMP induz o desenvolvimento ésseo na vida pos-fetal a
partir de células progenitoras no processo normal de remodelamento, reparo de
fraturas, incorporacao de enxertos e ossificacao heterotdpica. Apesar de terem
transcorrido mais de 35 anos desde a descricado inicial do processo de indugao
ossea por URIST, o mecanismo exato de como isto realmente ocorre ainda nao esta
completamente esclarecido, entretanto, o conhecimento das alteragdes celulares e

bioquimicas durante a formagao de cartilagem e osso ja existe (LOURENCO, 2002).
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Termaat et al. (2005), afirmam que em relagédo a dose, as caracteristicas dos
pacientes nao determinam a eficiéncia da dose de BMPs, pois essas proteinas agem
localmente. Consequentemente, a concentracdo de BMP no local do implante é mais
importante do que efetivamente a dose total. A dose de BMP deve superar um
ponto inicial antes que possa ser administrada para induzir a formacao 6ssea. Se a
dose de BMP for demasiadamente baixa, havera formagao inadequada do osso, e a
utilizacdo de uma dose elevada nao tem nenhuma eficacia adicional na formacao
ossea.

A concentragdo exata de BMP no local da fratura, ao contrario da
concentracgao fisioldgica normal no 0sso, é desconhecida. A concentragao requerida
ideal para construir uma ponte sobre os defeitos 6sseos depende de diversos
fatores. Estudos experimentais mostram que as fusdes dos defeitos 6sseos sao mais
facilmente induzidas em mamiferos mais evoluidos fisiologicamente, e deve ser
levado em consideragéo também o tipo de fratura tratada. (RENGACHARY, 2002).

Segundo Gazzerro; Gangji; Canalis em 1998, o efeito estimulatério da BMP-
2 foi estudado em detalhes e determinado que este efeito € tempo e dose
dependente, e age através da nivelagao de polipeptideos.

Para Solheim (1998), quando a concentragdo de BMP-2 é aumentada a
formagao 6ssea ocorre mais cedo, e 0 0sso e a cartilagem sao formados de forma
simultanea. A resposta osteoindutiva pela BMP-4 e BMP-5 parece ser mais fraca do
que na BMP-2. E a habilidade da BMP de induzir a osteogénese nos primatas ainda
nao esta bem desvendada.

Os efeitos de doses elevadas de BMP em um embrido em formagéo ainda
sao desconhecidos, consequentemente, seu uso durante a gravidez nao é

recomendado. Embora seja uma proteina humana, ha um risco de reagao inume em
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resposta ao tratamento e este risco aumenta se a BMP for administrada mais de
uma vez no caso de fraturas repetidas e a dimensdo deste risco ainda é
desconhecida (RENGACHARY, 2002).

Kirker-head (2005), afirma que a biopsia de ossos recuperados de seres
humanos que foram tratados com implante de BMP revela que a inducdo 6ssea
ocorre sem processos excessivos de inflamagdes, sem formacédo dssea excessiva
ou anormal.

Biase; Capanna (2007), estudaram 42 pacientes com lesdes ésseas, sendo
22 lesdes no fémur, 11 no umero, 4 na tibia, 2 na escapula, 2 no calcaneo e 1 na
fibula, tratadas com BMP. Os resultados foram julgados satisfatorios dentro dos
ajustes clinicos, mas o estudo nao referenciou a seguranga do tratamento nem o
custo.

Um estudo com 15 coelhos tratados com BMP teve como resultado a
reabsorgao 6ssea local e neoformagéao do tecido 6sseo. Embora o retrato histoldgico
fosse similar para ambos os grupos (com e sem BMP), o grupo tratado com BMP
mostrou maior osteogénese. E o grupo sem BMP mostrou formagédo de ossos mais
finos. Sendo a concentragdo de BMP usada neste estudo era determinada pelo
fabricante. O que € importante ressaltar, pois o efeito da BMP é dependente da dose
e da concentragao (LIMA et al., 2007).

Hosseinkhani et al. em 2007, realizaram um estudo que demonstrou como
resultados que a atividade osteoindutivain vivo da BMP foi influenciada
extremamente pela utilizagdo desta proteina combinada com outras substancias
osteoindutivas. E concluiram que a incorporacido de outros fatores de crescimento

com as proteinas morfogenéticas do osso esta em alta.
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Santos et al. (2005), em um artigo de revisdo concluiram que as indicagdes
para o uso de BMPs estao associadas principalmente a grandes perdas 0sseas,
decorrentes de anomalias de desenvolvimento, bem como defeitos ésseos causados
por algum trauma na estrutura 6ssea, doencas infecciosas e inflamatérias. Uma
avaliacao definitiva sobre o uso clinico de BMPs, s6 sera possivel apds a elucidacao
de todos os diferentes fatores que influenciam na reparagéo tecidual, juntamente
com o desenvolvimento de um sistema carreador apropriado. O que garantira um
protocolo de tratamento mais adequado.

Para avaliar a potencialidade da rhBMP-2 em acelerar a consolidacdo de
fraturas, Bouxsein (2001), realizou fraturas bilaterais na por¢ado medial da ulna de
coelhos, que foram divididos em 2 grupos, 1 que recebeu esponja de colageno
absorvivel contendo rhBMP-2, esponja de colageno absorvivel com tampao e um
nao tratado. No periodo de duas semanas, a area do calo mineralizado foi avaliada
por tomografia computadorizada quantitativa. Os autores concluiram que os animais
tratados com BMP apresentaram uma velocidade de cicatrizagdo 6ssea 33% maior.

Luytent et al. em 1999, testaram a eficacia da aplicagdo da BMP-2 com a
osteogenina e concluiram que os dois fatores relacionados estimulam a sintese e
diminuem a degradacédo das proteoglicanas da cartilagem articular. E afirmaram
ainda que estas proteinas iniciam nao somente a neoformagao da cartilagem
articular in-vivo, mas tem também um papel na manutengédo da matriz cartilaginosa.

Um outro interesse da aplicagdo das BMPs sdo as taxas reduzidas de
infeccdo apods o tratamento de fraturas com estas proteinas. Isto pode ser explicado
pelo aumento da estabilidade, a osteoinducdo realcada e o aumento da fonte

vascular local criados pela aplicagéo localizada da BMP (TERMAAT et al., 2005).
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O enxerto liofilizado descalcificado € o enxerto sem a parte mineral. Outra
forma do uso deste enxerto seria o homoenxerto congelado, reduzido a
microparticulas desmineralizadas, liofilizado e armazenado, possuem um
significativo potencial osteoindutor, fazem supressao da mitose e intensificagédo da
diferenciacao de células mesenquimais indiferenciadas em condroblastos e
osteoblastos. Esse “p6 de osso” € rico em BMP. E por ser um enxerto poroso
permite ainda a invaginacao de vasos sanguineos para seu interior (FUJIKI et al.,
2005).

Rizzo et al. (2005), analisaram a atuagdo da matriz 6ssea homdloga
desmineralizada na unido da processos transversos apos sua descorticagdo em 24
coelhos e os resultados histologicos demonstraram areas de fragmentagédo e minima
formacgao 6ssea a partir dos processos descorticados, com reabsor¢ao da matriz até
a nona semana e substituicdo por tecido conjuntivo fibroso. Esses achados, segundo
os autores, divergiram de outros encontrados que afirmam que a matriz 6ssea
desmineralizada foi bem aceita pelo hospedeiro sem observacao de particulas
segmentadas e células do tipo inflamatérias. Por outro lado, Guizzardi et al. em
1992, afirmaram que a quantidade de BMP liberada na desmineralizacdo nao é
suficiente para intensificar a formacao 6ssea na coluna vertebral, podendo ser a
explicagcédo dos resultados encontrados.

De acordo com Salgado (2002), uma concepgao errbnea € considerar que
todo material derivado de colageno € idéntico em composigao. De fato, a maneira
pela qual o colageno doador é processado tem efeito significante na estrutura do
material, nas propriedades mecanicas, no potencial imunogénico e no tempo de

degradacéo.
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A eficacia de aplicar-se as BMPs foi amplamente investigada fora do uso
clinico e conduziram-se esses resultados positivos para que fossem incluidos no uso
clinico (TERMAAT et al., 2005).

O uso clinico dessas proteinas inclui a substituicdo de enxertos 6sseos no
tratamento de unides retardadas, ndo-unides, mas-consolidacdes, artrodeses e
procedimentos ortopédicos reconstrutivos, entre outros (BAX et al., 1999).

Do ponto de vista das aplicagdes clinicas, médicas e ortopédicas, diversos
membros da familia das BMPs estdo atraindo consideravel ateng¢do, por serem
denominados de ferramentas terapéuticas para a regeneragdo esquelética e
servirem como moléculas alvo para tratamento de desordens esqueléticas (NAKASE
e YOSHIKAWA, 2006).

Gongalves et al. em 1998, ja afirmavam que a avaliagao definitiva do uso
clinico de BMPs seria possivel apos a elucidacdo de todos os diferentes fatores
influentes na determinagao do reparo tecidual e na atividade do implante, bem como
apos o desenvolvimento de um sistema carreador apropriado. A caracterizacao
completa das BMPs e a compreensao de sua atuacao nos diferentes estadios de
neoformacgao dssea possibilitardao a formulagéo de tratamentos mais adequados,
estimulando-se os proprios tecidos ao processo de reparo.

Pinheiro et al. (2003a), afirma que o uso do 0sso inorganico bovino nao é
uma nova ferramenta para melhorar o reparo do 0sso, pois ja € relatada desde 1889.
Este material foi usado previamente para a reconstrugdo do cume alveolar, da perda
do osso associada as lesdes peridentais e periapicais, sobre os defeitos dsseos.
Embora o uso da terapia do laser de baixa poténcia (LLLT) na biomodulagéo do

reparo do osso esteja crescendo e diversos estudos sendo realizados, ainda ndo
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demonstraram resultados significativamente positivos na cicatrizacdo do tecido
0sseo.

Carvalho et al. em 2006 e Gerbi etal. em 2008, concluiram que os
biomaterais promovem a neoformagdo Ossea lenta e gradual, mas quando
associados com o uso do laser de baixa intensidade ocorre uma aceleracao destas
capacidades, pois o laser faz a estimulacdo das células e da microcirculagéo do
tecido. Neste estudo no sétimo dia apds a cirurgia, os autores observaram que o
grupo tratado com laser associado a BMP estava em um estagio mais avangado de
reparo quando comparado com outros tratamentos, apresentando ainda uma area
de neoformacao de tecido 6sseo com uma grande concentragao de osteoblastos e
auséncia de reacao inflamatdria. Indicando assim uma aparente eficiéncia do

tratamento combinado de BMP e Laser de Baixa Intensidade.

2.6 CARREADORES

Um dos fatores mais importantes que podem determinar o sucesso ou
fracasso de enxertos 6sseos indutores em cirurgias reconstrutivas é a eficiéncia do
material carreador. O carreador ideal deve aumentar a exposicdo dos tecidos do
hospedeiro a substancia de crescimento e assegurar uma distribuicdo uniforme sem
permitir que o material implantado ultrapasse os limites do sitio. Além disso, nao
deve provocar interferéncia na regeneragédo éssea e ainda potencializar a atividade
osteogénica da BMP, ter receptividade a esterilizagdo, O carreador deve ser

absorvido na medida em que for ocorrendo a formacao 6ssea. Além disso, deve ser
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seguro, biodegradavel, biocompativel e formulado para permitir tamanhos e formas
adequados para o enxerto (RENGACHARY, 2002; SANTOS et al., 2005; PRETEL,
2005).

Diversos estudos experimentais salientaram a importédncia do uso de um
carreador com a finalidade de reter a BMP por tempo suficiente para a inducéo
O0ssea e de protegé-la contra lises ndo especificas. Existem diferentes tipos de
carreadores, com diferentes tipos de resposta, sendo ainda necessario esclarecer
problemas como combinacéo, bio-disponibilidade, difusibilidade e espécie (LIND,
1998).

De acordo com Rengachary (2002), a proteina morfogenética do osso é uma
proteina soluvel em agua que difunde facilmente nos liquidos do corpo. Em um
ajuste experimental, a BMP sem um carreador nao resiste mais do que algumas
horas no local depositado. E conseqiientemente necessario conter a BMP em um
carreador de modo que tenha um efeito localizado no osso em cicatrizagao.

Os carreadores provéem trés diferentes e importantes funcgdes
(GROENEVELD; BURGER, 2000):

1. atuam como um espacgador tridimensional, fornecendo a estrutura
necessaria para a formagao do novo tecido.

2. mantém o nivel de concentragao critico das BMPs no local, permitindo que
0 processo de calcificagdo ocorra com seguranca.

3. contém a BMP no local desejado, impedindo que haja calcificagédo em
locais indesejados.

E absolutamente critico o tempo de reabsorcdo do carreador: se por
demasiado curto, ndo mantém a concentracdo adequada de BMP durante o tempo

necessario e se muito longo pode impedir fisicamente o desenvolvimento do novo
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tecido calcificado, levando a formacado oOssea nao-orientada e pseudo-artrose
(YASKO et al., 1992).

Varios carreadores foram investigados experimentalmente e clinicamente, e
podem ser classificados em sais inorganicos, polimeros sintéticos e compostos de
polimeros sintéticos e naturais. Um carreador ideal ndo pode induzir uma resposta
imune, nem uma reacgao inflamatéria e também deve ser poroso. Além disso, a
degradacéao do carreador nao deve resultar em residuos toxicos (RENGACHARY,
2002).

Segundo Oakes, Lee; Lieberman (2003), existem inUmeros carreadores para
as matrizes comercialmente disponiveis, entre eles polimeros naturais e sintéticos, o
glicerol, o colageno, o sulfato de calcio, hidroxiapatita, alginatos, cerdmicas e o acido
hialurénico.

Para Rengachary (2002), a hidroxiapatita que € um mineral natural possui
uma absor¢do muito lenta e esta tornando-se menos popular. O colageno é o
carreador hoje mais usado, ele tem a preferéncia, pois pode ser obtido do osso, dos
tenddes ou dos ligamentos. O colageno bovino € atualmente usado como opgéo de
carreador no ajuste clinico. No caso especifico da BMP o colageno 6sseo como
carreador permite maior firmeza na ligagdo proteina— carreador. E os autores
afirmam que o colageno derivado do osso é o carreador mais utilizado no tratamento
dos seres humanos.

Oakes, Lee; Lieberman, em 2003, concluiram que o acido hialurénico e o
glicerol sdo carreadores viaveis para matrizes dsseas desmineralizadas. Quando
analisados e comparados os tipos de carreadores, nao se notou nenhuma diferenca

significativa de resultado. Mas embora estas matrizes produzissem osteoindugéo,
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sozinhas elas ndo geraram uma resposta adequada para facilitar a cicatrizagdo do
defeito 6sseo.

Minamide et al. em 2001, avaliaram dois sistemas de carreamento para as
BMPs, o primeiro foi uma estrutura porosa chamada true bone ceramics e o outro foi
o colageno tipo I. Os resultados mostraram que o primeiro apresentava sua estrutura
porosa preenchida por osso e foi mais eficiente que o colageno tipo |, e que
promoveu um rapido crescimento com formagao de osso resistente.

Teixeira et al. (2004), utilizaram em um estudo pombos como animais
experimentais, tratamento de fratura de umero com BMP e como carreador
hidroxiapatita e concluiram que a BMP pode nao ter permanecido por tempo
suficiente no local desejado para estimular a diferenciagdo celular, ou pela rapida
absor¢ao da hidroxiapatita ou pela falta de uma membrana osteopromotora.

Apesar de associadas ao colageno, as BMPs sé&o classificadas como nao
colagenas. E o colageno tem sido amplamente utilizado como carreador para as

proteinas morfogenéticas do osso (CANOVA, 2003).

2.7 TERAPIA DO LASER DE BAIXA INTENSIDADE

Os aparelhos de laser tornaram-se extensamente e cada vez mais usado na
medicina. O uso da terapia com laser de baixa poténcia ja foi amplamente estudado
e seus efeitos em condigdes patoldgicas altamente comprovadas, entre estas
aplicacdes para o laser estdo: diminuicao da dor, feridas e lesdes nervosas. O efeito

bioestimulatério do laser de baixa poténcia descoberto em 1960 onde foi
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demonstrado o aumento na sintese de colageno dentro de feridas da pele (KHADRA

et al., 2004a).

MITOCONDRIA

Fonte: prépria
Figura 4: representacéao celular, contendo mitocéndria e os citocromos.

Aterapia com laser de baixa poténcia parece ser promissora na aceleragao
do reparo de lesdes em diferentes tecidos bioldgicos, pois tem o atributo de ser uma
técnica de tratamento que emprega procedimentos nao-invasivos, nao-patogénicos,
nao-quimicos e nao-térmicos (FREITAS, 2001).

Lirani; Lazaretti-castro (2005), afirmam que existem muitas evidéncias
cientificas que demonstram os efeitos bioldgicos positivos do laser de baixa
intensidade sobre o tecido 6sseo. E dificil saber qual a dose de energia necessaria

para estimular a osteogénese em diferentes estados bioldgicos como, por exemplo,
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no osso normal, naquele com atraso de consolidacdo ou no osteopordtico,
necessitando de estudos que formem protocolos de aplicagao.

O estimulo de incremento 6sseo se consegue tanto com substancias
quimicas como pela utilizagdo de ultra-som, emprego de campos eletromagnéticos,
e mais recentemente pela terapia do laser de baixa poténcia. O laser de baixa
intensidade apresentou resultados promissores na década de 60 quando as
pesquisas neste campo iniciaram-se (PRETEL, 2005).

Khadra et al. (2004), confirmam o efeito bioestimulatorio positivo da terapia
com o laser de baixa poténcia, mas estes efeitos dependem da habilidade dos
tecidos de responder a energia clara. Os mecanismos estimulatério da cicatrizagao
o0ssea nao sao bem compreendidos, mas pode ser multifatorial que incluem:
promocdo da angiogénese, producdo de colageno, proliferagdo celular e
diferenciagao osteogénica entre outros.

Karu et al. (1995), afirma que os efeitos do laser de baixa intensidade sao
extremamente dose-dependente. Estes efeitos dependem da fluéncia, energia,
intensidade e comprimento de onda. Estas afirmagdes sdo confirmadas tanto in vitro
como in vivo.

A hipotese mais provavel para a melhora do crescimento do tecido ésseo é
que a energia do laser possa excitar as porfirinas e os citocromos (que sao
cromoforos intracelulares) e desta maneira induzir um aumento da atividade celular,
aumentando a concentragdo de ATP e liberando calcio (FREITAS, 2001).

Freitas (2001), afirma que o tecido &sseo irradiado por laser de baixa
poténcia pode apresentar aumento da vascularizacdo e aceleragao dos processos
biolégicos envolvidos no reparo de lesbdes, aumento da calcificagdo da matriz 6ssea,

maior resisténcia mecanica no tecido 6sseo neoformado e aumento do niumero de
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osteoblastos e osteoclastos, além da proliferagédo e diferenciacdo de células
osteoblasticas. Com isso as propriedades e os efeitos da irradiagao por laser em
materiais biolégicos tém sido amplamente pesquisados, e alguns resultados ja sédo
aplicados em novas técnicas, como, por exemplo, os procedimentos de micro-
cirurgias.
O laser de baixa intensidade pode promover maior velocidade de cicatrizagao

e reparo, aceleracdo da neovascularizagao, oclusdo de feridas, maior formagéao do
tecido de granulagdo, maior numero de fibroblastos, maior numero de fibras
colagenas, aumento na sintese de ATP, liberacdo de histamina pré-formada,
reducdo do pH intracelular e alteragbes na proliferacdo e motilidade celular,
fagocitose, resposta imune e respiragao (LIRANI, 2004).

Freitas (2001), concluiu que a irradiacdo do laser de baixa poténcia acelerou
a velocidade de consolidagéo de lesdo de tibia produzida cirurgicamente. Estes
resultados reforcam observagdes ja existentes. Avangos na elucidagdo desta
questao fundamental podem contribuir para que o laser de baixa poténcia possa ser
futuramente uma ferramenta promissora para a pesquisa da regeneragao 0ssea.

Segundo Khadra et al. (2004a), estudos investigaram o efeito da terapia com
laser de baixa poténcia no osso alveolar apds extracdo dentaria. E mostrou o
aumento da deposi¢cao 6ssea, sugerindo o efeito de ossificagdo. Sugerindo que a
terapia pode ser usado como uma ferramenta nao-invasiva e eficaz para realcar a
fusdo 6ssea em alguns tipos de fraturas.

Silva Junior et al. (2002), estudaram a agao da terapia com laser de baixa
poténcia em um modelo de defeito 6sseo em fémur de ratos, e a morfometria

computadorizada demonstrou maior mineralizagado 7 dias apos a cirurgia no grupo
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tratado. A aplicagdo diaria de LLLT por mais de sete dias acelera a neoformagao
trabecular de acordo com os resultados.

Barushka et al. (1995), em estudo feito com fraturas de tibias em 292 ratos,
obteve resultados que demonstraram que a terapia com laser de baixa intensidade
pode aumentar a atividade e o numero de osteoblastos e osteoclastos. Confirmando
esses resultados, Lirani (2004) ainda afirma que a terapia laser € capaz de acelerar
0 processo de reparo 0sseo.

Lirani e Lazaretti-castro (2005), que avaliou os efeitos da terapia laser de
baixa poténcia em células osteoblasticas humanas utilizou doses diarias de laser
AsGaAl (830nm, densidades de energia de 1,7 a 25,1J/cm2) por até 10 dias, e 0
aumento do calcio intracelular indicou que estas células respondem a terapia com
laser de baixa poténcia.

Baruska et al. em 1995, investigaram o efeito do laser hélio-nednio sobre o
reparo 0sseo e observaram que nos animais irradiados com o laser He-Ne ocorreu
mudanc¢a na relagado osteoblastos - osteoclastos e acumulo mais rapido de matriz
ostedide no local da lesédo provocada.

Segundo Khadra et al. (2004b), a analise histolégica de seu estudo revelou
que a terapia com o laser de baixa intensidade estimulou o deposito de calcio,
fésforo e proteina. Indicando assim que a aplicagéo do laser de baixa poténcia
acelera a maturagdo do tecido 6sseo novo e realca o metabolismo dsseo no
processo de cicatrizagao.

Freitas em 2001, concluiu e afirmou que os resultados obtidos por seu
estudo, pelas diferentes analises realizadas apontam uma sélida indicacdo de que
as alteragdes provocadas pelos efeitos da irradiacdo por laser promovem uma agao

estimulante no reparo da lesdo durante a primeira semana de irradiagdo e uma agao
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inibitéria na segunda semana. Deve ser considerado que um duplo mecanismo
possa estar envolvido na interacdo da irradiagao eletromagnética do laser com
processos de regeneragdo do tecido 6sseo. O primeiro mecanismo, foto-
estimulatério, pode estar relacionado com a ativagdo de osteoblastos na producao
da matriz éssea, promovendo o aumento significativo da area trabecular e do
numero de vasos sanguineos na primeira semana de irradiagdo consecutiva. Num
estagio seguinte, um mecanismo foto-inibitério deve diminuir a atividade
osteoblastica e concomitantemente estimular a atividade osteoclastica, promovendo
assim, a reabsorgdo da matriz 6ssea e inibindo a proliferagédo de vasos sanguineos

na segunda semana de irradiagao.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Analisar morfométricamente e histologicamente a agdo do laser de baixa
poténcia (AsGaAl) com comprimento de onda A 650nm em defeitos 6sseos,
preenchidos com enxerto composto de matriz orgénica bovina e Proteina

Morfogenética do Osso (BMP).
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4. METODOLOGIA

4.1 Animais de experimentagao

A amostra foi composta de 36 ratos machos (Rattus norvergicus albinus), da
linhagem Wistar, com peso corporal variando de 300 a 350 gramas, adultos.
Procedentes do Biotério Central — Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
(UFMS).

Os animais foram confinados em gaiolas de 0,15 m? com 6 animais por
gaiola, mantidos em foto periodo de 12 horas, temperatura e umidade mantidas por
ar condicionado, ruidos minimos, racdo sélida’ e agua “adlibitum”, ficando sob
observagao por um periodo de dois dias, antes da sua utilizacdo no experimento.

Todos os procedimentos experimentais foram realizados em conformidade
com as normas do Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal — COBEA e da
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Fundacdo Universidade Federal

de Mato Grosso do Sul (FUFMS), sob protocolo n°® 131/2006 (Anexo-A).

! Nuvilab — Nuvital Nutrientes Prod. Vet. Ltda — Curitiba PR
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4.2 Grupos Experimentais

Os animais foram distribuidos em trés grupos experimentais, conforme o
procedimento realizado:

- Grupo 1: constituido por 12 animais. Defeitos 6sseos induzidos e
preenchidos com substancia osteoindutora associada a aplicagcdo de laser de baixa
poténcia. Que foi denominado de grupo BMP+Laser.

- Grupo 2: constituido por 12 animais. Com defeito 6sseo induzido e
preenchido com substancia osteoindutora sem aplicacdo do laser de baixa potencia.
Que foi denominado de grupo BMP.

- Grupo 3: constituido por 12 animais. Com defeito 6sseo induzido e

sem nenhum tratamento. Que foi denominado de grupo controle.

4.3 Producgao dos defeitos 6sseos

Os animais foram submetidos a anestesia dissociativa com 10mg/100g de
peso de quetamina associada a 0,4mg/100g de xilazina, por via intraperitoneal.

Apo6s o procedimento anestésico e constatado o efeito da droga, foi realizada
a tricotomia da face lateral da coxa direita, em extensao suficiente para permitir a
visualizagdo da regido a ser abordada. O animal foi, entdo, posicionado em decubito

lateral, e o local da incis&o preparado com anti-sepsia.
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Foi realizada uma incisdo de acesso ao fémur direito. Apds a incisado da fascia
lata, foi localizada a diafise femoral e na face cranio-lateral a aproximadamente
50mm da epifise proximal foi realizado um defeito ésseo empregando brocas
multilaminadas do tipo esférica n°2 (KG Sorensen) acopladas a uma pecareta
(Kavo — Kavo do Brasil) acionado por motor de implante (Easy Implant— Easy
Equipamentos) a 46.000 RPM sob irrigacdo constante com soro fisioldgico,
perfurando a cortical do osso até atingir o canal medular.

Nos grupos 2 e 3 o defeito foi preenchido com uma pasta formada de
substancia osteoindutora Gen — Pré? composta pela aglutinagdo de matriz organica
de 0sso, 0sso bovino inorganico, proteinas morfogenéticas do osso, carreados por
hidroxiapatita e colageno, na propor¢ao de 10:1, homogeneizado com solug&o salina
9%.

Para que o biomaterial ndo sofresse dispersdao os defeitos foram recobertos
com membrana bioldgica constituida de cortical 6ssea bovina descalcificada Gen
Derm?®. Apos estes procedimentos foi feita a sintese por planos com nylon poliamida
0,30, agulhado. E em seguida, os animais dos trés grupos receberam uma dose
unica de antibiético (Penicilina associada a estretomicina) em dose de 1mg/100g por

via intramuscular, para profilaxia de infecgdes e Dipirona como analgésico.

2Gen-Pro Baumer biomaterial division S/A

3 Gen Derm Baumer biomaterial division S/A
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4.4 Aplicacao do Laser Diodo Arsenieto de Galio e Aluminio (AsGaAl)

Foi utilizado o Laser AsGaAl da marca Laserline® modelo Inova, com poténcia
de 50mW, area do feixe de 0,1cm?, e comprimento de onda de A 650nm. A forma de
aplicacao foi pelo método transcutaneo pontual, com dose pré-determinada de 4
joules/cm? e tempo de 80 segundos para uma area de 1cm?, por meio de aplicacdes
diarias desde o 1° dia de pods-operatério sobre a regido da lesdo no grupo

experimental 3.

4.5 Eutanasia

Foi realizada a eutanasia de quatro ratos por grupo no 7°, 14° e 28° dia de
pos-cirurgico, para a retirada do fémur. Os animais sofreram eutanasia mediante

dose letal de tiopental sédico por via intraperitoneal (100mg/Kg).

4.6 Procedimentos Histologicos

Os segmentos destinados a histologia foram fixados em formol a 10% por 24

horas. Apds este periodo, descalcificados por EDTA, incluidos em blocos de parafina
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e submetidos a cortes transversais de 5um de espessura preparando-se |laminas

com dois cortes cada uma coradas com HE (hematoxilina e eosina).

4.7 Analise Morfométrica

A analise histomorfométrica foi realizada com o auxilio do programa Image
Pro Plus (versao 4.5). Foram analisados 5 quadrantes por lamina, sendo quatro
periféricas e uma central, realizando-se a contagem da area total de osso

neoformado.

4.8 Analise Histopatolégica

Foi realizada uma analise qualitativa e descritiva do material obtido.

4.9 Analise Estatistica

Os dados foram tabulados de acordo com a distribuicdo dos valores em cada

grupo relacionados a cada periodo.
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Para a analise estatistica foi utilizado o Software BioEstat 3.0. O grafico foi
plotado no Software Microsoft Excel 2003.

Para cada grupo foi testada a forma de distribuigdo dos valores. A hipétese de
nulidade referiu-se a distribuigdo normal dos valores e a hipétese alternativa a nao
distribuicao normal. O nivel de deciséo foi estabelecido em p<0,05. Para tal analise
foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk. Os resultados mostraram que a maioria das
ordenagdes de valores nao apresenta distribuicdo normal, considerando para as

comparagdes teste ndo-paramétrico.
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Figura 5: Figurarepresentativa: A - incisdo cirurgica com exposicado do 0Sso
fémur e inicio da confecgéo da falha 6ssea; B confecgao da falha 6ssea utilizando
broca multilaminada do tipo esférica n° 2; C - perfuragdo da cortical do osso até
atingir o canal medular; D fémur dissecado, onde observa-se a falha Ossea
produzida.

I
Figura 6: Painel do laser — Laserline modelo Inova 50mw — 650nm de comprimento
de onda.
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5. RESULTADOS

Em primeira analise, compararam-se os valores obtidos para cada periodo (7,

14, 28 dias de pds-operatoério) entre os grupos (Grupos 1 - BMP+Laser; Grupo 2 -
BMP e Grupo 3 - controle).

A segunda comparagao averiguou a hipotese de alteragao significativa em cada
um dos grupos de acordo com a evolug¢ao do periodo (7, 14 e 28) dias.

O teste de Kruskal-Wallis com pés-teste de Dunns foi utilizado para a
comparagao intra e intergrupos em cada periodo. O valor de decisao foi p<0,05.

Os resultados da analise morfométrica estdao apresentados na tabela 1. Todas

as comparacgodes apresentaram-se diferentes estatisticamente conforme tabela 2.



56

Tabela1 - Resultado da analise morfométrica dos 5 campos das 4 amostras dos
grupos pesquisados em 7, 14 e 28 dias. Campo Grande - MS, 2007.

Amostra Campos BMP
LLLT
70.1

68.7
67.2
66.4
67.0
65.2
64.0
68.1
69.5
69.4
65.9
69.1
65.9
70.1
68.6
70.0
68.1
67.5
64.3
65.1

Média 67.5
Dp 2.0

A H ON =2 O P ON-=_2OG P OONDN-_2OGOO B OON-~

7 dias

BMP
BMP Controle LLLT
53.8 321 98.3
58.7 234 99.2
56.9 18.0 100.7
50.0 26.2 99.2
54.2 241 99.1
70.2 29.3 101.0
45.1 25.7 98.0
53.8 30.1 954
54.0 23.8 98.7
54.1 28.0 96.2
55.2 23.4 97.4
50.1 25.8 96.8
60.9 221 99.1
50.0 29.2 98.7
55.9 25.3 97.2
60.0 32.1 95.2
57.0 22.4 99.9
56.3 26.7 97.9
52.9 25.8 106.1
48.0 224 99.7
54.9 25.8 98.7
5.4 3.6 2.4

14 dias

BMP Controle

75.5
69.9
78.1
77.6
76.8
75.5
85.5
73.1
76.7
77.3
791
70.6
69.2
77.5
78.0
80.0
73.2
75.3
791
72.7

76.0
3.9

35.9
34.6
35.9
34.9
33.4
40.2
35.9
34.1
33.7
34.2
35.2
31.5
41.0
32.7
34.2
33.7
341
34.5
31.8
36.6

34.9
24

BMP
LLLT
1101

112.0
111.0
100.0

99.7
105.2
111.0

99.8
112.0
110.1
106.2
103.7
100.0
115.0
114.0
114.2
1101
104.6
114.8
100.4

107.7
5.6

28 dias

BMP Controle
89.2 43.1
86.1 46.0
84.7 42.7
87.2 43.4
87.7 42.4
85.3 42.9
85.1 43.7
83.9 441
84.1 42.0
85.1 43.2
87.1 451
86.3 41.9
84.9 43.0
87.5 43.8
86.1 441
89.2 43.6
84.2 42.4
85.4 451
86.7 43.3
84.9 443
86.0 43.5
1.6 1.1

Tabela 2. Resultado das medias da analise morfométrica indicando a evolugao da

neoformacéo éssea ao longo dos 28 dias. Campo Grande — MS, 2007.

Periodo BMP + LLLT
7 67.5

14 98.7

28 107.7

Média 91,4

Dp 20,9

Valor p p<0,0001

BMP
54.9
76.0
86.0
72,3
16,0

p<0,0001

Nota: Teste de Kruskal-Wallis com pods-teste de Dunns.

Controle
25.8
34.9
43.5
34,7
8,9

p<0,0001

Valor de p
p<0,0001
p<0,0001
p<0,0001
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7 Dias 14 Dias 28 Dias

Figura 9: Comparagao dos valores de neoformagao 6ssea, intra e intergrupos nos
periodos de 7, 14 e 28 dias. Valores expressos em média e desvio padrao. Kruskal-
Wallis com pos-teste de Dunns.

5.1 Analise Histopatolégica

e Aos 7 dias apos a leséo

Grupo com defeito 6sseo preenchido com substancia osteoindutora (BMP)
associado a aplicacao de laser - na area do defeito observa-se presenca de tecido
conjuntivo fibroso com neoformacéo de vasos, areas de tecido 6sseo neoformado e

grande concentragao de ostedcitos com evidentes canaliculos.

Grupo com defeito 6sseo preenchido com substancia osteoindutora (BMP)

sem aplicagao de laser - na area do defeito 6sseo houve presenca de tecido
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conjuntivo fibroso com neoformacéo de vasos, e algumas escassas areas de tecido

0sseo neoformado, além da presencga de ostedcitos.

Figura10: Montagem de fotomicrografia de lamina do defeito 6sseo preenchido com
substancia osteoindutora (BMP) associado a aplicagcdo de laser de baixa poténcia
(BMP+Laser) aos 7 dias - observa-se a presenga de tecido conjuntivo fibroso (TCF) com
neoformacado de vasos (V), e algumas escassas areas de tecido 6sseo neoformado,
presenca de ostedcitos (0s). Barra de escala 20pm.

Grupo com defeito sem preenchimento de substancia osteoindutora (BMP) e
sem aplicacéo de laser (grupo controle) — presenga de area medular preenchida com

material fibroso e escassas areas de tecido 6sseo neoformado.



Figura 11: Montagemde fotomicrografia de lamina do defeito ésseo preenchido com
substancia osteoindutora (BMP) aos 7 dias - observa-se a presencga de tecido conjuntivo

fibroso (TCF) algumas escassas areas de tecido 6sseo neoformado, presenga de ostedcitos
. Barra de escala 20pm.

Figura 12: Montagem de fotomicrografia de lamina do defeito 6sseo grupo controle aos 7
dias - observa-se a formagéao de tecido dsseo irregular. Barra de escala 20pum.
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e Aos 14 dias apos a lesdo

Grupo com defeito ésseo preenchido com substancia osteoindutora (BMP)
associado a aplicagao de laser - apresenta trabéculas 6sseas neoformadas exibindo
numerosos osteoblastos alinhados em sua periferia, intensa presengca de

neoformacéo de vasos.

Grupo com defeito 6ésseo preenchido com substancia osteoindutora (BMP)
sem aplicacédo de laser- mostra a presenca de tecido de preenchimento e de
trabéculas 6sseas neoformadas, numerosos osteoblastos ndo alinhados e presenca

de células gigantes.

Grupo com defeito 6sseo sem nenhum tratamento (grupo controle) - lesao

cavitaria evidente presenca de neovascularizacdo, menor concentracido de

osteoblastos quando comparada aos outros grupos.

Figura 13: Montagem de fotomicrografia de lamina do defeito 6sseo preenchido com
substancia osteoindutora (BMP) e aplicacdo de laser aos 14 dias - observa-se
trabéculas 6sseas neoformadas (T), numerosos osteoblastos alinhados em sua
periferia, intensa presenca de neovascularizagao. Barra de escala 20um.
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Figura 14: Montagem de fotomicrografia de lamina do defeito 6sseo sem preenchimento
com BMP e aplicacédo de laser (Grupo Controle) aos 14 dias - observa-se presenga de
tecido fibroso (TCF), canal de havers e pequena proliferagao de osteocitos. Barra de escala
20um.

e Aos 28 dias apos a leséo

Grupo com defeito dsseo preenchido com substancia osteoindutora (BMP)
associado a aplicagédo de laser- presenca de trabéculas 6sseas densas com
aspecto de osso lamelar e fragmentos do biomaterial envoltos por tecido 6sseo

neoformado. Observa-se reconstituicdo do espaco medular.

Grupo com defeito 6ésseo preenchido com substancia osteoindutora (BMP)
sem aplicagao de laser - presenca de osteoblastos e ostedcitos alinhados tanto na
periferia como dentro da trabécula, respectivamente. Observa-se canal medular mal

definido e de pequena dimenséo.
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Grupo com defeito 6sseo sem nenhum tratamento (grupo controle) - presenga

de area cavitaria com proliferacdo de células 6sseas neoformadas e tecidos

conectivos.

Figura 15: Montagem de fotomicrografia de lamina do defeito 6sseo preenchido com
substancia osteoindutora (BMP) e aplicagcao de laser aos 28 dias - observa-se presenca de
trabéculas ésseas (T) densas com aspecto de osso lamelar. Barra de escala 20um.



Figura 16: Montagem de fotomicrografia de lamina do defeito ésseo preenchido com
substancia osteoindutora (BMP) sem aplicagdo de laser aos 28 dias - observa-se a
presenca de tecido fibroso, neoformacao de vasos e areas de formagéo éssea irregular e
trabéculas ésseas (T). Barra de escala 20pum.

Figura 17: Montagem de fotomicrografia de l&mina do defeito 6sseo sem
preenchimento com BMP e aplicagao de laser (Grupo Controle) aos 28 dias - observa-
se presenca proliferagéo de células ésseas neoformadas ainda de forma irregular e
trabéculas 6sseas (T). Observar a diferenga na formagado de osso primario e
secundario. Barra de escala 20um.

63
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6. DISCUSSAO

A opcéo pela utilizagdo de ratos neste estudo ocorreu devido a maior
facilidade de trabalho em laboratorio, além dos recentes estudos tanto com foco nas
proteinas morfogenéticas do osso, como na terapia com laser de baixa poténcia ou
ambos associados estarem citando e observando resultados favoraveis com este
modelo animal.

Mussano et al. (2007), realizaram uma revisdo sistematica dos estudos
controlados e randomizados, para avaliar a eficacia clinica do uso das BMPs na
regeneragdo ossea. Os dezessete estudos selecionados em humanos, foram
divididos pelo segmento 6sseo tratado (10 em vértebras lombares, 1 em vértebra
cervical, 3 em tibia, 1 em fibula e 2 em processo alveolar), tamanho da série (7
estudos com 30 pacientes, 6 envolveram entre 30 e 100 pacientes e 4 analisaram
mais de 100 pacientes) e tipo de BMP. E concluiram que estas divisbes mostraram
claramente a falta de uniformidade entre os estudos publicados e evidencia a
dificuldade em sumariar os resultados. Nota-se entdo a necessidade de maiores
estudos na area.

Neste estudo foi utilizado o protocolo ja testado e usado por Carvalho et al.
(2006) em estudo semelhante a este presente experimento.

A analise estatistica dos grupos descartou a hipotese de nulidade,
demonstrando a existéncia de diferenca significativa entre os grupos com p<0,0001
(valor de decisao p<0,05), sendo que o grupo tratado com associagao da BMP com

o laser de baixa poténcia, obteve maiores valores de neoformagao 6ssea quando
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comparado com os outros dois grupos (s6 BMP e grupo controle). Estes valores

maiores foram comprovados no trés dias de pds-operatoério (7°, 14° e 28°).

e Eutanasia no 7° dia de pds-operatorio

Observou-se que as laminas dos animais com defeito ésseos tratados com
BMP + Laser apresentaram tecido conjuntivo fibroso com neoformagéo de vasos na
area do defeito,bem como areas de tecido 6sseo neoformado e grande
concentracido de ostedcitos com evidentes canaliculos. Estes resultados corroboram
o estudo realizado por Nicolau et al. (2003), que estudaram a atividade das células
Osseas apos a utilizagdo da terapia do laser de baixa poténcia (AsGaAl) no local do
ferimento 6sseo. Os animais foram avaliados no 2°, 4°, 6° e 8° dias apds a cirurgia e
verificou-se que a atividade e o volume do osso eram mais elevados no grupo
irradiado.

No grupo tratado somente com BMP observou-se tecido conjuntivo fibroso
com neoformacgéo de vasos e algumas escassas areas de tecido ésseo neoformado.
Ciani et al. (2006), utilizando um modelo animal diferente do presente estudo,
avaliaram o uso de um pool de proteina osteoindutora de origem bovina na
regeneracao de defeitos 6sseos segmentares empregando-se coelhos e observaram
no grupo controle ponte 6ssea unindo as extremidades O0sseas seccionadas em
quatro animais; entretanto, o osso neoformado apresentava baixa radiopacidade e
ocupava em torno de 80% da falha. Ja nos membros tratados aos 60 dias de pés-

operatorio havia nitido limite do defeito, com pequeno crescimento ésseo na borda
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proximal apenas em dois coelhos. Representando a osteoindugao causada pela
BMP, mesmo com modelos animais diferentes.

Ja o grupo sem nenhum tratamento apresentou area medular preenchida com
material fibroso e escassas areas de tecido 6sseo neoformado, resultado também
obtido por Carvalho et al. (2006) e por Gerbi etal. (2008) que observaram, além

disso, tecido necrético e reagao inflamatoria severa.

¢ Eutanasia no 14° dia de pds-operatorio

No presente estudo, o grupo tratado com BMP + Laserapresentava
trabéculas 6sseas neoformadas, exibindo numerosos osteoblastos alinhados em sua
periferia, intensa presenca de neoformacao de vasos. Estes resultados confirmam e
reforcam as conclusdes de Pretel (2005) que observou no 15° dia apds a cirurgia
que o leito do defeito 6sseo ja estava totalmente preenchido pelo biomaterial, com a
presenca de muitas ceélulas, vasos sanguineos e osteoblastos, presenca de tecido
0sseo neoformado e auséncia de inflamacgéao.

Os resultados obtidos por este experimento no grupo tratado somente com
BMP, mostraram a presenga de tecido de preenchimento e de trabéculas 0sseas
neoformadas, numerosos osteoblastos ndo alinhados e presenga de células
gigantes. Estes resultados mostram que o tratamento com BMP induza
consolidacdo do tecido 6sseo lesado, mesmo em curto periodo. Resultados
semelhantes foram apresentados em estudos com BMP, como o realizado por

Burkus; Dorchak e Sanders em 2003, que investigaram 42 pacientes humanos
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submetidos a cirurgia lombar anterior. Todos os pacientes que receberam a BMP
mostraram a evidénciaradiografica de osteoinducdo, sendo que 10 pacientes do
grupo controle apresentaram formacéo 6ssea fora da regido lesada, o que nao
aconteceu no grupo tratado com BMP. E ainda Oakes, Lee e Lieberman em 2003
concluiram que oito dos 48 defeitos tratados com matriz 6ssea em ratos mostraram
total cicatrizagdo em 16 semanas, ja no grupo sem implantes nenhum dos defeitos
apresentaram esse resultado.

No grupo controle, a lesdo provocada ainda apresentava-se cavitaria, com a
presenca de neovascularizagdo, menor concentragdo de osteoblastos quando
comparada aos outros grupos. O que demonstra e confirma outros estudos que
afirmam que tanto a aplicacdo da BMP isolada como associada ao laser de baixa
poténcia produz aceleracédo da neoformagao e da neovascularizagao de acordo com
autores como Gerbi et al. (2008); Pretel (2005); Carvalho et al., (2006) e Pinheiro et

al., (2003b), entre outros.

e Eutanasia no 28° dia de pds-operatério

O grupo tratadocom BMP + Laser deste estudo mostrou a presenga de
trabéculas 6sseas densas com aspecto de osso lamelar e fragmentos do biomaterial
envoltos por tecido dsseo neoformado e observou-se reconstituicdo do espaco
medular. Resultado que demonstra a eficiéncia do laser sobre a BMP acentuando
sua acao osteoindutora, além do biomaterial ja estar sendo absorvido pelo

organismo, provando a eficiéncia do tratamento. Tal eficiéncia ja foi também citada
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por Pinheiro et al. (2003b) em um estudo com 24 ratos onde se observou a presenca
de grandes quantidades de fibras de colageno no grupo irradiado. Este resultado
pode representar um efeito adiantado da terapia com laser de baixa poténcia (LLLT)
no reparo 0sseo, pois outros estudos também demonstraram aumento da produgéo
do colageno depois da aplicagao do laser. Como o colageno € um componente
importante da matriz extracelular do osso e as quantidades aumentadas, como
vistas neste estudo, podem indicar um efeito positivo da terapia com laser de baixa
poténcia (LLLT) na cicatrizagao ossea.

Os resultados observados no grupo tratado com BMP sem aplicagédo do laser
de baixa poténcia s6 reforcam que o laser acelera a atuagdo da BMP, pois o
processo de recuperagao da fratura neste grupo encontra-se menos evoluido do que
o grupo BMP + Laser, mostrando a presenca de osteoblastos e ostedcitos alinhados
tanto na periferia como dentro da trabécula, respectivamente. Observa-se canal
medular mal definido de pequena dimensado. Khadra et al. (2004b), utilizando
somente laser de baixa poténcia no 28° dia concluiram que os animais do grupo
experimental apresentavam significativamente mais calcio, fosforo e proteina do que
o controle. E Lima (2004), estudando a BMP isolada concluiu que somente no 30°
dia de pds-operatorio ocorreu maior porcentagem de restabelecimento cortical na
fratura tratada com biomaterial. O que demonstra que o laser de baixa poténcia
também possui outras finalidades benéficas para o tratamento 6sseo, principalmente
associado a outros fatores facilitadores.

No grupo sem nenhum tratamento as laminas que foram avaliadas mostraram
a presenca ainda de area cavitaria com proliferagao de células 6sseas neoformadas
e tecidos conectivos. Mostrando que neste experimento ocorreu um retardo do

processo cicatricial em relagdo aos outros dois grupos, como também foi constatado
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por Khadra et al. (2004a) que estudaram dois grupos: um irradiado com laser de
baixa poténcia e outro controle, os autores obtiveram resultado favoravel para o
grupo irradiado onde a analise histomorfométrica sugeriu que o grupo irradiado teve
maior formagao 6ssea, além de maior porcentagem de calcio e fosforo evidenciando
o processo de maturacdo éssea mais avangado do que o grupo controle. E ainda
Boden; Zdeblick e Sandhu (2000) trabalhando somente com BMP concluiram que os
resultados esperados da artrodese ocorreram mais confiantemente dentro do grupo

tratado com BMP.
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7. CONCLUSAO

A acédo osteoindutora da BMP é acentuada com a aplicacéo do laser de baixa
poténcia. O laser de baixa poténcia acelerou ainda mais o processo de reparagao
Ossea, além de conter a neoformacao de células limitadamente no local de lesao

evitando prejuizos futuros para o osso.
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