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RESUMO

Poppi RR. Avaliacdo do efeito osteogénico do laser de baixa potencia (808nm e
660nm) sobre defeitos O6sseos produzidos no fémur de ratas submetidas a
ovariectomia. Campo Grande; 2009. [Dissertacdo — Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul].

O presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito do laser de baixa poténcia com
comprimento de onda de 660nm e 808nm sobre o processo de reparacdo de defeitos
0sseos produzidos no fémur de ratas submetidas a ovariectomia. Para tanto foi
realizada ovariectomia bilateral em 18 ratas de linhagem Wistar distribuidas em grupo
controle e irradiado apds a comprovacdo da diminuicdo da massa 0ssea através de
analise digital da densidade 0ssea, foi realizado uma perfuracéo padronizada no fémur.
Os grupos irradiados receberam 120J/cm? dos lasers As-Ga-Al (660nm) e In-Ga-Al-P
(808nm). Os animais foram submetidos a eutanasia em 14 e 21 dias apés confeccéo do
defeito O0sseo. A avaliacdo histologica dos eventos ocorridos foi feita de forma
descritiva, utilizando-se de um método semi-quantitativo através de microscopia oOptica.
Os resultados nos periodos de 14 e 21 dias mostraram que 0s grupos irradiados
apresentaram superficie osteoblastica, fibroblastica e de ostedcitos imaturos,
significativamente maiores que o grupo controle (p<0,05). Andlise de reacédo
inflamatdria mostrou que a TLB foi eficaz, pois, poucas células inflamatérias foram
encontradas quando comparadas ao grupo controle com p<0,05. Conclui-se no modelo
experimental estudado que ambos os comprimentos de ondas utilizados induziram a
proliferacdo de células responséaveis pela consolidacéo dssea.

Palavras chave: Ovariectomia, terapia laser de baixa poténcia, osteogénese,
reparacao éssea.



ABSTRACT

The present study aimed to evaluate the effect of low level laser with 660nm e 808nm
wavelength on the process of reparation of bone defects produced on the femur of
female rats submitted to ovarectomy. For such, bilateral ovarectomy was carried out in
18 Wistar female rats distributed in control group and irradiated. After the detection of
the reduction of bone mass through digital analysis of bone density, a standardized
drilling was carried out on the femur. The irradiated groups received 120 J/cm? from As-
Ga-Al (660nm) and In-Ga-Al-P (808nm) lasers. The animals were submitted to
euthanasia in 14 and 21 days after the production of the bone defect. The histological
evaluation of the occurred events was carried out in a descriptive way, using a semi-
guantitative method through optical microscopy. The results in the 14 e 21 days period
showed that the irradiated groups presented osteoblastic and fiberblastic surface as well
as surface of immature osteocytes significantly bigger than the control group (p). The
analysis of inflammatory reaction showed that TLB was effective since a few
inflammatory cells were found when compared with the control group with p<0.05. It's
concluded in the studied experimental model that both wave lengths used induced the
proliferation of cells which are responsible for the bone remodeling.

Key-words: Ovarectomy, Low level Laser Therapy, osteogenesis, Bone Repair.
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1 INTRODUCAO

A resposta do 0sso ao trauma consiste de uma sequéncia ordenada e bem
diferenciada de eventos, que resulta na cicatrizacdo do tecido lesado de forma
bastante semelhante a sua estrutura inicial (BUCKWALTER; CRUESS, 1993;
JUNQUEIRA et al., 1995; DOBBS et al., 1999). Uma fratura pode ocorrer por varios
motivos um deles € a osteoporose, causando milhares de fraturas todos os anos,
sendo reconhecida através de estudos epidemioldgicos como um dos maiores
problemas de saude publica da atualidade (WARD, 1995; ELFFORS, 1998;
CARVALHO; CLIQUET, 2003; OLIVEIRA, 2003; CHANG et al., 2004; LIPS & VAN
SCHHOOR, 2005; GARDNER et al., 2005; HAACH, 2006; OTT, 2004; RIERA-
ESPINOZA, 2009; SIRIS et al., 2009).

Lorrain e colaboradores (2003) relatam que o tratamento da fratura € um dos
fatores mais importantes para a manutencdo da qualidade de vida e que apenas
metade das vitimas de fraturas osteoporaticas volta a ter total autonomia.

No Brasil as fraturas osteoporéticas tém representado uma elevada parcela no
orcamento do pais. Em estudo realizado Araujo e colaboradores (2005) relatam que a
estimativa do custo direto com hospitalizacdo para tratamento da fratura osteoporoética
do fémur proximal para o Sistema Suplementar de Saude totalizou R$ 12 milhdes, no
periodo entre julho de 2003 e junho de 2004. Um dos fatores para o aumento dos
gastos é a dificuldade no tratamento decorrente de ma consolidacéo da fratura.

O remodelamento 6sseo depende da atividade integrada dos osteoblastos, para
producéo de tecido neo-formado e os osteoclastos para destruicdo do tecido, ambos
0S eventos cruciais ao processo no decorrer do crescimento 6sseo normal, ou apos
lesdo. Quando ocorre um desequilibrio entre osteoclastos e osteoblastos leva a
osteoporose (PAPLER, 1997; BEMBEM, 1999; KALFAS 2001; LANNA, 2003;
NASCIMENTO, 2003; DINIZ, 2006; HAACH, 2006; SHA et al,. 2009).

Vérios estudos vém investigando os efeitos de tratamentos ndo-invasivos para o
controle da reducdo da massa Ossea, reparo e crescimento 0sseo. Entre estes,

podemos citar a aplicacédo do laser terapéutico de baixa poténcia, seus efeitos positivos



atuam na aceleracdo e aumento da vascularizacdo, proliferacdo celular, maior
resisténcia mecanica no tecido 6ésseo neoformado além do aumento da calcificacdo da
matriz 6ssea (CARNEVALLI, 2001; CONLAN et al., 1996; SILVA JUNIOR et al., 2002;
NICOLAU et al., 2003; NASCIMENTO, 2003; LIRANI, 2004; LANDA, 2005; PRETEL et
al., 2007; CERQUEIRA et al., 2007; BLAYA et al.,, 2008; TORRES et al.,, 2008;
OBRADOVIC et al., 2008; MARQUEZ MARTINEZ et al., 2008).

Existem situacbes em que o processo de reparo das fraturas pode ser
acelerado, assegurando rapido retorno da fungdo musculo-esquelética e diminuindo o
risco de complicacbes. Diante desta perspectiva, o conhecimento de métodos que
estimulem a consolidacéo de fratura adquire consideravel importancia.

Baseado nos efeitos do laser nos tecidos bioldgicos levantou-se a hipétese de
gue a Terapia Laser de Baixa Poténcia (LBP) poderia auxiliar no processo de
osteogénese de ratas osteoporoticas. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar os
efeitos do laser terapéutico, utilizado em dois diferentes comprimentos de onda, 660nm

e 808nm, sobre defeito 6sseo realizado no fémur de ratas ovariectomizadas.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Tecido Osseo

Os ossos se formam no embrido de um esbogo constituido por tecido
cartilaginoso e por tecido membranoso que representam o 0SS0 primario e secundario.
Com o tempo, tais esbogcos comecam a se ossificar e o processo de ossificagdo inicia-
se em pontos particulares, os centros de ossificagdo (JUNQUEIRA & CARNEIRO,
1999).

Por ocasido do nascimento, 0s 0ss0s estdo quase inteiramente no estado

cartilaginoso. A ossificacdo se processa durante toda a infancia e adolescéncia e so



esta completa depois do 24° ano de idade. Entdo todo o esqueleto tornou-se 0sseo
(BEZERRA, 2005).

O tecido 6sseo e seus elementos esqueléticos sdo muito mais do que apenas
uma rede de fixagdo de musculos possuindo grande variedade de funcdes vitais.
Somando ao suporte do peso corporal, 0ssos e musculos mantém a posicdo corporal
para produzir movimentos precisos e controlados. Sem o esqueleto para resistir, a
contracdo das fibras musculares seria incapaz de, por si s0, fazer-nos andar, sentar ou
correr. Sem algo para traciona-los, os musculos simplesmente iriam ser curtos e
redondos (MARTINI, 1998; BEZERRA, 2005).

O osso apresenta como fungdes primaria:

» Suporte — 0 esqueleto fornece suporte estrutural para todo o corpo. Ossos
individualmente ou em grupos dao estruturas e protecéo para tecidos moles e 6rgaos;

» Deposito de minerais e lipidios — o tecido 6sseo tem a funcdo de estocar
minerais e ions inorganicos que contribuem para a osmolaridade dos fluidos corporais.
O esqueleto estoca energia ao armazenar lipideos nas areas da medula éssea amarela;

» Producédo de células sangiinea — as células vermelhas e brancas do sangue,
bem como outros elementos sanguineos sé&o produzidos na medula 6ssea vermelha
gue preenche a cavidade interna de muitos 0Ssos.

» Protecdo — muitos 6érgdos e tecidos delicados sdo cercados por elementos
esqueléticos. O térax protege o coracdo e os pulmdes, o cranio engloba o cérebro, as
vértebras protegem o corddo espinhal e a pélvis embala delicadamente os 6rgdos do
sistema reprodutivo e digestivo.

» Sistema de alavancas — muitos 0ssos funcionam como alavancas que podem
alterar a magnitude e direcdo das forcas gerada durante as contracbes musculares,
transformando-as em movimentos corporais (MARTINI, 1998; KATCHBURIAN; ARANA,
1999; KESSEL, 2001).

A matriz organica contribui com 30% do peso do o0sso e tem como principal
componente a molécula de colageno tipo | (95%), da qual se origina a molécula de
tropocolageno. Este, por sua vez, consiste de trés cadeias polipeptidicas que enrolam
em hélice e estdo unidas entre si por meio de pontes de hidrogénio (DUARTE, 1977;

SOUSA, 2003). As moléculas de tropocolageno agregam-se entre si e formam as



fibrilas que exibem varias moléculas de tropocolageno unidas como se fosse a de um
cabo de aco. As fibrilas apresentam propriedades elasticas e se localizam nas direcfes
dos esforcos predominantes dos o0ssos. Dessa forma, de modo a resistir a esforcos, é
importante que elas permanecam ligadas entre si. Esta estabilidade € dada por
moléculas de mucoproteinas e complexos proteina-mucopolissacarideos (BEZERRA,
2005).

As caracteristicas 0sseas de resisténcia, dureza e elasticidade sdo dadas pela
associacao dos cristais de hidroxiapatita (componente mineral mais importante do 0sso
— 65% do peso do osso) com fibras de colagenas. O osso € forte, um pouco flexivel e
muito resistente a fraturas (DUARTE, 1977; DOBLARE et al., 2004).

As células que compde o tecido 6sseo sdo: osteoblastos, ostedcitos e
osteoclastos e as células osteoprogenitoras. A parte organica da matriz 6ssea é
sintetizada pelos osteoblastos, portanto, células responsaveis pela formacdo do 0sso.
Este processo € denominado osteogénese (YU et al., 1997, SILVA, 2000).

A medida que os osteoblastos s&o circundados pela matriz 6ssea que secretam,
deixam de ser células poligonais e desenvolvem extensdes longas e delgadas. Neste
momento, 0 metabolismo dessas células se altera, cessam a sintese de matriz 0ssea e
passam a ser chamadas ostedcitos. Os osteocitos situam-se em cavidades ou lacunas
no interior da matriz, mas mantém comunicacdo entre si através dos longos
prolongamentos citoplasmaticos, que se intercalam e estabelecem vias de transporte de
nutrientes e metabdlitos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999; KATCHBURIAN & ARANA,
1999; FREITAS, 2001; KESSEL, 2001).

As ceélulas osteoprogenitoras que derivam de células mesénquimais séo
encontradas na superficie O0ssea durante o crescimento normal ou durante a
remodelacdo 6ssea, pode ser considerada uma célula de reserva que permanece em
repouso até diferenciar-se, podendo se transformar em osteoblastos e produzir matriz
ossea (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1999).

As células responsaveis pelo remodelamento 6ésseo sdo os osteoclastos. Sao
células multinucleadas portadoras de grande quantidade de enzimas digestivas e
capazes de erodir o tecido 6sseo ao atacar a matriz, e, desta forma, participam do

processo de remodelacéo do tecido e da regulacdo dos niveis plasmaticos de célcio. A



matriz éssea recém formada constitui a por¢do organica ndo calcificada e recebe o
nome de tecido osteoide (YU et al., 1997).

Verifica-se um pequeno grau de atividade continua osteoblastica em todos os
0Ss0s Vvivos (cerca de 4% de todas as superficies, num dado momento), de modo que
ocorre formacéo constante de pelo menos certa quantidade de osso novo (GUYTON,
1993).

A deposicao e a absorcdo continuas desempenham algumas fungdes fisioldgicas
importantes. Em primeiro lugar, o osso adapta habitualmente sua for¢ca ao grau do
estresse 0sseo. Em segundo lugar, mesmo a forma do osso pode ser reorganizada
para a sustentacdo adequada das forgcas mecanicas, pela deposicéo e absorcéo 6ssea,
de acordo com o tipo de estresses. Em terceiro lugar, como de osso velho torna-se
relativamente fraco e quebradico, € necesséario a formacdo de nova matriz organica a
medida que a matriz antiga sofre degeneracdo. Dessa maneira, € mantida a rigidez
normal do osso (GUYTON, 1988; DUNCAN; TURNER, 1995; GROSS et al., 1997).
Com efeito, ossos de criangas, em que a velocidade de absorcdo e de deposicao é
mais rapida, sdo pouco quebradicos em comparagdo com 0s 0ssos do individuo idoso,
guando a atividade de absorcdo e deposicao fica lenta (CARVALHO et al.,, 2002;
BEZERRA, 2005).

Em estudo realizado Carvalho e colaboradores (2002) relataram que ao
submeter o 0ss0 a uma carga externa, € possivel observar nimero aumentado de
osteoblastos na regido do periosteo.

Segundo Haach (2006) ossos de atletas ficam consideravelmente mais pesados
gue os das outras pessoas. Além disso, se a pessoa tiver uma das pernas engessadas,
mas continuar a andar com a perna oposta, o 0sso da perna engessada fica fino e sofre
descalcificacdo de até 30% dentro de algumas semanas, enquanto 0 0SSO OpOsto
permanece espesso, portanto o balanco entre as atividades das células € muito
importante, porque se a atividade osteoclastica predomina, o osso fica mais fragil, por

outro lado, se a atividade osteoblastica predomina, o 0sso torna-se muito forte e denso.



2.2 Tipos de Tecido Osseo

Histologicamente existem dois tipos de tecido 0sseo: imaturo (ou primario ou
trabecular) e maduro (ou secundario ou lamelar). Os dois tipos sdo muito parecidos
possuem as mesmas células e os mesmos constituintes da matriz éssea, o que 0s
diferencia sdo as organizagfes tridimensionais em suas fibras colagenas (FREITAS,
2001).

O tecido d6sseo primario é o primeiro tecido 6sseo a aparecer na formacdo da
estrutura O0ssea. A matriz neste estagio apresenta feixes entrelacados de fibras
coldgenas, sem organizacdo definida, contendo grande numero de ostedcitos
irregularmente distribuidos no interior das trabéculas &sseas neo-formadas. Os
osteoblastos sdo produtores da matriz 6ssea trabecular (YU et al., 1997).

O tecido 6sseo secundario substitui gradativamente o tecido 6ésseo primario pela
deposicdo gradual de estratos ou camadas de matriz, que o transformam da forma
trabecular para lamelar. Sua principal caracteristica € apresentar fibras coldgenas
organizadas em lamelas, dispostas paralelamente umas as outras, em camadas
concéntricas em torno de um canal central, denominado canal de Havers, por onde
correm vasos sanguineos e nervos (YU et al., 1997).

Os canais medulares de Havers comunicam-se entre si com a cavidade medular,
e com a parte externa do 0sso por canais transversais ou obliquos, os canais de
Volkman (KODAMA, 2003). Todas as lacunas do sistema haversiano estdo
interconectadas por finissimos canais denominados canaliculos, possibilitando o
suprimento por fluidos nutritivos que provém dos vasos do canal haversiano para os
capilares (TORTORA, 2000).

A porosidade do osso € importante, pois afeta diretamente as caracteristicas
mecanicas do tecido. Com seu conteudo mineral mais alto, o osso lamelar € mais
rigido, o que lhe permite um maior estresse, porém menos sobrecarga ou deformagéo
relativa que o0 0sso trabecular. Por ser mais esponjoso que 0 0Sso cortical, consegue

suportar mais sobrecarga antes de sofrer fratura (HALL, 2000).



O tecido 0sseo apesar da sua resisténcia e de sua dureza € muito elastico,
sendo capaz de remodelar sua estrutura interna em resposta a modificacdes das forcas
a que esta submetido normalmente. Quando uma forca € aplicada, o osso tende a
resistir “imovel” ou deformar-se. Quando a for¢ca ndo ultrapassa o limite elastico do
0sso, toda deformacédo elastica é recuperada no menor tempo possivel apos a retirada
da carga ou forca. As forcas ou cargas superiores ao limite elastico ésseo e pouco
tempo de recuperacdo podem levar & deformacdes plasticas permanentes ou fraturas
(GUYTON, 1988).

2.3 Reparo de Les&o do Tecido Osseo

A regeneracdo 0ssea é um dos processos de reparo mais importantes do corpo
porque 0 0sso, assim como o figado, € um dos poucos o6rgdos aptos a sofrer
regeneragdo espontanea em vez de apenas restaurar uma estrutura. Os 0ssos longos
regeneram de duas formas distintas: por formacdo de calo 6sseo de origem tanto
periostal como endostal e por regeneracdo haversiana direta (KAPLAN et al., 1994;
AMADEI et al., 2006).

O acometimento de uma lesdo no tecido ésseo, traumatica ou cirargica, é
seguido por sequUéncia histolégica definida, destinada a reparar a lesdo. Podemos
considerar o processo de consolidacdo de um 0sso como ocorrendo em cinco estagios:

(1) - Hematoma, imediatamente ap0s a lesdo, ocorre um sangramento que é
seguido pela formacéo de coagulos que interrompem o fluxo sangulineo local

(2) - Estagio de proliferacdo subperiosteal e endosteal, ap6s quarenta e oito
horas iniciam-se o processo de proliferacdo das células osteogénicas, 0os osteoblastos,
dao origem as trabéculas dsseas constituidas por 0osso primario €)) -
Calo 0sseo, as trabéculas 0sseas ainda frageis pouco a pouca vao sendo formadas

origina-se assim a formacao do calo 6sseo



(4) - Estagio de consolidacdo, formacdo e/ou reconstituicdo dos vasos
sanguineos que irdo suprir o tecido 6sseo em processo de regeneragao, atraveés de
brotamento de vasos pré-existentes

(5) - Remodelacdo o calo € remodelado e, a seguir, substituido por 0sso
secundario ou lamelar. O processo € denominado angiogénese e é acompanhado por
intensa atividade dos osteoclastos (KAPLAN et al., 1994; LIRANI, 2004; AMADEI et al.,
2006).

Devemos enfatizar, no entanto, que estes estagios ndo sdo demarcados de
maneira nitida, e que dois ou mais estagios de consolidacdo podem ocorrer a0 mesmo
tempo em diferentes partes do osso (CROCI, 1997; CROCI et al., 2003).

A caracteristica mais Obvia nos estagios iniciais da reparacado é a proliferacdo de
células da superficie profunda do periésteo proximo a fratura. Tais células sdo as
precursoras dos osteoblastos, que posteriormente deverdo sedimentar a substancia
intercelular. Formam um colar de tecido ativo que circunda cada fragmento e cresce em
direcdo ao outro fragmento (KATO et al., 1998).

A medida que o tecido celular cresce de cada fragmento, este amadurece, e as
células basicas dao origem aos osteoblastos os condroblastos formam cartilagem em
certas regides da lesdo. Os osteoblastos depositam uma matriz intercelular de colageno
e polissacarideos que logo se torna impregnada de sais de calcio para formar o 0sso
ndo amadurecido do calo da fratura (CROCI, 1997; CROCI et al., 2003).

O osso primério que forma o calo primario transforma-se gradualmente pela acao

dos osteoblastos em um 0sso mais amadurecido, com estrutura lamelar tipica.
Quando a consolidacdo esta completa, o osso recém formado forma em geral, um colar
bulboso que circunda o osso e oblitera o canal medular. O calo € em geral pequeno
guando os fragmentos 0sseos estiverem em posicdo anatdomica (SANTOS NETO;
VOLPON, 1984).

A ossificagdo endocondral se da a parir do centro de ossificacdo primario é onde
ocorre 0 crescimento da cartilagem, com o crescimento os condrocitos da parte
intermediaria amadurecem e secretam substancia intercelular. Este fato levara os
condrocitos & morte e grandes lacunas serdo formadas, por onde passaram vasos

sanguineos levando nutrientes para a formacdo da matriz 6ssea atraveés dos



condroblastos. Assim vao se formando as trabéculas que a principio formam o0sso
esponjoso (primario). A cavidade medular é formada quando a parte central ndo é mais
necessaria para sustentacdo e assim reabsorvida pelos osteoclastos (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 1999).

O processo de formacdo Ossea intramembranoso ocorre através da
diferenciacdo das células mesénquimais indiferenciadas e fibroblastos em células
osteogénicas que podem se diferenciar em osteoblastos (formadores de matriz éssea) e
dividir-se formando mais células osteogénicas. A ossificacdo ocorre através da
deposicdo Ossea feita pelos osteoblastos localizados no interior do peridésteo. Com isso
h& formacdo de novo osso trabecular ou esponjoso, que gradativamente se tornara
0sso maduro ou lamelar, ndo até que novas lamelas de osso maduro preencham os
espacos entre as trabéculas (JUNQUEIRA; CARNEIRO 1999).

A consolidagdo de um o0sso esponjoso fraturado segue um padrdo diferente
daquela do osso cortical. Como 0 0sso tem uma textura esponjosa uniforme e ndo tem
canal medular, ha uma area de contato mais ampla entre os fragmentos que é a trama
de trabéculas que permite uma penetracdo mais facil do tecido 6sseo e sua formacao.
A consolidagédo pode ocorrer diretamente entre as superficies dos 0ssos e ndo precisa
ocorrer através do calo externo ou do calo endosteal como em um osso cortical (CROCI
et al., 2003).

A resposta do osso a fratura, perfuragdo, infeccdo, interrupcdo da fonte
sanglinea e as lesGes de expanséo é relativamente limitada. O o0sso inerte deve ser
reabsorvido, e o osso novo deve ser formado, ocorrendo crescimento de vasos
sanguineos na éarea envolvida (GUYTON, 1993; NICOLAU, 2001). Ao contrario das
fraturas, os defeitos sdo menos propensos a fatores mecanicos e obstrucbes do
suprimento sanguineo. A cicatrizacdo de defeito 0sseo € utilizada em muitas
experiéncias classicas tratando-se de influéncias de medidas para melhorar a
regeneracdo 6ssea (PARISIEN et al. 1995; PINHEIRO et al., 2001; CARVALHO et al.,
2002; SILVA JUNIOR et al., 2002; NASCIMENTO, 2003; RENNO, 2006; CANETTIERI,
2006).

O reparo 0sse0 € um processo regenerativo altamente complexo e,

essencialmente, uma repeticdo de eventos de desenvolvimento. Estes eventos incluem



a acao de diferentes tipos celulares de proteinas e uma expressao genética ativa que
restaura a integridade natural dos ossos. No entanto, com técnicas de tratamento mais

avancadas pode-se facilitar e/ou acelerar este processo.

2.4 Fatores que Influenciam a Reparacdo Ossea

Vérios fatores podem influenciar na consolidacdo de uma fratura tém-se algumas
possiveis Complicagdes:

» Infeccéo

» Deslocamento do fragmento da fratura

» Novo traumatismo

» Doenca articular

» Anormalidade de tecido mole como inchago, enfisema subcutaneo e atrofia.

Nos casos de presenca de infeccdo ocorre uma reacdo no tecido mole e um
padrdo mais desigual de perda de densidade déssea ocorre, neste caso, € importante
estar amparado por exames radiologicos e andlise dos sinais clinicos (JOHNON;
DECAMP, 1999; SOUSA, 2003).

A perda de suprimento sangilineo pelo trauma ou infeccdo pode resultar na
formacdo de um sequestro. Assim que a fratura se consolida o sequestro permanecera
denso e suas margens serdo distintas enquanto outros fragmentos de fraturas mostram
evidéncias de proliferacdo 6ssea ou absorcdo. Um sequestro amplo pode interferir com
o reparo da fratura enquanto sequestros menores podem ser revascularizados ou
absorvidos (WASSERMAN et al., 1996; SOUSA, 2003).

As fraturas podem apresentar reparos em velocidades diferentes, quando uma
fratura ndo se consolida no tempo previsto e ndo apresenta sinais de progresso, tem-se
uma unido retardada (WASSERMAN et al., 1996).

A desnutricdo protéica, quando o defeito excede o tamanho critico para aquela

regido, idade e espécie a ser tratada sdo variaveis importantes em se tratando de



reparacdo 0Ossea, pois podem dificultar tratamentos ortopédicos (LOURENCO, 2002;
OLIVEIRA, 2003; GUARNIERO et al., 2003; PADULA et al., 2003).

O numero de casos de fraturas no mundo tem aumentado, um fato a ressaltar é
gue com o avanco da idade, os o0ssos tornam-se finos e relativamente quebradicos
(BANDEIRA et al.,, 2006; OTT, 2004). A Osteopenia € o0 processo de ossificacao
inadequada que ocorre com 0S seres humanos, tendo inicio entre 30 e 40 anos.
Quando a redugdo da massa 0ssea é suficiente para comprometer a fungdo normal,
chamamos o processo de osteoporose (MARTINI, 1998; SZEJNFELD, 1998).

A osteoporose é causa de milhares de fraturas todos os anos no mundo todo e

representa um elevado custo no orgamento dos paises.

2.5 Osteoporose

A ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE (OMS) considera a osteoporose o
segundo maior problema de assisténcia sanitaria no mundo depois das enfermidades
cardiovasculares e define osteoporose como uma doenca esquelética sistémica
caracterizada por diminuicdo da massa 0ssea e deterioracdo microarquitetural do tecido
0sseo, com consequente aumento da fragilidade éssea e susceptibilidade a fratura. A
osteoporose é a alteracdo metabdlica mais frequente acometendo 0S 0Sso0s,
caracterizando-se pela diminuicdo lenta e progressiva da massa 0ssea (PIPPA, 1996;
ORGANIZACION MUNDIAL DE LA SALUD, 2000; SHARP; DOHME, 2001;
NASCIMENTO, 2003; ARAUJO et al., 2005; HAACH, 2006).

A OMS (2000) também define que na osteoporose a densidade mineral éssea
esta 2,5 desvios padréo abaixo dos valores da normalidade. Deste modo é classificada
pelos seus graus de severidade: normal, osteopenia, osteoporose, e osteoporose
severa.

A osteoporose ocorre quando o0s osteoclastos criam uma cavidade
execessivamente profunda que ndo consegue ser preenchida suficientemente ou

guando os osteoblastos ndo conseguem preencher uma cavidade de reabsorcao



normal (BEMBEM, 1999; SEEMAN; EISMAN, 2004; EIS, 2003; NASCIMENTO, 2003;
HAACH, 2006). Ossos sadios sdo caracterizados por 0sso trabecular esponjoso
constituindo por milhares de traves interconectadas fortemente entre si. Na
osteoporose, 0 0sso cortical se afina gradualmente e os buracos do osso trabecular se
tornam cada vez maiores e irregulares. A diminuicdo de massa 6ssea, principalmente
observada nos ossos trabeculares, torna 0os 0ssos mais frageis e mais suscetiveis a
fraturas (ELFFORS, 1998; CARVALHO; CLIQUET, 2003; DINIZ, 2006).

A perda de massa éssea levando a osteoporose € um processo praticamente
inevitavel do envelhecimento. A osteoporose atinge geralmente mulheres pés-
menopausais em decorréncia da deficiéncia do horménio ovariano, o estrégeno.
(WARD, 1995; CHANG et al., 2004; ARDILA 2003).

Para Colombo e colaboradores (2003), da cirdrgica dos ovéarios nas mulheres, ha
maior perda de taxa 0ssea, sugerindo que os hormdnios gonadais desempenham
importante funcéo na prevencao da perda éssea.

Segundo a National Osteoporosis Foundation (2006), estdo indicados para o
estudo da massa 6ssea: mulheres na perimenopausa que estejam cogitando usar
terapia de reposicdo hormonal; individuos com mais de 65 anos; pacientes com
alteracdes radiologicas sugestivas de osteopenia; individuos com deficiéncia de
hormdnios sexuais; pacientes em uso de corticoterapia crbnica; hipertireoidismo
primario e para controle de eficacia da terapia.

A radiografia (Raio-X) é uma ferramenta de auxilio para o diagnostico da
osteoporose, pois as perdas de massa 6ssea podem ser observadas por meio das
alteracGes na densidade do osso cortical e trabecular. O raio-X é o método de escolha
para a verificacdo de fraturas, por ser simples e acessivel.

A radiologia é utilizada na area da saude como um exame complementar no
diagndstico de patologias 6sseas. Os avancos da imagem digital tém constituido uma
alternativa as radiografias convencionais e oferecido opc¢des na deteccdo de perdas
osseas. O sistema digital Digora (verséo 1.51) tem sido muito utilizado em estudos, com

recursos de manipulacdo de imagem e obtencdo de medidas de distancia e densidade



radiografica (WHITE et al., 1999; SALZEDAS et al.,2002; CANOVA et al., 2003;
MEURER et al., 2003; LICKS et al., 2004; GIOVANINI et al., 2007; SILVA et al., 2007).

A medida da qualidade de vida relacionada a saude em pacientes com
osteoporose tem sido alvo de estudos nos ultimos anos, com o intuito de determinar as
mudancas necessarias para obtencdo do bem-estar do paciente (CARVALHO et al.,
2001; CVIJETIC et al., 2002; GARDNER et al., 2005; YOH et al., 2005; ARANHA et al.,
2006; CORTET et al., 2006). A prevencao das fraturas osteoporoticas € um dos fatores
mais importantes na manutencdo da qualidade de vida (LIPS; VAN SHOOR, 2005;
OLIVEIRA, 2003; GARDNER et al., 2005). Projeta-se que as fraturas somente as
osteoporoticas no Brasil alcancem 600.000 por ano, sendo 400.000 vertebrais e
200.000 femorais (CARNEIRO, 2001). Estima-se que o numero de fraturas de quadril
na populacdo mundial cresca de 1,26 milhdes em 1990 para 2,6 milhdes em 2025 e
para 4,5 milhdes em 2050 (GULLBERG et al., 1997; HAACH, 2006).

As fraturas osteoporoéticas vertebrais sdo responsaveis por grande
comprometimento estético, as da extremidade proximal do fémur sdo as mais graves,
com maior numero de sequelas e mortalidade elevada no primeiro ano (MENDONCA;
ALVES, 2004; GARDNER et al.,, 2005). Este tipo de fratura representa perda
significativa da autonomia onde cerca de metade dos individuos torna-se incapaz de
deambular e um quarto necessita de cuidado domiciliar prolongado (ARANHA et al.,
2006). O risco da fratura proximal de fémur nas mulheres caucasianas, na fase pos-
menopausa € de 14-17% e esse risco aumenta com o avanco da idade (EDDY et al.,
1998; PARKER & PALMER, 1995; CRANNEY, 2003; ARAUJO et al., 2005).

A osteoporose afeta uma grande quantidade de pessoas e a prevaléncia
aumenta com a idade da populacdo. Nos Estados Unidos atualmente existem 10
milhdes de individuos com a doenca e mais 18 milhdes tém massa 0ssea baixa; 80%
dos acometidos sdo mulheres. Segundo a Organizacao Mundial de Saude (2000), um
terco das mulheres brancas acima dos 65 anos apresenta a doenca (ORGANIZACION
MUNDIAL DE LA SALUD, 2000).

Uma das formas de tratamento na osteoporose é preventiva. O uso de agentes

anti-reasortivos como é o caso do raloxifeno, estrogeno e os bifosfonatos sdo de



importante auxilio minimizando o risco de fraturas (LANNA, 2003; JAIME et al., 2005;
DINIZ et al., 2009).

Estudos demonstram o efeito estimulatorio da calcitonina sobre o crescimento do
tecido 6sseo decorrente da inibicdo da atividade osteoclastica, o que torna a calcitonina
um importante aliado no tratamento da osteoporose (CANAVERO et al., 2000; SHARP
& DOHME, 2001; RUSSO, 2001; NASCIMENTO, 2003).

Os fatores que aumentam os riscos de osteoporose sdo: idade pds-menopausa,
raca caucasiana ou asiatica, tabagistas, alcoolistas, portadores de insuficiéncia renal
cronica, baixo peso, baixo indice corporal, menopausa precoce, menarca tardia,
sedentarismo, historia prévia de fratura ap0s os cinquenta anos, histéria familiar de
osteoporose, baixos niveis de testosterona, ingestdo deficiente de calcio, muito café,
baixa exposicdo ao sol, doencas que afetem o metabolismo ésseo, como o
hiperparatireoidismo primario e o uso cronico de corticosterdide (ARAUJO et al., 2005;
DINIZ, 2006).

Em pesquisa realizada Amadei et al., (2006) relata que a diminuicdo dos niveis
de estrogeno altera tanto o processo de remodelacdo quanto o de reparacdo, embora
nem todos 0os mecanismos estejam completamente elucidados.

O modelamento e remodelamento de ossos sao regulados principalmente pela
interacdo entre fatores genéticos, influéncias bioquimicas e héabitos de vida, como a
nutricdo, os quais interferem no comportamento de células Osseas e fatores
reguladores envolvidos no crescimento e manutencdo do sistema esquelético. Portanto,
a alimentacdo equilibrada pode ajudar na prevencdo de doencas Osseas, como a
osteoporose. Além disso, a subnutricdo aumenta o risco de quedas, as quais podem
gerar fraturas, principalmente em ossos mais frageis (CARVALHO et al., 2002; YOH et
al., 2005).

Segundo Cook e colaboradores (1999), a osteoporose € um problema clinico e
social de relevancia, com sérias consequéncias clinicas. Freqientemente 0s pacientes
apresentam limitagdes para exercer normalmente suas atividades profissionais, sociais

e de lazer, e apresentam uma afec¢cdo emocional importante.



Alcodlicos crbnicos apresentam alteragdes do metabolismo de vitamina D. Todas
as alteracdes provocadas pelo consumo de alcool contribuem para uma reducdo de
formac&o 6ssea, 0 que resulta em osteopenia (LAITINEN; VALIMAKI, 1991).

A efetividade dos tratamentos farmacolOogicos para osteoporose é limitada,
principalmente no que diz respeito a protecdo do colo femoral (HAACH, 2006). Para
Frost (1997) a maioria dos agentes ndo mecanicos (hormoénios, minerais, vitaminas
entre outros) pode ajudar nas respostas 0sseas ao carregamento mecanico, mas nao
podem substitui-lo.

Alguns tratamentos medicamentosos envolvem certo grau de risco para o0
paciente, como por exemplo, o aumento do risco de desenvolver cancer de mama
gerado pela reposicdo de estrogenos (FONTANA; DELMAS, 1999; CORTET et al.,
2006).

Houve uma crescente demanda por cuidados com 0s pacientes osteoporoticos,
iSSo provocou uma expansao dos servicos de avaliacdo e tratamento da osteoporose.
Desta forma, buscar medidas mais avancadas para as possiveis complicacdes da

osteoporose, como € o caso das fraturas, tornou-se de vital importancia.

2.5.1 Remodelacado em tecido 6sseo osteoporoético

A osteoporose pdés-menopausa € uma doenca silenciosa na qual ha diminuicdo
da producdo de hormdnios sexuais, reduzindo a formagdo da matriz protéica onde é
depositado o calcio, diminuindo a aposi¢do por uma diminuicdo da ac¢do osteoblastica,
ocorrendo também um aumento da ativacdo dos novos sitios de remodelacdo, com isso
h&4 perda de conexdes entre as trabéculas Osseas criando grandes cavernas de
reabsorcdo (SERAKIDES, 2001; LANNA, 2003; ARDILA, 2003).

Os estrogénios podem alterar a velocidade de crescimento osteoblastica, além,
de inibir a PGE2 (prostaglandina E2) e alterar a sintese e secre¢do de proteinas

responsaveis pela ativacdo de fatores que diminuem a reabsorcdo 6ssea (TGF-B,



Transforming growth factor Beta). Os receptores E2 controlam 70% da reabsorcao
0ssea (ARDILA, 2003).

Em estudo realizado Diniz e colaboradores (2009), relata que a velocidade da
reconstrucdo Ossea esta relacionada a fatores como niveis de fosforo e calcio
ionizantes no soro, ph local (o ph baixo favorece reabsor¢cdo mineral), hormonio
paratireoideano (PTH) e niveis de vitamina D e calcitonina. A quantidade de calcio no
sangue regula a qualidade do 0sso, pois controla a entrada e saida desse elemento no
tecido.

A vitamina D também é importante para o 0sso por facilitar a absorgéo de calcio
e de fésforo e estimular a atividade osteoblastica, outra vitamina importante é a vit.-E
eficaz para manter o desenvolvimento normal ésseo e beneficiar a massa 0ssea de
idosos, além de aumentar a formacéo de osso trabecular (BANDEIRA, 2006).

Os hormonios da paratire6ide sdo muito importantes, pois regulam o calcio no
organismo quando necessario. Estdo envolvidos na homeostase do calcio quando a
uma diminuicdo dos niveis de célcio sanguineos, o hormonio € liberado com intuito de

ativar a vitamina D, que se acopla no calcio e o leva até o osso (DINIZ et al., 2009).

2.5.2 Ovariectomia e Osteoporose

Como ja foi visto varias séo as dificuldades enfrentadas para que ocorra uma boa
remodelacdo em tecido 0sseo osteopordético. As pesquisas buscam a melhor forma de
tratamento, e para isso €& necessario a utilizacdo de cobaias para inducdo da
osteoporose € importante que as alteracbes encontradas no modelo experimental
estudado se assemelhem as encontradas em humanos.

A ovariectomia € um procedimento cirdrgico o qual é retirado o(s) ovario(s), o
gue reduz os niveis séricos de estrogeno e progesterona. O estrogeno e a progesterona
sdo hormonios sexuais femininos estdo ligados direta ou indiretamente aos

osteoclastos, estes hormoénios produzidos principalmente nos ovarios, sendo



responsaveis pela manutencdo das caracteristicas femininas durante a vida
(COLOMBO et al., 2003).

A osteoporose induzida pela castracdo embora seja decorrente principalmente
da reducdo na aposicdo 6ssea, tem-se depois de trés meses aumento da reabsor¢ao
0ssea, potencializando a osteopenia (SERAKIDES, 2001).

O modelo de ratas ovariectomizadas para estudos da perda de massa 6ssea pos
menopausa €é bem aceito, sendo o modelo preconizado pelo Food and Drug
Administration (FDA) para estudos pré-clinicos de drogas para prevencao e intervencao
da osteoporose (KODAMA, 2003; MELLO; GOMIDE, 2005; CANETTIERI, 2006;
RENNO, 2006).

Embora ndo haja um animal que atenda a todos os requisitos de modelo ideal,
ratas ovariectomizadas (ovx) tém sido utilizadas como modelo animal de osteoporose
experimental, pois, fornecem dados fundamentais semelhantes aos observados no
esqueleto adulto pés-menopéausico (KALU, 1991; HIETALA, 1993; ARIAS; SZEJNFELD,
1997; BOHIC, 2000; SERAKIDES, 2001; KODAMA, 2003; COLOMBO et al., 2003; LILL
et al.,, 2003; DUARTE, 2004; PYTLIK et al., 2004; MELLO; GOMIDE, 2005; JAIME et
al., 2005; LECOQ et al.,, 2006; AMADEI et al., 2006; CANETTIERI, 2006; RENNO,
2006; DINIZ et al., 2009)

2.6 Terapia Laser de Baixa Poténcia

A palavra laser € um acrénimo com origem na lingua inglesa: Light Amplification
by Stimulated Emission of Radiation (Amplificagdo de Luz por Emissao Estimulada de
Radiacdo), cuja teoria é do fisico Albert Einstein, que em seu artigo “Zur Quantum
Theories der Strahlung”, de 1917, exp0s os principios fisicos da emisséo estimulada
(fendmeno laser), sendo este classificado como de “alta poténcia” e em “baixa poténcia”
(COOMBE et al., 2001; VINCK et al., 2003; LIRANI, 2004; LANDA, 2005). Esta radiacéo

€ eletromagnética ndo ionizante, sendo um tipo de fonte luminosa com caracteristicas



bastante distintas daquelas de uma luz fluorescente ou de uma lampada comum
(TATARUNAS et al., 1998).

Os lasers sao classificados de acordo com o material que é excitado, como
lasers gasosos (CO2 Argbnio, Hélio-Nebnio, Excimer, Kripténio), lasers sélidos (Rubi,
Neodimio), lasers liquidos (Rodamina) e lasers diodo ou semicondutores (Arseniato de
Galio-Aluminio e Galio-Aluminio indio e Fosforo). O laser diodo é um chip semicondutor
que funciona como um diodo elétrico, sendo a regido ativa formada por materiais
semicondutores diferentes.

As radiacOes séo diferenciadas pelo comprimento de onda, pois todas consistem
do mesmo tipo de energia. Podemos dividir o espectro em trés partes: radiacdo
infravermelha, luz visivel e radiagdo ultravioleta. Nos Ultimos anos os aparelhos laser
apresentam comprimento de onda variando entre 630nm a 685nm e 790nm a 904nm.

A fluéncia (ou densidade de energia ou ainda, dosimetria), € o resultado do
produto da poténcia optica (expressa em Watts), pelo tempo de duracdo da sesséo,
expresso em segundos, dividido pela area da seccdo transversal do feixe laser,
expressa em centimetro quadrado.

A chave da operacao do laser esta no processo de emissdo estimulada, previsto
por Albert Einstein em 1917. A luz laser é gerada através de um componente o féton, 0s
elétrons situados nos varios niveis de energia apds serem provocados por uma energia
de excitagdo giram ao redor do &tomo, com a agitacdo, os eletros passam para niveis
superiores, no entanto tendem a permanecerem estaveis, voltando de niveis e assim
liberando fétons (DINIZ, 2006).

Uma caracteristica fundamental dos atomos € que eles emitem e absorvem luz
em frequéncias bem definidas, que é conseqiiéncia de apenas poderem existir em
determinados estados quanticos, cada estado com sua energia especifica. A luz de um
laser, como a luz de qualquer outra fonte resulta de emissao radiativa dos atomos. As
caracteristicas da Iluz laser sdo monocromaticidade, colimacdo, brilhancia,
direcionalidade e coeréncia. Entdo, a luz gerada pelo laser possui um Unico
comprimento de onda, com uma amplitude muito limitada, raios de luz que séo

paralelos e as ondas de luz emitidas se situam perfeitamente no tempo e no espaco.



Através de estudos, Mester foi o primeiro pesquisador a investigar a aplicacdo
clinica experimental do laser em baixa potencia, tanto in vitro como clinicamente. Em
um de seus estudos, compara a evolucao de feridas por queimaduras em animais,
concluindo que a terapia laser promovia efeitos sisttmicos (MESTER et al., 1983).

Estudos em vivo e em vitro afirmam que a terapia LBP estimula a atividade de
osteoblastos, fibroblastos e osteoclastos na area irradiada (LUBART et al.,, 1993;
RIGAU 1996; GROSSMAN et al., 1998; TAMURA et al., 1998; GROSSMAN et al., 2000;
DORTBUDAK, 2000; CARNEVALLI, 2001; COOMBE et al.,, 2001; NICOLAU et al.,
2003; RENNO, 2006; ABOELSAAD et al., 2008).

De acordo com Nicolau e colaboradores (2003) a terapia LBP aumenta a
atividade de reabsorcéo e formacao 6ssea em fraturas de fémures de ratos, cinco dias
apos a cirurgia o volume 0sseo e a superficie de osteoclastos do grupo tratado eram
maiores que o controle e em quinze dias pos-cirargicos a superficie de osteoblastos e a
taxa de aposicdo mineral eram também estatisticamente maiores no grupo tratado com
laser

Em pesquisa realizada Piheiro e colaboradores (2003) afirmam que a terapia
LBP pode aumentar a liberacdo de fatores de crescimento, os quais estimulam a
diferenciacéo e proliferacdo celular, possibilitando a maior deposi¢cao da matriz.

A terapia LBP € um método aceito pela Food and Drug Administration (FDA)
como tratamento clinico eficaz para cicatrizacdo de tecidos, por ser amplamente
estudado, porém, seu uso em seres humanos ainda néo foi aprovado pela FDA (VINCK
et al., 2003; LIRANI & LAZARETTI-CASTRO, 2005).

O estudo de solugcdes que favorecam a regeneracdo Ossea € de vital
importancia, pois a perda 6ssea, derivada da osteoporose, pode ser agravada por
sequelas de traumas, processos patolégicos ou apOs determinados procedimentos
cirdrgicos. Em funcao disso, o processo de reparo 6sseo tem sido ao longo dos anos,
motivo de varias pesquisas e diversos métodos de tratamento tém sido preconizados
como o uso do laser de baixa poténcia visando um efeito de biomodulacdo positiva
sobre o reparo de um defeito 6sseo (CONLAN et al., 1996; DAVID et al.,, 1996;
DICKISON et al., 1998; OZAWA et al., 1998; LIMEIRA JUNIOR, 2001; PINHEIRO et
al., 2001; NICOLAU, 2001; SILVA JUNIOR et al., 2002; NASCIMENTO, 2003;



NICOLAU et al., 2003; KHADRA et al., 2004; LIRANI, 2004; LANDA, 2005;
CERQUEIRA et al., 2007; PRETEL et al., 2007; BLAYA et al., 2008; TORRES et al.,
2008; OBRADOVIC et al., 2008; MARQUEZ MARTINEZ et al., 2008; DINIZ et al., 2009)

Estudos realizados utilizando o laser relatam seus efeitos na estimulacdo de
diferentes tipos de células, sendo capaz de promover um aumento da sintese de DNA e
da sintese de proteinas. Além de promover a reabsorcdo de exsudatos, aumentar a
deposicdo de colageno, melhora da vascularizacdo, regeneracdo nhervosa e a
cicatrizacdo de Ulceras cutaneas (GONCALVES & PARIZOTTO, 1998; TATARUNAS,
1998; FREITAS, 2001; PAZ et al.,, 2001; TORRICELLI et al., 2001; LOPES, 2002;
SALGADO, 2002; CARVALHO et al., 2003; MARCON & SANFELICE, 2005; RENNO,
2006).

Como exposto acima existem muitas evidéncias cientificas que demonstram os
efeitos bioldgicos positivos do laser de baixa intensidade sobre o tecido 6sseo. No
entanto, € dificil saber qual o comprimento de onda, a dose de energia, poténcia e
tempo necessério para estimular a osteogénese. Levando em consideracdo 0s
diferentes estados biolégicos como, por exemplo, o osteoporético. Alem do que nao
esta claro se a irradiacdo laser de baixa poténcia estimula células mesenquimais a se
diferenciarem e a produzirem matriz 6ssea. A energia da luz laser pode ser uma forma

econbmica de tratar uma série de alteracdes 0sseas de maneira eficiente.



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliagcédo do efeito osteogénico do Laser de baixa potencia (808nm e 660nm)

sobre defeito ésseo produzido no fémur de ratas submetidas a ovariectomia.

3.2 Objetivo Especifico

Analisar histologicamente a estimulacdo do laser de baixa poténcia (InGaAIP e
AsGaAl) em dois comprimentos de ondas distintos (660nm e 808nm) no tratamento de

fraturas de fémur de ratas osteoporoticas.



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais de Experimentacéo

A amostra foi composta por 18 ratas (Rattus norvergicus albinus), da linhagem
Wistar, com peso corpéreo variando entre 230 a 350 gramas, adultos procedentes do
Biotério da Universidade para o Desenvolvimento do Estado e da Regido do Pantanal -
UNIDERP, Campo Grande, MS.

Os animais foram confinados em gaiolas de 0,15m2, e mantidos em fotoperiodo
de 12 horas, temperatura e umidade mantidas por ar condicionado, ruidos minimos,
racdo solida e agua “ad libitum”, ficando sob observacdo por um periodo de dois dias,
antes da utilizagdo no experimento.

O presente projeto foi submetido & Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul e todos os procedimentos experimentais
foram realizados em conformidade com as normas do Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA) protocolo n° 137/2007.

4.2 Grupos Experimentais

Todos os animais disponiveis foram submetidos ao primeiro procedimento

cirdrgico (Ovariectomia) e posteriormente divididos em grupos:

> Grupo 1 (N = 6): Foi realizado a Ovariectomia e defeito 0sseo (ovariectomia
controle), (OC).



> Grupo 2 (N = 6):Foi realizado a Ovariectomia, defeito 0sseo tratado com Laser
Vermelho Visivel (OV).
> Grupo 3 (N = 6): Foi realizado a Ovariectomia, defeito dsseo tratado com Laser
Infra Vermelho (Ol).
Em seguida todos os grupos foram subdivididos pelos dias em que foram
sacrificados e os subgrupos resultantes denominados: Grupo 1- OC14 e OC 28; Grupo
2- 0OV 14 e OV 28; Grupo 3- Ol 14 e Ol 28.

4.3 Exame Radiolégico

A técnica radiologica foi realizada com o aparelho de raios X marca Dabi Atlante,
industria Médico Odontolégica, modelo Spectro (70x) e classe | - tipo B comum.
Programado com 40 kVp (pico de quilovoltagem), com distancia diafragma/chassis
(foco-filme) de 70cm e o tempo de exposicdo de 0,25 mAs (miliampére-segundo). Os
animais foram posicionados em decubito dorsal e foram obtidas radiografias simples em
incidéncia antero-posterior (AP).

O processamento (revelacao, fixacao, lavagem, e armazenamento) realizado em
camera escura e tanque com solucéo processadora reveladora e fixadora (Kodak Rp-X-
Omat para 38 litros) em temperatura ambiente. A revelagdo dos filmes (Dental Filme
Speed E - tamanho 3,1x4,1cm?) foi manual e padronizado da seguinte forma:

- Vinte segundos (20) no revelador

- Banho intermediario por trinta segundos (30) em agua corrente
- Dez minutos (10) na solucéo fixadora

- Banho final por cinco minutos (5) em agua corrente

- Secagem até que a solucdo evaporasse naturalmente

Apés a secagem os filmes foram armazenados em cartdes com etiqueta
informando o numero do animal, data da realizacdo da tomada radiolégica e do
processamento. Todos os procedimentos radiograficos ocorreram na sala de Raios-X

da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.



O procedimento radioldgico foi realizado em duas etapas, as quais ocorreram da
seguinte maneira: os animais foram submetidos ao primeiro exame radiografico em
seguida foi realizado o primeiro procedimento cirlrgico (ovariectomia), transcorridos 0s
noventa dias com os animais em repouso, 0 exame radioldgico foi repetido.

Estas radiografias foram posteriormente analisadas pelo sistema digital Digora
versdo 1.51 for Windows da Orion Corporation SOREDEX (Finland) onde foram
estabelecidas areas de leitura da densidade com o mesmo tamanho e localizacao
(Figurale 2).
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Figura 1. Layout da tela do programa computacional sistema digital Digora versao
1.51 utilizado na leitura da densidade 6ssea , resultado pré-cirargico.
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Figura 2. Layout da tela do programa computacional sistema digital Digora versao
1.51 utilizado na leitura da densidade 0ssea , resultado pos-cirdrgico.

4.4 Procedimentos Cirdrgicos

4.4.1 Ovariectomia

Para realizagdo da ovariectomia Bilateral os animais foram submetidos a
anestesia dissociativa composta por Quetamina a 5% e Xilazina a 2% na proporgéo 1:2
em doses de 0,10 — 0,15 ml/100g de peso corpireo. ApGs a anestesia 0s animais foram
posicionados em plano cirargico em decubito ventral e foi realizada a tricotomia da
regido abdominal lateral seguida de anti-sepsia com alcool iodado. A pele e a
musculatura foram incisadas longitudinalmente, na linha média proximo da regido renal
abaixo da ultima costela, e o ovério identificado e exposto. Foi realizada a hemostasia

através da ligacdo da parte superior da tropa com fio de seda n° 4 Ethicon — Johnson &



Johnson e excisdo ovariana juntamente com a gordura circundante, o oviduto e uma
pequena porcdo do Utero. Terminado o procedimento cirdrgico os planos foram
suturados com fio absorvivel categute n® 4 e a pele com fio de seda n° 4. (Figura 4).

Os animais submetidos a ovariectomia receberam analgésico pos operatério que
foi realizada com buprenorfina na dose 0,05 mg/kg, por via intramuscular e
antiinflamatério diclofenaco de sddio por via intramuscular na coxa posterior esquerda
do animal, apGs prévia antissepsia com alcool iodado a 2%, utilizando-se seringa e
agulha de insulina. Esta administragcéo foi realizada logo apos o fechamento da parede
abdominal e posteriormente de 12/12 h durante 4 dias consecutivos na propor¢cao de
10mg/kg/dia.



Figura 3. Fotomontagem representativa: A — Tricotomia da regido abdominal lateral; B —
Incisdo longitudinal abaixo da ultima costela e exposicdo do ovario; C - Ovario
identificado e exposto; D — Ligacéo da parte superior da tropa com fio de seda n°® 4; E —
Excisdo ovariana juntamente com a gordura circundante; F — Sutura final.



4.4.2 Producao dos defeitos 0sseos

A producdo dos defeitos Osseos foi iniciada ap6s a comprovacdo de
osteoporose, realizada por exames radioldgicos feitos antes e depois da ovariectomia e
comparados através do Software Digora 1.51.

Os animais foram anestesiados com mistura de Ketamina a 5% e Xilasina a 2%,
na proporcdo 1:2, em doses de 0,10-0,15 ml/100g de peso corporal, por via intra-
perotonial.

Apés o procedimento anestésico, 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 ventral, prendendo-se as patas
dianteiras e traseiras em abducdo, e o local da incisdo preparado com anti-sepsia
(alcool-iodado).

Foi realizada uma incisdo de acesso ao fémur direito com um bisturi. Apos a
incisdo da fascia lata, foi localizada a diafise femoral e na face cranio-lateral a £ 50mm
da epifise proximal realizando um defeito 6sseo impregando brocas diamantadas do
tipo esferica n°® 1016 (KG Sorensen) acopladas em um contra-angulo odontolégico
(Kawo - Kawo do Brasil) acionado por motor de implante (Easy Implant — Easy
Equipamentos) a 4.000 RPM sob irrigacdo constante com soro fisioldgico perfurando a
cortical do osso até atingir o canal medular (Figura 4).
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Figura 4. Fotomontagem representatlva A - incisdo cirdrgica com exposm;ao do 0SSO
do fémur e inicio da confec¢do da falha 0ssea; B - confeccdo da falha 6ssea utilizando
broca esférica n® 1016; C - perfuracao da cortical do osso ate atingir o canal medular; D

- fémur dissecado, onde observa-se a falha 6ssea produzida.

4.5 Laser de Baixa Poténcia

Os grupos OV e Ol no segundo dia de pos operatério (defeito 6sseo) foi iniciado
o tratamento com irradiacdo laser de baixa poténcia (Figura 7), o aparelho utilizado foi
um Photon Laser Il (D.M.C. Equipamentos LTDA Sé&o Carlos — S.P., Brasil), diodo que
€ um semicondutor com meio ativo de InGaAIP (Laser vermelho) e AsGaAl (Laser
Infravermelho) com emissdo continua conforme os parametros abaixo. Figuras 5 e
Figura 6.



Emissor visivel

Laser vermelho

Densidade de energia (DE) 120J/cm?
Poténcia 100 mwW
Comprimento de onda 660nm
Modo de Aplicagéo Pontual

Tempo

33 segundos por ponto

Grupo irradiado

ov

Figura 5 - Protocolo de irradiacdo com laser InGaAlP.

Emissor visivel

Laser Infravermelho

Densidade de energia (DE) 120J/cm?
Poténcia 100 mW
Comprimento de onda 808nm
Modo de Aplicagéo Pontual

Tempo

33 segundos por ponto

Grupo irradiado

Ol

Figura 6 - Protocolo de irradiacdo com laser AsGaAl.

As aplicacbes foram realizadas por um mesmo pesquisador, com laser a 90
graus, os animais ndo sofreram nenhum tipo de anestesia para tal procedimento. Os
animais tratados receberam irradiacdo transcutanea, uma aplicacdo por dia em oito
pontos por aplicagdo destes: dois pontos do lado direito do defeito, dois pontos no lado

esquerdo, um ponto na parte superior e inferior e dois pontos realizados sobre o defeito

6sseo.




Figura 7- Photon Laser Ill equipamentos LTDA Sé&o Carlos — S.P., Brasil.

4.6 Procedimentos Histoldgicos

Os animais foram identificados, pesados e posteriormente submetidos a
eutanasia com dose letal de 200mg/Kg de pentobarbital sédico, em seguida os fémures
testados foram retirados para analise histolégica.

Os segmentos destinados a histologia foram fixados em formol a 10% por 24
horas. Apoés este periodo, descalcificados por EDTA, incluidos em blocos de parafina e
submetidos a cortes transversais de 5 ym de espessura preparando-se laminas coradas
com Hematoxilina e Eosina. Toda a extensdo do defeito foi seccionada
sequencialmente com cortes no sentido longitudinal de tal modo que a regido central do
defeito cirtrgico fora avaliada.

A avaliacdo histolégica dos eventos ocorridos foi feita de forma descritiva,
utilizando-se de um método semi-quantitativo baseado no conhecimento dos aspectos
relacionados a normalidade e seguindo requisitos utilizados por Leonel e colaboradores
(2004) e Abo Elsaad e colaboradores (2008). Foi utilizado para esta analise um

microscopio oOptico de luz. Alguns parametros foram verificados para determinar os



efeitos osteogenicos da terapia laser de baixa poténcia em ratas osteoporoticas, estes
se basearam: reacdo inflamatoria, osteoblasto, ostedcitos imaturos, fibroblasto e
fibrose. Para quantificar as variaveis foi utilizado um sistema de Scores de intensidade
zero a trés cruzes no periodo de eutanasia dos animais (14 e 21) classificadas

conforme Figura abaixo:

Ausente (9)
Pouca Presenca +)
Moderada Presenca (++)
Severa Presenca (+++)

Figura 8 — Scores de intensidade (0 a 3 cruzes).

4.7 Andalise Estatistica dos Dados

Os dados foram inicialmente avaliados quanto a hipétese de normalidade de
distribuicdo. A normalidade foi definida pela aplicacdo do teste de Shapiro Wilk. O nivel
de decisao estabelecido em p<0,05. A avaliacdo comparou a magnitude das variacdes
entre as amostras. O teste utilizado para comparacéao foi o teste de Kruskal Wallis com
pos-teste t Student e o nivel de significancia estabelecido em p<0,05. Os dados foram

analisados estatisticamente no Software BioEstat 5.0.



Resultados

Os dados foram analisados estatisticamente no Software BioEstat 5.0. Foram
comparados os dados referentes ao periodo de 14 e 21 dias para cada grupo e ainda
comparados as variaveis estudadas entre os grupos controle e irradiados. Os dados
foram inicialmente avaliados quanto a hipotese de normalidade de distribuicdo. A
normalidade foi definida pela aplicacdo do teste de Shapiro Wilk. O nivel de deciséao
estabelecido em p<0,05. Para os dados avaliados constatou-se predominancia de
dados com distribuicdo ndo normal (p<0,05).

A avaliagcdo comparou a magnitude das variacbes entre as amostras. O teste
utilizado para comparacéo foi o teste de Kruskal Wallis com pos-teste t Student e o nivel
de significancia estabelecido em p<0,05. Os valores foram dispostos em uma escala
ordinal de 0 a 3 cruzes conforme intensidade de presenca para as variaveis analisadas.

Os dados apresentados na tabela 1 permitem observar que os grupos tratados
com LBP apresentaram resultados que demonstram redugé&o do processo inflamatorio
nos dois periodos (14 e 21 dias) quando analisados pelo teste Kruskal Wallis, obtendo-
se na comparacao inter grupos p= 0,0017 e p= 0,0018 (p<0,05) respectivamente, em

relacdo ao grupo controle.

Tabela 1 — Média dos Scores de intensidade (0 a 3 cruzes) para a variavel
reacao inflamatoria dos grupos estudados nos periodos de 14 e 21 dias.

Reacao Osteopenla((e)g%f)eno 0SSE0 KVE/ZTIIi(:“ Pdés-teste t Student
inflamatdria
Controle Ol oV Valor p p<0,05
. Controle vs Ol
14 Dias 15 0.5 0.7 0,0017 Controle vs OV
. Controle vs Ol
21 Dias 1.2 0.3 0.5 0,0018 Controle vs OV
t Student 0,0039 0,0493 0,0073

@ Ausente ; (1)Pouca presenca; (2)Moderada presenca ; (3) Severa presenca



As Figuras 9 e 10 representam a comparacdo dos resultado a partir das
médias e desvio padrdo dos escores obtidos pela analise semi-quantitativa do
processo inflamatério aos 14 e 21 dias pelo teste t de Student , observa-se que néo
houve diferenca estatistica significante (p< 0,05), entre os grupos tratados com LBP, o

gue demonstra que ambos apresentaram efeito antiinflamatério.
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Figura 9. Grafico comparativo das médias e desvio padrao dos escores obtidos pela andlise
semi-quantitativa do processo inflamatério aos 14 dias apés a confecgéo dos defeitos 6sseos. *
p< 0,05 teste t de Student em comparacdo com o grupo controle.
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Figura 10. Gréafico comparativo das médias e desvio padrdo dos escores obtidos pela analise
semi-quantitativa do processo inflamatério aos 21 dias apés a confecgdo dos defeitos 6sseos. *
p< 0,05 teste t de Student em comparag¢do com o grupo controle.

Os dados apresentados na tabela 2 permitem observar que aos 14 dias ocorreu
diferenca estatistica (p= 0,0026), com relacdo ao numero de osteoblastos entre os
grupos estudados, pelo teste Kruskal Wallis. Sendo que nas analises comparativas das
médias e desvio padrdo dos escores obtidos pela analise semi-quantitativa dos
osteoblastos demonstram que no periodo de 14 dias (Figura 11) os grupos tratados
com laser apresentaram maiores quantidades de osteoblastos, com relacdo estatistica
p < 0,05 em comparacao com o grupo controle, para o periodo 21 dias (Figura 12) nota-
se uma pequena reduc¢ao osteoblastica no grupo tratado com LVV em relacdo ao grupo
controle, durante este periodo ndo foi observado relagdes estatistica significativas entre
0s grupos analisados.



Tabela 2 — Média dos Scores de intensidade (0 a 3 cruzes) para a variavel osteoblastos
dos grupos estudados nos periodos de 14 e 21 dias.

Osteopenia e defeito 6sseo Kruskal .
Osteoblastos (ODO) Wallis Pos-teste Student
Controle Ol oV Valor p p<0,05
. Controle vs Ol
14 Dias 2.0 3.0 2.7 0,0026 Controle vs OV
21 Dias 2.0 2.0 1.7 0,1194 Ns
t Student Ns 0,0039 0,0073

@ Ausente ; (1)Pouca presenca; (2)Moderada presenca ; (3) Severa presenca
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Figura 11. Gréfico comparativo das médias e desvio padrdo dos escores obtidos pela
analise semi-quantitativa dos osteoblastos aos 14 dias apds a confeccdo dos defeitos
0sseos. * p< 0,05 teste t de Student em comparagcdo com o grupo controle.
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Figura 12. Grafico comparativo das médias e desvio padrdo dos escores obtidos pela
analise semi-quantitativa dos osteoblastos aos 21 dias apds a confeccéo dos defeitos
0sseos.

A Tabela 3 apresenta Média dos Scores de intensidade para a variavel
ostedcitos imaturos nos periodos de 14 e 21 dias, nota-se, que na analise estatistica
pelo teste Kruskal Wallis, que existe diferenca (p<0,05), entre os grupos estudados com
p= 0,0014 e p= 0,0334 respectivamente. Ja pelo teste t de Student ambos os grupos
tratados com laser apresentam diferenca em relacdo ao grupo controle (p<0,05). Nao

foram observadas relagdes estatisticas significativas entre os grupos tratados.



Tabela 3 — Média dos Scores de intensidade (0 a 3 cruzes) para a variavel ostedcitos
imaturos dos grupos estudados nos periodos de 14 e 21 dias.

Osteocitos Osteopenia e defeito 6sseo szlljlii(sl Pos-teste Student
imaturos
Controle Ol oV Valor p p<0,05
. Controle vs Ol
14 Dias 1.0 2.7 2.7 0,0014 Controle vs OV
. Controle vs Ol
21 Dias 1.0 1.7 1.7 0,0334 Controle vs OV
t Student ns 0,0073 0,0073

@ Ausente ; (1)Pouca presenca; (2)Moderada presenca ; (3) Severa presenca
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Figura 13. Grafico comparativo das médias e desvio padrdo dos escores obtidos pela
analise semi-quantitativa dos osteocitos aos 14 dias apds a confeccéo dos defeitos
0sseos. * p< 0,05 teste t de Student em comparagcdo com o grupo controle.
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Figura 14. Grafico comparativo das médias e desvio padrdo dos escores obtidos pela
analise semi-quantitativa dos osteocitos aos 21 dias ap0s a confeccao dos defeitos
0sseos. * p< 0,05 teste t de Student em comparagcdo com o grupo controle.

Na tabela 4 podemos observar a comparacdo entre as médias dos scores
obtidos a partir da analise dos fibroblastos. A analise estatistica entre os grupos aos 14
dias pelo teste Kruskal Wallis ndo apresentou relacdes estatisticas significativas
(p=0,0530), No entanto aos 21 dias, analise estatistica entre os grupos estudados
apresentou (p= 0,0027), No teste t de Student apenas o grupo tratado com laser
Vermelho (660nm) apresentou diferenca estatisticamente significante com (p<0,05)
guando comparado ao grupo controle. Ndo foram encontradas diferencas estatisticas

entre os grupos tratados (660nm e 808nm) e nem entre os periodos analisados.



Tabela 4 — Média dos Scores de intensidade (0 a 3 cruzes) para a variavel fibroblastos
dos grupos estudados nos periodos de 14 e 21 dias.

. o . Kruskal .
Fibroblastos Osteopenia e defeito 6sseo Wallis Pos teste Student
Controle Ol oV Valor p p<0,05
14 Dias 0.0 1.0 2.0 0,0530 Ns
21 Dias 0.0 0.7 2.3 0,0027 Controle vs OV

t Student ns Ns ns

@ Ausente ; (1)Pouca presenca; (2)Moderada presenca ; (3) Severa presenca
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Figura 15. Gréafico comparativo das médias e desvio padrdo dos escores obtidos pela
analise semi-quantitativa dos fibroblastos aos 14 dias ap6s a confeccdo dos defeitos
0sseos.
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Figura 16. Grafico comparativo das médias e desvio padrdo dos escores obtidos pela
analise semi-quantitativa dos fibroblastos aos 21 dias ap6s a confeccao dos defeitos
0sseos. * p< 0,05 teste t de Student em comparagcdo com o grupo controle.

Na Tabela 5 pode-se observar a comparacao entre as médias dos scores obtidos
a partir da andalise semi-quantitativa para a variavel fibrose ndo encontraram relacfes
estatisticas significativas entre os grupos analisados somente entre os periodos 14
(p=0,5314) e 21 dias(p=0,3040).



Tabela 5 — Média dos Scores de intensidade (0 a 3 cruzes) para a variavel fibrose dos
grupos estudados nos periodos de 14 e 21 dias.

. o Kruskal .
Fibrose Osteopenia e defeito 6sseo Wallis POs teste Student
Controle Ol oV Valor p p<0,05
14 Dias 0.0 0.7 0.0 0,5314 ns
21 Dias 1.0 0.7 0.7 0,3040 ns
t Student 0,0039 ns 0,0250

@ Ausente ; (1)Pouca presenca; (2)Moderada presenca ; (3) Severa presenca
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Figura 17. Grafico comparativo das médias e desvio padrdo dos escores obtidos pela
analise semi-quantitativa da fiborose aos 14 dias apos a confec¢éo dos defeitos 0sseos.
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Figura 18. Grafico comparativo das médias e desvio padrdo dos escores obtidos pela
analise semi-quantitativa da fibrose aos 21 dias ap0s a confec¢éo dos defeitos 0sseos.

Nos cortes histologicos obtidos a partir dos fémures das ratas ovariectomizadas
dos grupos tratados com laser corados por Hematoxilina e Eosina, observa-se um
preenchimento destes defeitos por o0sso trabecular, nota-se grande quantidade de
ostedcitos e osteoblastos mais alinhados, formacdo de canais de Hanvers
caracterizando osso lamelar, discreta reacao inflamatdria e grande quantidade de vasos
sanguineos neoformados. No grupo controle também ocorreu preenchimento do defeito
0sseo, observar presenca de osteoblastos depositando matriz dssea, ostedcitos e
condroblastos, porém em menores quantidades. Figura 19.

Observa-se nos grupos tratados com LBP grande quantidades de ostedcitos
aprisionados nas lacunas dentro de trabéculas 6sseas no interior da matriz sugere a
maturacdo do tecido 6sseo neoformado, presenca de canais de Hanvers e 0SSO
secundario, nota-se discreta quantidade de tecido conjuntivo fibroso rodeado por
células osteoprogenitoras. No grupo controle nota-se a presenca de osteoblastos
formando osso primario, ostedcitos, 0sso secundario, vasos sanguineos neoformados e
tecido conjuntivo fibroso com aspecto mais denso e envolto por poucos grupos
célulares. Observa-se nos grupos tratados formagcdo Ossea com aspecto mais
consistente, compacto e com maior quantidade de células responsaveis pela

osteogénese. Figura 20.



Figura 19. Montagem de fotomicrografia das laminas obtidas dos animais ovarectomizados
apos 14 dias da realizacdo dos defeitos 6sseos: A e B - grupo tratado com laser AsGaAl 808
nm infravermelho observar a presenca de canais de Havers (HC), osso secundario (B2°),
infiltracao leucdcitaria, intensa proliferacdo de ostedcitos(seta). C e D — grupo tratado com laser
INnGaAIP 660nm vermelho visivel, observar a presenca de canais de Havers(HC), proliferacédo
de adipocitos, formacdo de medula 6ssea (MO), ostedcitos (seta), presenca de 0sso
secundario(B 2°). F e G — grupo controle, observar a presenca de osteoblastos (seta), e
condroblastos. Hematoxilina e Eosina - Barra de escala 20um.




Flgura 20. Montagem de fotomlcrografla das Iammas obtldas dos anlmals ovarectomlzados
apos 21 dias da realizacdo dos defeitos 6sseos: A e B - grupo tratado com laser AsGaAl 808
nm infravermelho observar a presenca de o0sso neoformado (NB), osso primario(B1°), Vasos
sanguineos(Vb)e osteocitos(seta). C eD — grupo tratado com laser InGaAlP 660nm vermelho
visivel, observar a presenca de neoformacdo éssea (NB), proliferacdo de vasos sanguineos
(Vb), tecido conjuntivo fibroso(FC) ostedcitos (seta), presenca de osso secundario(B 2°). F e G
— grupo controle, observar a presenca de osteoblastos (seta), vasos sanguineos neoformado
(Vb), osso primério(B°) e secundério(B 2°) em G osteocitos (setas). Hematoxilina e Eosina -
Barra de escala 20um.



Discussao

O processo de osteogénese € uma resposta especializada do organismo no
qual é amparado por diferentes tipos celulares, dependentes de um equilibrio
fisioldgico para que possam formar uma nova estrutura com mesma constituicdo e
funcdo. Qualquer desequilibrio nesta fase sera responsavel principalmente pela
alteracdo da resisténcia Ossea, fato este que ocorre em diversas condi¢cdes
patolégicas como a osteoporose, que tém sido objeto de diversas investigacdes
(WARD, 1995; LORRAIN et al., 2003; CHANG et al., 2004; HAACH, 2006; RIERA-
ESPINOZA, 2009; SIRIS et al., 2009; KOLIOS et al., 2009).

Alguns estudos tém sido realizados com o0 objetivo de encontrar um “padréo
gold” de tratamento para a osteoporose e para a reparacao de fratura osteoporotica,
principal complicacdo desta patologia (GULLBERG et al., 1997; OLIVEIRA, 2003;
LORRAIN et al., 2003; CARVALHO & CLIQUET, 2003; LIPS; VAN SCHHOOR, 2005;
GARDNER et al., 2005; OTT, 2004; HAACH, 2006; SHA et al,. 2009; DINIZ et al., 2009;
COOPER et al., 2009). Em se tratando de uma doenca que a cada dia atinge maior
prevaléncia e visando a qualidade de vida relacionada a saude de individuos com
osteoporose, a terapia laser de baixa poténcia tem se mostrado uma importante
ferramenta de auxilio a regeneracdo 0ssea, pois seus efeitos facilitariam este processo
(OZAWA et al., 1998; COOMBE et al., 2001; PINHEIRO et al., 2001; CARVALHO et al.,
2002; SILVA JUNIOR et al., 2002; NASCIMENTO, 2003; VINCK et al., 2003; NICOLAU
et al.,. 2003; LIRANI, 2004; LANDA, 2005; SILVA, 2006; CERQUEIRA et al., 2007,
PRETEL et al., 2007; BLAYA et al., 2008; TORRES et al., 2008; OBRADOVIC et al.,
2008; MARQUEZ MARTINEZ et al., 2008; DINIZ et al., 2009). Entretanto, o estado
funcional dos diferentes tipos de tecido do organismo e os diferentes protocolos de
terapia laser utilizados, dificultam o estabelecimento de parametros de tratamento
ideais. Sendo assim, a busca de um protocolo ideal de terapia LBP que facilite a
deposicdo Ossea se torna cada vez mais importante. Diante do exposto este estudo

teve como objetivo avaliar o efeito osteogénico do Laser de baixa potencia InGaAIP e



AsGaAl (660nm e 808nm) sobre defeito 6sseo produzido no fémur de ratas submetidos

a ovariectomia (OVX).

No presente estudo foram utilizadas ratas da linhagem Wistar, submetidos a
ovariectomia bilateral. A retirada de ambos os ovarios acarreta em diminuicdo dos
niveis de estrégeno induzindo a osteoporose. Este método € vastamente utilizado por
ser eficaz e de facil realizagdo (KALU, 1991; ARIAS; SZEIJNFELD, 1997; BOHIC, 2000;
SERAKIDES, 2001; NICOLAU, 2001; COLOMBO et al., 2003; DUARTE, 2004; PYTLIK
et al.,, 2004; MELLO; GOMIDE, 2005; RENNO, 2006; CANETTIERI, 2006; AMADEI et
al., 2006; DINIZ et al., 2009).

Optamos por utilizar um grupo controle osteoporoético, de forma que os animais
de todos os grupos estariam num mesmo estado biologico, evitando desta forma utilizar
como controle a area contralateral, o que poderia levar a resultados ineficazes de
terapia LBP, justificado pelo provavel efeito sistémico gerado pela terapia (DAVID et
al.1996; RIGAU, 1996; NICOLAU, 2001).

Os avancos da imagem digital tém constituido uma alternativa as radiografias
convencionais e oferecido opcfes na deteccdo de perdas 6sseas. O sistema digital
Digora (verséo 1.51) tem sido muito utilizado em estudos, com recursos de manipulagéo
de imagem e obtenc&o de medidas de distancia e densidade radiogréafica (WHITE et al.,
1999; SALZEDAS et al.,2002; CANOVA et al., 2003; MEURER et al., 2003; LICKS et
al., 2004; GIOVANINI et al., 2007; SILVA et al., 2007). Utilizando- se o software Digora
neste trabalho pode-se observar que a ovariectomia (OVX) bilateral demonstrou-se
eficaz, induzindo a diminuicio da densidade Ossea uma vez que 0S exames
radioldgicos realizados noventa dias apds a OVX apresentaram parametros (densidade)
significativamente menores (p<0,001) quando comparados aos exames radioldgicos
realizados antes da cirurgia.

Para a verificacao do efeito osteogénico da terapia laser de baixa poténcia foram
confeccionados defeitos 6sseos de 2,00mm na diafise proximal do fémur. O defeito
0sseo s6 foi realizado apos a comprovacao de osteoporose. Estudos recentes mostram
gue a diafise proximal do fémur se trata de osso metabolicamente mais ativo e assim
mais susceptivel a acdo de estimulos mecanicos e fisiologicos, sendo uma das regides

de maior incidéncia de alteragOes causadas pela osteoporose em humanos (BRAZ et



al.,, 2003; PEREIRA, 2004; FERNANDES, 2005; JAIME et al.,, 2005; CANETTIERI,
2006; DINIZ et al., 2009).

Observou-se um ganho de massa corporal nos animais apds serem submetidos
a ovariectomia. Alguns autores sugerem que o0 aumento da massa corporal apés a OVX
em ratas € um mecanismo de compensacgao da perda 0ssea (HIETALA, 1993; PAZ et
al.,, 2001; DINIZ, 2006; CANETTIERI, 2006). Ratas ovariectomizadas tém uma
deposicdo excessiva de gordura corporal e um aumento da formacdo periosteal,
contribuindo para o aumento da massa corporal (RENNO, 2006). Junqueira e
colaboradores (2005) e Canettieri (2006) relataram que um dos indicios para
comprovacao do sucesso da ovariectomia é o aumento da massa corporal, 0 ganho de
peso.

Para avaliar o processo de osteogénese em 0SSO oOsteoporético optamos em
utilizar dois tipos de laser, um no espectro do vermelho com comprimento de onda
660nm, densidade de 120J/cm? e poténcia de 100mW, e outro no infravermelho com
comprimento de onda 808nm, densidade de 120J/cm? e poténcia de 100mW. Este
protocolo foi adotado baseado no fato que nos ultimos anos foram os lasers mais
utilizados em pesquisas cientificas. No entanto ainda ha controvérsia, pois, resultados
neutros sdo obtidos na terapia LBP em regeneracdo de fraturas (ANNEROTH et al.,
1988; FREITAS, 2001; GIORDANO et al., 2001).

Neste estudo foi eleita a técnica pontual de aplicacdo do laser sobre o tecido
0sseo pela possibilidade de aproximar a ponteira do aparelho em direcéo a area lesada
exercendo leve pressdo sobre os tecidos. Esta técnica teve como objetivo aumentar a
absorcéo da energia depositada, pois diminui o efeito de reflexdo. Foram realizados oito
pontos de aplicacéo, escolha esta baseada no estudo de Nascimento (2003).

Para a determinacdo da eficacia da terapia LBP na neoformacgéo 0ssea de ratas
osteopordticas a avaliacdo histologica dos eventos ocorridos foi feita de forma
descritiva, utilizando-se de um método semi-quantitativo baseado no conhecimento dos
aspectos relacionados a normalidade. Estes basearam-se, na presenca de células
caracteristicas do processo inflamatorio, osteoblastos, ostedcitos, fibroblastos e tecido

fibroso no local do defeito 6sseo durante os periodos observados 14 e 21 dias. Este



protocolo foi baseado nos estudos de Leonel e colaboradores (2004) e Abo Elsaad e
colaboradores (2008).

A analise histolégica mostrou que os animais tratados com laser Infravermelho
(808nm) e vermelho (660nm) apresentaram melhores resultados em relacdo ao grupo
controle nos dois periodos analisados 14 e 21 dias. Na regido dos defeitos 6sseos dos
grupos irradiados foram encontrados valores superiores de osteoblastos, ostedcitos
imaturos e vasos sanguineos neoformados, presenca de fibroblastos volumosos e
poucas células caracteristicas de processo inflamatério. AboElsaad e colaboradores
(2008) encontraram resultados similares utilizando laser infravermelho (830nm) com
poténcia 40 mW, densidade 16 J/ cm? e dose 4J/ cm? em defeito 6sseo de ratos.

Os resultados histolégicos deste estudo sugerem que o reparo pos lesdo em
0SSs0s osteoporéticos tratados com laser de baixa poténcia apresentaram aceleragdo no
processo de osteogénese no periodo 14 dias. No periodo subsequente, 21 dias, houve
uma pequena queda na quantidade de osteoblastos, poréem a quantidade de ostedcitos
se manteve elevada, o que pode significar um efeito estimulatorio sobre a mineralizacao
da matriz osteodide, caracterizando maior quantidade de osso neoformado. Os
ostedcitos estariam acumulando carbonatos e fosfatos de calcio a se integrarem,
acelerando o processo de formacao da matriz 6ssea e tornando-a mais resistente.

Lill e colaboradores (2003) avaliaram o defeito 6sseo em animais
ovariectomizados e relataram que além da diminuicdo da densidade d&ssea, a
osteoporose afeta o ganho de massa mineral 6ssea pos fratura atuando na fase final do
remodelamento, alterando a resisténcia 6ssea. Mesmo nestas condi¢des as fraturas
podem consolidar-se, porém o processo pode levar mais tempo. Além da fase de
mineralizacdo final do calo 6sseo, a osteoporose dificulta ainda o periodo inicial do
processo de remodelamento de uma fratura.

Pinheiro e colaboradores (2001) mostraram que o tratamento de lesdo no tecido
0sseo utilizando laser no infravermelho (830nm) produz melhores resultados
comparado ao laser visivel (632,8 ou 790nm). Segundo o autor o laser infravermelho
apresenta um efeito fotofisico, que faz com que ocorram mudancgas nos potenciais de
membrana que se traduzem intracelularmente com um incremento da sintese de ATP

mitocondrial alterando o metabolismo celular. No laser visivel o efeito bioestimulatoério



fotoquimico estimula a ativacdo da sintese de enzimas atuando sobre os lisossomos e
as mitocoéndrias das células por uma reacao quimica provocada pela luz laser.

Os resultados obtidos por Renno (2006) indicaram que a terapia LBP (830nm)
com doses de 120J/cm? e 60J/cm? teve efeito estimulatério nos fémures sendo capaz
de modular o processo de perda 6ssea de ratas osteopénicas, porém na dose 120J/cm?
obtiveram melhores resultados, no que diz respeito ao teste mecanico de trés pontos e
mensuracao do comprimento do fémur.

No presente estudo a dose escolhida 120J/cm? mostrou-se eficaz em ambas as
terapias. Outros estudos encontraram resultados similares sugerindo um provavel efeito
dose dependente, onde doses maiores seriam mais eficazes na estimulacdo Ossea
(DICKISON et al.,, 1998; TAMURA, 1998; LUGER, 1998; DORTBUDAK, 2000;
PINHEIRO et al., 2003; RENNO, 2006; DINIZ et al., 2009).

Estudos mostram que certos comprimentos de onda de terapia LBP induzem a
proliferacdo celular liberando o fator de crescimento dos fibroblastos (GROSSMAN et
al., 1998, GROSSMAN et al., 2000) e aumento na proliferacdo de fibroblastos in vitro
(CONLAN et al., 1996; JANSEN et al., 2001; CARNEVALLI, 2001). Lubart e
colaboradores (1993) observaram o efeito de varios comprimentos de onda na
proliferacdo de fibroblastos, observando que a terapia LBP acelerou significativamente
a mitose dessas células, com conseqiente aumento da velocidade de producédo do
colageno e fibroblastos. Os dados histoldgicos obtidos no presente estudo com grupos
irradiados com LBP (OIV e OVV) mostraram que a terapia estimulou a proliferacao de
fibroblastos nos periodos de 14 e 21 dias. Entretanto com comprimento de onda de
660nm no periodo de 21 dias obteve melhores resultados (p = 0,0027), assim os efeitos
da irradiacdo laser vermelho visivel (660nm) mostrou maior eficacia na estimulacéo de
fibroblastos (21 dias) provavelmente por um efeito proliferativo ou ativador da sintese
protéica.

A reacdo inflamatdria observada através da analise histologica aponta que
ambas as terapias (808nm e 660nm) foram eficazes para diminuir 0 processo
inflamatorio quando comparadas ao grupo controle (OC), em ambos o0s periodos
analisados 14 e 21 dias. Tal fato sugere que a irradiacdo laser aumentou a absorcao

de exudato inflamatério provavelmente através da ativacdo linfatica e



neovascularizagdo ocorrida, suprindo o tecido ésseo por melhorar o influxo de
nutrientes como o célcio e o fésforo, o que pode levar maior resisténcia ao 0sso. Desta
forma, o laser atuou como antiinflamatério facilitando o processo proliferativo. Este
resultado se assemelha com os encontrados por Genovese (2000), que observou que a
terapia LBP apresenta na resposta inflamatéria um efeito indireto sobre a
microcirculacédo podendo estimular a neoformacéao capilar e multiplicacao celular.

Coombe e colaboradores (2001) obtiveram um aumento no calcio intracelular em
células osteoplasticas humanas tratadas com terapia laser de baixa intensidade,
indicando que estas células respondem positivamente a terapia.

Nossos achados histologicos referentes ao periodo de 14 dias constataram
fiborose apenas no grupo tratado com comprimento de onda 808nm, enquanto para
periodo de 21 dias todos os grupos apresentaram fibrose. No entanto € importante
ressaltar que o tecido conjuntivo denso encontrado nos grupos irradiados possui em
sua composicdo tanto fibras coldgenas como uma grande populacdo celular que
posteriormente poderdo se diferenciar em células osteoprogenitoras. Estes resultados
ndo apresentaram relacdes estatisticamente significativas entre os grupos.

Utilizando um protocolo similar ao presente estudo, Renno (2006) observou que
o laser 830nm dose 120J/cm? foi eficaz para estimular a proliferacdo celular e a
atividade da fosfatase alcalina nas células osteoblasticas, mas esse efeito sé foi
observado na dose de 10 J/cm?. Em contraste, o laser 780nm teve um efeito inibit6rio
na proliferacéo celular osteoblastica nas doses de 1,5 e 10 J/cm?.

Na presente pesquisa, quantidades elevadas de osteoblastos encontradas nos
grupos irradiados com LBP, podem ser justificadas, através da inducdo laser a
proliferagdo celular bioestimulando células multipotentes a se diferenciarem em
osteoblastos, produtores de matriz 0ssea. Estes resultados se assemelham aos
encontrados em outros estudos (OZAWA et al.,, 1998; COOMBE et al.,, 2001;
NASCIMENTO, 2003).

Nicolau e colaboradores (2003) utilizaram terapia laser de baixa poténcia (660nm
e 10 J/cm?) no reparo de defeito 6sseo no fémur de ratos irradiados com 2, 4, 6 e 8 dias
e sacrificados nos periodos de 5, 15 e 25 dias. Apés analise histomorfométrica os

autores concluiram que o laser estimulou a proliferagdo celular em todos os periodos,



induziu o aparecimento de células osteoblasticas e osteoclasticas, no entanto nao
alterou significativamente a micro arquitetura 6ssea.

Ozawa e colaboradores (1998) demonstraram um efeito positivo do LBP na
proliferacdo celular em cultura de osteoblastos utilizando laser AsGaAl (830nm), com
densidade de energia de 3,82 J/cm? e poténcia de 500mW. Segundo os autores, a
terapia estimulou a proliferacéo e diferenciacdo osteoblatica e incremento na formagéo
Ossea. Ainda em cultura de células de osteoblastos (derivada de células
mesénquimais) Dortbudak e colaboradores (2000) utilizando irradiacéo laser durante 3,
5 e 7 dias com laser GaAlAs (690nm), por 60 segundos, observaram que a irradiagcao
gerou efeitos bioestimulatorios com diferencas significativas.

De acordo com Lirani (2004), a andlise histomorfométrica mostrou que o tecido
6sseo tratado com TLB (AsGaAl, 780nm, 112,5 J/cm?, 30mW) por 12 dias apresentou
maior numero e superficie de osteoblastos e ostedide, indicando predominio de fase de
formacéo Ossea.

Criar formas de auxiliar a deposicdo 6ssea e minimizar as perdas é importante
em se tratando da osteoporose que €& um processo praticamente inevitavel do
envelhecimento. Os custos financeiros decorrentes das fraturas osteoporéticas tém sido
elevados para o pais, assim como 0s custos sociais. Urge a busca de solu¢cbes em
carater definitivo para este grave problema, que, embora ndo tenha solucdo imediata,
pode ser combatido em varias frentes e cujos resultados far-se-do sentir a médio e
longo prazo. Os estudos até o presente momento sdo animadores, pois, resultados
positivos tém sido obtidos no que tange a relacdo custo beneficio, principalmente no
caso de uma regido com dificuldades de consolidagao.

No que se refere a terapia laser de baixa poténcia é fundamental que se conheca
bem os principios basicos envolvidos além das técnicas de aplicacdo e da patologia a
ser tratada, pois, os efeitos e 0 mecanismo de acédo do laser sdo muito complexos e
pesquisas nesta area sdo ainda necessarias. A falta de informacéo e padronizacéo dos
procedimentos dificulta o entendimento e a comparacdo dos resultados entre os
trabalhos realizados na area. Entretanto, ndo ha duvida que o LBP facilita o processo

natural de remodelamento do organismo.



Baseado nos resultados encontrados neste estudo e nas demais literaturas
analisadas notou-se a falta de dados que comparem a TLB na proliferacdo celular,
producdo de osso neoformado e forca mecénica 0ssea em animais osteoporoticos,
utilizando de métodos quantitativos em diferentes periodos, além de um estudo que
busque formas de padronizar a utilizacdo de LBP em pesquisas cientifica.

Sabe-se que a osteoporose é responsavel por diversas alteracfes negativas
sobre a estrutura e o remodelamento 6sseo. Mesmo nestas condi¢cdes, os resultados
encontrados sugerem que a irradiacdo laser de baixa poténcia atuou na fase de reparo
0sseo, acelerando o processo inflamatdrio o que reduziu seu tempo, estimulou ainda a
proliferacdo de células responsaveis pela formacédo da matriz éssea, proporcionando
um calo 6sseo mais resistente, nestas condi¢des a terapia laser induziu a biomodulacéo

celular.



Concluséao

Conclui-se no modelo experimental estudado, que as Terapias Lasers de Baixa
Poténcia com comprimentos de onda de 808nm e 660nm foram eficazes na inducdo da
osteogénese.

A analise histolégica mostrou que os dois comprimentos de onda estudados
(808nm e 660nm) favoreceram o processo de proliferagdo celular (Osteoblastos,
Ostedcitos e Fibroblastos), atuando ainda na reducao do processo inflamatério. O Laser

Vermelho (660nm) mostrou-se mais eficaz para proliferacéo de fibroblastos.
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APENDICE

Tabela 1. Médias de densidade 6ssea utilizando Software Digora 1.51 com um intervalo
entre dx e dy = 2.102 no pré cirargico e ao 90 dias de pés cirdrgico de ratas

submetidas a ovariectomia

Amostra Pré-cirdrgico Pd&s-cirurgico - 90 dias
1 151,91 139,28
2 176,06 134,21
3 169,70 150,95
4 173,21 164,06
5 185,10 165,44
6 176,20 115,65
7 196,97 173,30
8 183,76 150,20
9 158,33 145,37
10 166,50 151,29
11 186,75 172,21
12 185,17 194,54
13 184,61 141,87
14 184,61 141,87
15 169,82 145,70
16 173,12 145,70
17 175,60 166,21
18 172,59 169,85
Média 176.10 153.80

Desvio Padrao 2.5 4.2
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Figura 3 Gréfico comparativo das meédias e desvio padrédo da leitura da densidade
Ossea utilizando Software Digora 1.51 com um intervalo entre dx e dy = 2.102 no pré-
cirdrgico e ao 90 dias de pos-cirargico de ratas submetidas a ovariectomia.  **
p<0,001 indica diferenca estatisticamente significativa utilizando teste t de student entre

a densidade 6ssea pré-cirurgica em relacdo a pos-cirurgica.



