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RESUMO

O objetivo deste estudo foi realizar uma avaliacdo histologica e
histomorfométrica do efeito da associacdo da terapia laser de baixa intensidade e o
enxerto 6sseo bovino organico Gen-ox® no reparo de defeitos 6sseos de fémures de
ratos Wistar albinus nas fases iniciais do processo de reparo. Cinquenta ratos foram
divididos em trés grupos de 25 fémures cada, da seguinte forma: grupo | (controle),
grupo Il (Gen-ox®) e grupo Ill (LLLT e Gen-ox®). Os animais do grupo Ill foram
irradiados, transcutaneamente, em quatro pontos ao redor do defeito a cada 48
horas. A primeira irradiagéao foi imediatamente apds o procedimento. Em cada ponto,
foi aplicada uma dose de 5 J/cm? (@~0,4; 70 mW) e a dose total por sessio foi de 20
Jicm?. Os animais foram sacrificados com overdose de anestésico geral 1, 3, 5, 7 e
15 dias ap6s a cirurgia. Para analise histolégica dos dias 1, 3 e 5, os espécimes
foram incluidos em parafina, feitos cortes seriados corados pela HE e analisados em
microscopia de luz. Para a analise histomorfométrica, a média do volume de 0sso
neoformado foi estimada pela captura digital (Axiovision®) de trés areas em cada
espécime nos dias 5, 7 e 15. Os valores histométricos foram analisados
estatisticamente pela andlise de variancia (ANOVA), com p < 0,05 e pelo teste post
hoc LSD. Os resultados mostraram que os espécimes do grupo Il apresentaram
maior concentracédo de fibras colagenas, intensa reacao no peridsteo celular oposto
ao defeito nos dias 3 e 5 quando comparados com os grupos | e Il. Foi observada
maior formacao éssea no grupo Ill em todos os periodos experimentais, com
diferenca estatisticamente significativa nos dias 5 e 15 quando comparado com 0s
grupos | e Il. Dentro dos parametros deste estudo, foi concluido que a LLLT
associada ao enxerto 6sseo bovino organico teve um efeito positivo no reparo de

defeitos 6sseos de ratos.

Descritores: Laser de baixa poténcia; regeneracao 6ssea; substitutos ésseos.



ABSTRACT

The aim of this study was to assess histologically and histometrically the
effect of the association of low level laser therapy and organic bovine bone graft
Gen-ox® on the repair of bone defects on the femur of Wistar albinus rats during the
early stages of bone repair. Fifty rats were divided in three groups of 25 femurs each,
as follow: group | (control), group Il (Gen-0x®) and group Il (Gen-ox® and LLLT). The
animals on group Il were irradiated transcutaneously at four points around the defect
every 48 h. The first irradiation was immediately after the procedure. At each point a
dose of 5 J/cm? was given (@~0.4, 70 mW) and the total dose per session was 20
J/icm?. The animals were killed by an overdose of general anesthetic 1, 3,5, 7 e 15
days after surgery. For histological assessment at days 1, 3 and 5, the specimens
were routinely processed by embedding in paraffin, serially cut and stained with H&E
and analyzed under light microscopy. For histomorphometric assessment, the mean
volume of the newly formed bone was estimated by digital capture (Axiovision®) of
three areas in each specimen at days 5, 7 and 15. Statistical analyses of the mean
values were performed using analysis of variance (ANOVA), with p < 0,05 and post
hoc LSD test. The results showed that the specimens of group Il presented a higher
concentration of collagen fibers, intense reaction in the periosteum cell opposite to
the defect at days 3 and 5 as compared to groups | and Il. It was observed an
increased bone formation in group Il in all experimental periods of time. These
results showed statistical significance at days 5 and 15 as compared to groups | and
II. Within the parameters of this study, it was concluded that LLLT associated to
organic bovine bone graft had a positive effect on the repair of bone defects of rats.

Descriptors: Low level laser; Bone regeneration; Bone substitutes.
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1 INTRODUCAO

Perdas ésseas significativas podem ocorrer em funcdo de acidentes,
extrac6es dentarias, e patologias como doencas periodontais, osteomielites, cistos
ou tumores. Dependendo da extensao, da localizacao e das caracteristicas da lesao,
o tecido 6sseo consegue regenerar-se. Porém, em defeitos 6sseos extensos, o
organismo repara o local apenas com um tecido fibroso que ndo é compativel com a
funcao do tecido 6sseo. SituacOes desta natureza dificultam a reabilitagao funcional
e estética dos pacientes. Na tentativa de reconstrucdo total ou parcial dessas
estruturas, foram desenvolvidas técnicas cirlrgicas que podem associar 0 uso de
enxertos ésseos, com o objetivo de recuperar o contorno anatdémico normal e
permitir a reabilitacdo oral funcional e fisiologica com o uso de implantes e/ou
proteses convencionais (KUBLER et al., 2004; MARINS et al., 2004; MISCH, 2000;
QUEIROZ et al., 2006; TAPETY et al., 2004).

Dentre os tipos de enxertos utilizados (autégeno, alégeno, xendgeno e
aloplastico) para a substituicdo ou preenchimento de falhas 6sseas, o enxerto dsseo
autégeno apresenta os resultados mais favoraveis. E considerado como o padrdo
ouro para reconstrucao de defeitos ésseos. Apresenta algumas vantagens biol6gicas
tais como n&o induzir rejeicdo, ndo ser imunogénico e apresentar caracteristicas
osteoindutora e osteocondutora. Porém, apresentam algumas desvantagens como
necessidade de intervencées em outros sitios cirargicos, quantidade de enxerto
limitada, maior morbidade e maior periodo de convalescenca (GRAZIANI et al.,
2004; KUBLER et al., 2004; TONG et al., 1998).

No intuito de superar estes problemas e as adversidades do enxerto
0sseo autégeno, foram desenvolvidos biomateriais para enxerto sob a forma de
blocos e particulas (MARINS et al.,, 2004). Dentre estes biomateriais pode-se
destacar o enxerto xendégeno, que apresenta como vantagens a quantidade ilimitada
de material, menor morbidade operatéria por ndo necessitar de um sitio doador e
caracteristicas osteoindutora e osteocondutora. E um biomaterial obtido de animais e
preparado por um processo quimico que remove parcialmente o material organico
deixando a porgao inorganica, composta de todos os minerais 6sseos naturais como

a hidroxiapatita, o carbonato e o fosfato. O crescimento 6sseo ocorre dentro das



cavidades, onde antes existia o material protéico, tendo como arcabouc¢o o tecido
mineral intacto (MISCH, 2000; QUEIROZ et al., 2006; TAPETY et al., 2004), o que é
favoravel nas reconstrucoes de defeitos ésseos (POLYZOIS et al., 2008).

Apesar das vantagens dos enxertos xendgenos, o processo de reparacao
ocorre de forma mais lenta (AL RUHAIMI, 2001; QUEIROZ et al., 2006), sendo
necessario um tempo maior de espera para utilizacdo da area enxertada com
implantes. Nesse sentido, tratamentos coadjuvantes como oxigenacao hiperbarica
(WEISS et al., 2000), estimulacao elétrica (WANG et al., 2003), ultra-som (LYON;
LIU; MEIER, 2003; OLIVEIRA et al., 2008), e irradiagdo laser sdo de grande
relevancia clinica, uma vez que permitem uma aceleragdo do processo de
reparacao, e possibilitam, assim, a reabilitacdo do paciente e seu retorno as
atividades sociais e profissionais mais rapidamente.

A utilizacdo da terapia laser de baixa intensidade (Low-level Laser
Therapy — LLLT) foi introduzida como forma terapéutica ha mais de duas décadas na
Odontologia com evidéncias do seu efeito biomodulador sobre o processo de
reparacao de tecido 6sseo (GERBI et al., 2008; HOSOKAWA et al., 2007; KNAPPE;
FRANK; RODHE, 2004; LIRANI; LAZARETTI-CASTRO, 2005; NISSAN et al., 2006;
SHIMIZU et al., 2007; SILVA; CAMILLI, 2006). Entretanto, a associagdo da LLLT
com enxertos para tratamentos de defeitos 6sseos é recente. Khadra et al. (2004a)
demonstraram que a agao da laserterapia sobre o reparo e a remineralizacao 6ssea
foi benéfica, promovendo formacao 6ssea nos defeitos esqueléticos. Também foi
demonstrado um resultado positivo na biomodulacdo do reparo 6sseo quando
associado com enxerto 6sseo autégeno (WEBER et al., 2006) e com biomaterial
bovino (GERBI et al., 2008; PINHEIRO et al., 2003). Uma agao favoravel na
estimulacao da osteogénese durante as fases iniciais do reparo ésseo foi observada
por Silva e Camilli (2006).

Frente ao exposto, verifica-se que a terapia a laser de baixa intensidade
apresenta bons resultados na biomodulacao do reparo ésseo. Entretanto, ha poucos
relatos de investigacbes sobre a associacdo da LLLT com biomateriais de enxerto,
particularmente nas fases iniciais do processo de reparacao. Desta forma, justifica-
se a realizacdo do presente estudo que se propde a avaliar, in vivo, o efeito da
terapia laser de baixa intensidade associada a enxerto ésseo liofilizado bovino nas
fases iniciais do processo de reparacao 6ssea em feridas de fémures de ratos.



2 FUNDAMENTOS TEORICOS

Para melhor compreensdao do tema proposto, este capitulo sera
subdividido em tépicos.

2.1 BASES BIOLOGICAS DO TECIDO OSSEO

O tecido 6sseo apresenta-se como um tecido conjuntivo altamente
especializado e mineralizado de origem mesenquimatosa, que se dispde formando
0S 0Ss0s, estruturas rigidas e resistentes, que compdéem o esqueleto. Ao constituir o
esqueleto, o suporte mecanico do organismo, o tecido ésseo, além de servir de
apoio para as contracoes dos musculos esqueléticos, transformando-as em
movimentos, proporciona protecao para as partes e 6rgaos moles. Todavia, 0s 0ss0s
sdao também reservatérios de calcio, fosfato e outros ions e sdo essenciais na
manutencao dos niveis desses elementos no sangue. Apesar do aspecto
aparentemente inerte, 0s 0ssos crescem, sdao remodelados e se mantém ativos
durante toda a vida do organismo. Quando lesados, como em fraturas, sédo capazes
de sofrer reparacao, fendmeno que demonstra sua permanente vitalidade (ANDIA;
CERRI; SPOLIDORO, 2006; KATCHBURIAN; ARANA, 1999).

Sua composicdo quimica é aproximadamente distribuida em 65% de
material inorganico. O principal sal inorganico constituinte do osso sé&o os cristais de
hidroxiapatita [Ca10(PO4)6(OH)2]. O material organico corresponde a 35%, sendo

responsavel pela estrutura de suporte para a deposicdo dos sais inorganicos. Do
peso seco, 90% correspondem a proteinas colagenosas, principalmente tipo I; o
restante € constituido de proteoglicanas e proteinas nao-colagenosas como
osteocalcina, osteopontina e osteonectina (ANDRADE et al., 2007; KATAGIRI;
TAKAHASHI, 2002; SCHENK, 1996).

O tecido 6sseo pode ser dividido em aspectos morfoldgicos e histolégicos.
Quanto aos aspectos morfolégicos pode ser dividido macroscopicamente, em

compacto, na regido mais periférica do 0sso, € em esponjoso ou trabecular que



consiste em rede de trabéculas contendo espagos intercomunicantes que abrigam a
medula 6ssea. Microscopicamente, o tecido maduro apresenta lamelas, camadas de
fibras colagenas, principalmente tipo |, mineralizadas de forma paralela ou
concéntrica ao redor de vasos sanglineos formando o sistema harvesiano (ANDIA;
CERRI; SPOLIDORO, 2006; RHO; KUHN-SPEARING; ZIOUPQOS, 1998). Além do
sistema harvesiano, o tecido 6sseo apresenta dois componentes microscopicos
basicos, células e matriz 6ssea, sobre a qual se deposita a parte mineral. As células
sao osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos (ANDIA; CERRI; SPOLIDORO, 2006;
ANDRADE et al., 2007; KATAGIRI; TAKAHASHI, 2002;).

Os osteoblastos sédo células completamente diferenciadas derivadas de
células osteoprogenitoras. Sua diferenciacao e desenvolvimento sdo dependentes
da liberagdo das proteinas 6sseas morfogenéticas (BMPs — Bone Morphogenetic
Protein) e fatores de crescimento, como fator de crescimento de insulina (IGF —
Insulin-like Growth Factor), fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF —
Platelet-Derived Growth Factor) e fator de crescimento de fibroblastos (FGF —
Fibroblast Growth Factor) (ANDRADE et al., 2007). Os osteoblastos apresentam
caracteristicas de células produtoras de proteinas e secretoras com abundante
quantidade de reticulo endoplasmatico e complexo de Golgi. Estas células secretam
proteinas colagenosas e nao colagenosas encontradas na matriz 6ssea. Estes
componentes interagem entre si e organizam-se fornecendo um arcabouco que
permite a deposicdo de sais minerais, além de algumas destas moléculas atuarem
diretamente na mineralizacado (ANDIA; CERRI; SPOLIDORO, 2006).

Os ostedcitos sao osteoblastos em estagio final de diferenciacao que
ficaram aprisionados na matriz 6ssea secretada; mostram diminuicdo gradativa da
quantidade de organelas de sintese e secrecdo como o reticulo endoplasmatico
rugoso e complexo de Golgi, caracterizando pobre atividade metabdlica, porém
indispensavel para a manutengdo da homeostase Ossea. Possuem diversos
prolongamentos citoplasmaticos situados no interior dos canaliculos 6sseos que se
estendem em direcao a outros ostedcitos e osteoblastos e células de revestimento.
Estabelecem juncbes, tipo gap, entre as células, por onde estas irao receber
nutrientes e informacgdes sistémicas (ANDIA; CERRI; SPOLIDORO, 2006). Esse
arranjo permite aos ostedcitos participar da regulacdo da homeostasia do calcio
sanglineo, perceber a carga mecanica e transmitir essa informacado as outras
células dentro do osso (ANDRADE et al., 2007).



Os osteoclastos sdo células gigantes multinucleadas responsaveis pela
reabsorcdo da matriz 6ssea, promovendo no tecido metabolicamente mais antigo
escavacoes denominadas lacunas de Howship. Adjacentes a superficie éssea, os
osteoclastos apresentam invaginagcées formando uma borda de escova.
Circundando essa area existe uma zona citoplasmatica que se assemelha a uma
faixa denominada zona clara desprovida de organelas e rica em actina e miosina.
Esse é o local responsavel pela adesao dos osteoclastos a matriz éssea, criando um
ambiente fechado onde serao liberadas enzimas proteoliticas, colagenases e outras
hidrolases, e prétons, tornando o local acido e favorecendo a dissolucao de cristais
de sais de calcio (ANDIA; CERRI; SPOLIDORO, 2006; JUNQUEIRA; CARNEIRO;
1999; SCHENK, 1996). Diferentemente dos osteoblastos que tém origem em células
osteoprogenitoras, 0s osteoclastos originam-se do sistema fagocitario mononuclear
(ANDRADE et al., 2007).

A matriz éssea é constituida por uma parte organica formada por
proteinas colagenosas, colageno tipo I, formando o tecido chamado de ostedide, e
proteinas ndo colagenosas como: osteocalcina, que promove a ligagdo dos ions
célcio promovendo a mineralizagdo; osteopontina, que tem importancia na adesao
dos osteoclastos e osteoblastos na matriz 6ssea; e osteonectina, que esta
relacionada a mineralizacéo, porém sua funcao nao esta bem definida (ANDRADE et
al., 2007). Além das proteinas colagenosas e nao colagenosas ha também as
proteoglicanas e gliocoproteinas adesivas e uma porcéao inorganica formada por ions
de fosfato e célcio que irdo constituir a hidroxiapatita e em menor quantidade
bicarbonato, magnésio, potassio, sodio e citrato. O fosfato e o célcio formam cristais
de hidroxiapatita, que associados as fibras colagenas, fornecem a resisténcia e
dureza caracteristicas do tecido 6ésseo. Um importante grupo de glicoproteinas da
matriz éssea sdo as proteinas 6sseas morfogenéticas, responsaveis pela inducéao
Ossea. Existem mais de 20 BMPs com diferencas entre elas na capacidade de
induzir a osteogénese, sendo que as BMPs 2, 6 e 9 apresentam o maior potencial na
inducao da diferenciagdo osteoblastica a partir de células osteoprogenitoras (ANDIA;
CERRI; SPOLIDORO, 2006).

Quanto ao aspecto histolégico, segundo Junqueira e Carneiro (1999), o
tecido 6sseo pode ser dividido em tecido 6sseo primario (imaturo, trabecular ou
embrionario) ou em tecido 6sseo secundario (maduro ou lamelar). Apesar de ambos



apresentarem as mesmas células e os mesmos constituintes da matriz 6ssea
existem diferentes organizagdes tridimensionais de suas fibras colagenas.

O tecido 6sseo primario aparece no inicio da formagcdo da estrutura
o0ssea. No adulto é pouco freqliente persistindo apenas préximo as suturas dos
0ssos do cranio, nos alvéolos dentarios, em alguns pontos de insercéo de tenddes,
nos reparos 0sseos, no inicio da consolidacdo de fraturas e em condicoes
patolégicas como doenca de Paget, osteodistrofia, hipeparatireoidismo e tumores
0sseos. A matriz 6ssea neste estagio apresenta fibras colagenas dispostas em
varias direcoes, sem organizacao definida, pouco mineralizada e com grande
namero de ostedcitos irregularmente distribuidos no interior das trabéculas ésseas
neo-formadas (ANDIA; CERRI; SPOLIDORO, 2006; JUNQUEIRA; CARNEIRO,
1999; SCHENK, 1996).

O tecido 6sseo secundario é a variedade normalmente encontrada nos
adultos, que gradativamente substitui o tecido désseo primario pela deposicao
gradual de estratos ou camadas de matriz, que o transformam da forma trabecular
para lamelar. Como caracteristica principal as fibras colagenas sédo organizadas em
lamelas de 3 a 7um de espessura, em camadas concéntricas em torno de um canal
central denominado canal de Havers, por onde correm vasos sanguineos e nervos.
Em cada lamela as fibras colagenas estdo paralelas umas as outras. Separando
grupos de lamelas, ocorre freqiientemente o acumulo de uma substancia cimentante
que é formada por uma matriz mineralizada com muito pouco colageno. Os canais
medulares de Havers comunicam-se entre si com a cavidade medular, e com a parte
externa do o0sso por canais transversais ou obliquos, os canais de Volkmann
(ANDIA; CERRI; SPOLIDORO, 2006; JUNQUEIRA; CARNEIRO,1999; SCHENK,
1996).

2.2 REPARACAO OSSEA

Reparacao € a capacidade que os tecidos apresentam de repor as suas
estruturas lesadas. Um tecido lesado pode ser reparado segundo dois processos
distintos, denominados regeneracgao e cicatrizacdo. Regeneracao é a reposicao das

estruturas lesadas por células com morfofuncionalidade semelhante aquela que



anteriormente existia. Cicatrizacdo, por sua vez, é a reposicdo das estruturas
lesadas por um tecido conjuntivo fibroso, chamado de tecido cicatricial
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999; SCHENK, 1996).

O tecido 6sseo exibe um potencial de regeneracdo surpreendente e
restaura sua estrutura original e suas propriedades mecanicas, porém com certos
limites e possibilidade de falhas, caso determinadas condicbes ndo sejam
observadas. Alguns fatores que impedem ou dificultam o reparo 6sseo sao: falha de
vascularizacdo, instabilidade mecénica, defeitos de grandes volumes, infeccdes
como osteomielites e tecidos competidores com alta atividade de proliferacao
(ALMEIDA et al., 2006; SCHENK, 1996).

A reparacao 6ssea é semelhante em pequenas ou grandes injurias e em
fraturas 6sseas ou defeitos cirdrgicos. Quando o tecido ésseo é lesado, o peridsteo,
vasos na cortical, medula e tecidos circundantes sdo rompidos. Ocorre um
sangramento oriundo das margens do tecido ésseo lesado e dos tecidos moles
vizinhos, formando um hematoma ou coagulo sangtiineo dentro do canal medular,
entre as extremidades da fratura 6ssea e o periésteo. Simultaneamente a formacao
do codagulo, o tecido imediatamente adjacente a fratura necrosa e estimula intensa
resposta inflamatéria caracterizada por vasodilatacdo, exsudacdo do plasma,
leucécitos e células mesenquimais. Por volta do terceiro ao quinto dia, o peridsteo e
o enddsteo apresentam uma intensa proliferacdo de células osteogénicas. Esse
processo evolui de modo a aparecer, apds algum tempo, o calo 6sseo o qual é
constituido por tecido ésseo imaturo, que se formou de modo desordenado,
caracterizado por arranjo irregular dos ostedcitos e orientacao irregular das fibras
colagenas. Com o prosseguimento do processo de reparacao, ocorre a remodelacao
0ssea, na qual o calo torna-se desnecessario, sendo reabsorvido. As trabéculas sao
formadas e orientadas ao longo de linhas de esforcos tornando-se funcionais
(ANDIA; CERRI; SPOLIDORO, 2006; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999; SCHENK,
1996). A velocidade deste processo depende de alguns fatores locais e sistémicos
como o tipo de tecido 6sseo a ser reparado (cortical ou esponjoso), presenca de
infeccdo, hemorragias, imobilizacao local, idade e alteragdes nutricionais (AMADEI
et al., 2006; TAPETY et al., 2004) e hormonais (MORAES et al., 2005).

Tapety et al. (2004) realizaram um estudo para avaliar o comportamento
osteogénico das células durante a cronologia de regeneracdo 6ssea nos estagios
iniciais. Foram utilizados no estudo fémures de 12 ratos com defeitos de 1,4mm de



didmetro divididos em dois grupos. No grupo controle foi realizado somente o defeito
0sseo e no grupo experimental foi realizado defeito 6sseo que foi tratado com
enxerto 6sseo bovino liofilizado. A anélise imunohistoquimica foi realizada com 1, 3,
5, 7, 14 dias apds o ato cirdrgico. Nos estagios iniciais, houve migracao de células
osteogénicas e de fosfatase alcalina. No quinto dia nova formacéao éssea em ambos
os grupos. Nos estagios mais tardios da regeneracdo, 7 e 14 dias, os osteoclastos
apresentaram atividade predominante no metabolismo 6sseo, 0 que sugere a
remodelacdo 6ssea. Em conclusdo, os autores sugeriram que o volume final da
regeneracao depende de varios fatores, os quais incluem tamanho do defeito,
presenca de inflamacéo e idade do paciente.

Segundo Schell et al. (2006), a regeneracao éssea € um processo
complexo que envolve quatro fases: inflamagéao, calo 6sseo imaturo, calo ésseo duro
e remodelacédo. No local do defeito ésseo, os ostedcitos que ali estdo morrem por
falta de nutrientes, ja que o suprimento sanglineo ali encontrado foi rompido. No
local destes ostedcitos, havera lacunas Oésseas que serdo posteriormente
preenchidas pelos osteoblastos que depositardo novo tecido 6sseo. Este tecido sera
posteriormente remodelado pela acdo dos osteoclastos. Durante o reparo 6sseo
ocorrem dois picos de acdo dos osteoclastos. O primeiro ocorre durante a fase
inflamatéria, na qual é necesséaria a remocao do tecido 6sseo necrotico; o segundo
pico ocorre durante a fase de remodelacao correspondente a reabsorcao do tecido

6sseo em excesso do calo 6sseo.

2.3 ENXERTOS OSSEOS

Perdas ésseas alveolares significativas podem ocorrer em fungdo de
acidentes, perdas dentarias por extracoes, e patologias como doenca periodontal,
cistos ou tumores. Dependendo da extensao, da localizacao e das caracteristicas da
lesdo, o organismo consegue regenerar o tecido 6sseo. Entretanto, em defeitos
0sseos extensos, 0 organismo consegue apenas reparar o local com um tecido
fibroso que ndao é compativel com a funcdo do tecido ésseo (MISCH, 2000). Ao
longo dos ultimos anos, varios procedimentos cirdrgicos utilizando enxertos com

0sso biolégico ou sintético foram desenvolvidos para o tratamento destes defeitos,



na tentativa de promover regeneracdo de um novo tecido 6sseo que tenha
caracteristicas morfolégicas e funcionais semelhantes as do tecido original. No
intuito de superar os problemas causados por defeitos 6sseos extensos, diversos
laboratérios desenvolveram varios biomateriais para enxerto ésseo sob a forma de
blocos e particulas (MARINS et al., 2004).

O critério para a selecdo do material para enxerto € determinado pelas
seguintes caracteristicas: capacidade de producdo 6ssea por proliferacao celular
através de osteoblastos transplantados ou por osteocondugcdo de células da
superficie do enxerto, capacidade de produzir osso por osteoinducao de células
osteoprogenitoras, capacidade do osso inicialmente formado de se transformar em
0sso medular maduro, manutengdo do osso maduro ao longo do tempo sem perda
apos entrar em fungcado, capacidade para estabilizar implantes quando colocados
simultaneamente com enxerto, baixa taxa de infeccdo, facil acesso, baixa
antigenicidade e alto nivel de confiabilidade (SPIEKERMANN et al., 2000).

Dentre os materiais de opcédo para a realizacdo do enxerto incluem-se:
enxerto autdgeno, o enxerto aldégeno, enxerto aloplastico e enxerto xenégeno.

O enxerto autégeno pode ser obtido de areas extrabucais como 0 0sso
iliaco e a calota craniana, e de areas intrabucais como o tuber, 0 mento e a regiao
retromolar. O osso autdgeno é aquele que apresenta o padrdo mais préximo do ideal
para a reconstrucao de defeitos 6sseos (BECKTOR et al., 2008; GRAZIANI et al.,
2004; KUBLER et al., 2004; TONG et al., 1998).

Um aloenxerto € um tecido 6sseo transplantado, da mesma espécie que o
receptor, porém de genoétipo diferente. O tecido ésseo é obtido de cadaveres,
processado e, entdo, armazenado sob varias formas e tamanhos. O substrato
organico remanescente contém a proteina morfogenética que atua nas células
mesenquimais indiferenciadas da regido vizinha a area receptora do enxerto e induz
diferenciacdo de osteoblastos com posterior formacdo de tecido ésseo por
osteoinducdo. Os principais tipos de aloenxerto sdo o0s enxertos alégenos
mineralizados (FDBA — Freeze Dried Bone Allograffy e os enxertos alégenos
desmineralizados liofilizados (DFDBA — Decalcified Freeze Dried Bone Allografi)
(MISCH, 2000).

Os enxertos aloplasticos sao as ceramicas biocompatives como a de coral
natural, fosfato de calcio e hidroxiapatita sintética, vidros bioativos e polimeros. Os
derivados inorganicos sintéticos, como a hidroxiapatita e fosfato tricalcio, tém



recebido grande atencdo como materiais de preenchimento, espacadores e
substitutos para os enxertos 6sseos, principalmente devido a sua biocompatibilidade,
bioatividade e caracteristicas de osteocondugdo em relacdo ao tecido hospedeiro
(MIRANDA et al., 2005; MISCH, 2000).

O enxerto xendgeno € obtido dos animais e € preparado por um processo
quimico que remove todo o material organico e deixa apenas a porgao inorganica,
composta de todos os minerais 6sseos naturais, hidroxiapatita, carbonato e fosfato.
Atua como um material osteocondutor, ou seja, o crescimento ésseo ocorre dentro
das cavidades onde antes existia o material protéico, tendo como arcabouco o tecido
mineral intacto (MISCH, 2000).

Em 2007, Habibovic e Groot constataram que, mediante a melhoria da
qualidade de vida e, consequentemente, o aumento da expectativa de vida da
populacdo, a utilizacdo de enxertos O6sseos tem crescido significativamente. A
necessidade de desenvolvimento de novos materiais também foi mencionada, pois,
embora os enxertos autdégenos tenham sucesso clinicamente comprovado, eles
trazem consigo alguns inconvenientes ao uso, além da limitada disponibilidade,
como a necessidade de intervengédo suplementar, aumento da duracdo da cirurgia e
do risco de infecgdes, dor e desconforto no local doador. Em seu estudo de revisdo
de literatura, no qual deram énfase aos biomateriais osteoindutores, os autores
concluiram que estes tém ampla disponibilidade, ndo causam reag¢des imunolbgicas
e tém o mesmo desempenho biolégico dos enxertos autdgenos. Dentro de suas
propriedades intrinsecas, foi citada a inducédo de crescimento de 0sso ectopico, ou

seja, em ambiente ndo-6sseo.

2.3.1 Enxerto 6sseo bovino liofilizado

Um dos dilemas da Implantodontia e da Cirurgia Buco-Maxilo-Facial é a
questdo sobre como tratar lesdes dsseas extensas acompanhadas da perda do
tecido duro. Durante os ultimos anos, varios biomateriais foram desenvolvidos a
partir de osso bovino, com caracteristicas quimicas semelhantes aos dos 0ssos
humanos, para 0 uso em cirurgias ortopédicas e orais como uma alternativa ao

enxerto autégeno. Comercialmente, materiais de enxerto ésseo de origem bovina



diferem de acordo com a sua composi¢cao, organica ou inorganica, e apresentacao
fisica, sob a forma de particulas ou blocos (MARINS et al., 2004).

Spiekermann et al., em 2000, realizaram um estudo histolégico e
histomorfométrico com o objetivo de avaliar a formacao éssea proveniente de um
enxerto xenégeno (Bio-Oss®) em cirurgias de levantamento de seio maxilar. Este
estudo envolveu um total de 15 procedimentos em 11 pacientes, com média de
idade de 49,6 anos, seguindo a técnica descrita por Tatum, em 1986. As cavidades
sinusais subantral foram preenchidas com a combinacdo de Bio-Oss® e sangue
venoso. Apos a fase de cicatrizacdo com média de 6,8 meses, 22 bidpsias 6sseas
foram realizadas com trefinas nas areas enxertadas. As anélises histomorfométricas
apresentaram uma média de 14,7% de osso neoformado e material residual de
enxerto em 29,7%. Histologicamente ficou evidente a neoformacao éssea podendo
ser comprovada pelas particulas de apatita formando pontes do trabeculado ésseo e
as particulas do material de enxerto.

Al Ruhaimi (2001) avaliou o potencial osteogénico de trés polimeros
sintéticos: HTR (Bioplant, Norwalk, CT) que € uma resina nao reabsorvida de
polimetil-metilmetacrilato com uma camada de hidroxido de calcio; BOP (Tech
International SA, Bélgica) polimero reabsorvido composto de metil-metacrilato e
biogran (Implant Innovations); e vidro bioativo. Avaliou também trés hidroxiapatitas
de origem diferentes: hidroxiapatita derivada de osso bovino, Laddec; hidroxiapatita
natural, porém derivada de osso humano, Dembone; e uma hidroxiapatita sintética,
Osteograf. Foram utilizados 28 coelhos, 24 para o grupo experimental e quatro para
o controle. Foram confeccionados defeitos de 5mm de didmetro por 8mm de
profundidade nas epifises mediais de ambas as tibias. No grupo experimental, os
defeitos foram preenchidos com os materiais designados, sendo oito defeitos para
cada material. No grupo controle os defeitos foram deixados sem preenchimento. Os
animais foram sacrificados ap6s oito semanas e as pecas coletadas. Metade dos
espécimes foi descalcificada para analise histolégica e a outra metade preparada
para analise em microscopia eletrénica de varredura. O Laddec apresentou o melhor
potencial osteogénico seguido pelo Biogran e Osteograf, respectivamente. O menor
potencial osteogénico foi demonstrado pelos HTR e BOP e nao houve formacéao de
novo 0sso com o uso do Dembone.

Stavropoulos et al. (2003) avaliaram a formacdo é6ssea a partir da
regeneracao tecidual guiada entre o Bio-Oss® e o Biogran® com o uso de membrana



em um modelo animal. Foram utilizados neste estudo 18 ratos divididos em trés
grupos de seis animais. Os animais receberam uma membrana em forma de cupula
de teflon com 6mm de diametro na qual foi acrescentado Bio-Oss® no grupo teste 1
e Biogran® no grupo teste 2. O estudo incluiu ainda um grupo controle, no qual ndo
houve acréscimo de material de enxerto na cupula. Apés um ano, os animais foram
sacrificados e o exame histolégico foi realizado nas areas de o0sso neoformado,
avaliando-se o volume de osso recém-formado e a presenca de particulas de
enxerto e tecido conjuntivo no espaco criado pela cupula. Os autores relataram que
no grupo teste 1 (Bio-Oss®) havia presenca de particulas de enxerto incorporada ao
novo tecido 6sseo formado. O exame histolégico revelou abundante formacao 6ssea
no grupo controle (88,2% da cupula de teflon), enquanto que nos grupos testes 1 e 2
foi observada formacao dssea de 23,1% e 12,6%, respectivamente. No grupo
controle, o tecido neoformado apresentava continuidade com o tecido 6sseo ao
redor, sendo constituido de espacos medulares maduros. Nos grupos testes, Bio-
Oss® e Biogran®, o tecido neoformado também apresentou continuidade com o
tecido 6sseo e as particulas do enxerto estavam totalmente incorporadas. O tecido
0sseo neoformado encontrava-se na porgdo mais inferior da cupula, e as particulas
do enxerto encontravam-se no meio de um tecido conjuntivo fibroso. Os autores
concluiram que o uso de Bio-Oss® e Biogran® abaixo de membrana oclusiva nio
apresenta vantagens. Porém, como suplemento para regeneragao tecidual guiada
pode ser vantajoso em uma situagao clinica envolvendo o risco de colapso de
membrana.

Tapety et al. (2004) realizaram um estudo com o intuito de analisar a
resposta das células frente ao enxerto ésseo bovino, Bio-Oss® (Geistlich-Pharma,
Wolhunsen) em defeitos 6sseos em fémur de ratos, analisando a cronologia dos
eventos celulares durante as fases iniciais de regeneragao 6ssea. Trinta e dois ratos
Wistar com 12 semanas e peso variando entre 400 e 4509 foram divididos em dois
grupos. No grupo experimental, nos fémures direitos foram enxertadas particulas de
Bio-Oss®, enquanto que os fémures esquerdos foram utilizados como grupo
controle. Em ambos os grupos foram feitos defeitos 6sseos com diametro de 1,4mm.
Os fémures foram avaliados imunohistoquimicamente com 1, 3, 5, 7 e 14 dias ap6s o
ato cirargico. No primeiro dia, foi observada a migracao osteogénica para o interior
das cavidades tanto no grupo controle quanto no experimental. No terceiro dia,

imunohistoquimicamente, foi observada a migracao de fosfatase alcalina para as



cavidades do grupo experimental. No quinto dia, foi reconhecida nova formacao
0ssea nas cavidades dos dois grupos. No grupo experimental, foi observada uma
fina camada de matriz 6ssea cobrindo o material de enxerto, Bio-Oss®. Com 7 e 14
dias, as cavidades do grupo controle e experimental apresentavam-se ocupadas por
tecido 6sseo e acompanhada de diferenciacdo de osteoblastos. Os autores
concluiram que o Bio-Oss® representa uma excelente opgao de material de enxerto
promovendo atividade osteoblastica nas fases iniciais de regeneracao 6ssea.
Queiroz et al. (2006) realizaram uma analise histoldgica do processo de
reparo 0sseo em cranios de coelhos submetidos a enxerto de osso liofilizado
(BIOGRAFT, FOB-USP, Bauru — SP) e membrana de osso bovino (BIOPLATE-FOB-
USP) tendo como controle o lado contra-lateral onde nao foram utilizados osso e
membrana. Em 30 animais, sob anestesia geral, foram confeccionados dois defeitos
0sseos de 6mm no osso parietal por meio de uma trefina. Os defeitos 6sseos, entao,
foram divididos em quatro grupos iguais de 15 defeitos da seguinte forma: grupo 1 —
defeito 6sseo sem enxerto e membrana; grupo 2 — defeito ésseo e enxerto; grupo 3
— defeito 6sseo, enxerto e membrana; e grupo 4 — defeito 6sseo e membrana. Esses
animais foram sacrificados com 15, 30 e 60 dias. Em cada periodo de tempo, 10
animais foram sacrificados. Os fragmentos 6sseos foram processados e analisados
sob microscopia de luz e micrografias foram realizadas. Com 15 dias, no grupo 1,
nao foi observada presenca de processo inflamatoério, enquanto que nos grupos 2 e
3, as particulas do enxerto encontravam-se cercadas por tecido conjuntivo fibroso
com a presenca de processo inflamatoério crénico caracterizado pela presenca de
macréfagos e células gigantes. No grupo 4, os espacos foram preenchidos por
tecido conjuntivo fibroso com a membrana apresentando sinais de reabsorcao e
cercada por infiltrado inflamatério crénico. Com 30 dias, a cavidade do grupo 1 foi
preenchida com tecido conjuntivo fibroso e teve as bordas da cavidade remodeladas
com significativa neo-formacao 6ssea. No grupo 2, fragmentos de osso liofilizado
foram visualizados em intenso processo de reabsorcdao. O grupo 3 apresentou o
centro da cavidade com poucos fragmentos de enxerto sendo a maioria reabsorvida
e com tecido 6sseo neoformado associado; a membrana foi quase totalmente
reabsorvida e associada com infiltrado inflamatério crénico. No grupo 4, foi
observado osso neoformado nas bordas das cavidades preenchidas com tecido
conjuntivo fibroso e presenca de infiltrado inflamatério crébnico. A membrana

apresentava altas taxas de reabsorcdo. No final do experimento, com 60 dias, 0



grupo 1 apresentou as bordas das cavidades remodeladas com formacao 6ssea,
porém sem fechamento completo das cavidades e com tecido conjuntivo denso no
interior. No grupo 2, houve intensa neoformacgao éssea nas bordas da cavidade com
a presenca de ilhas 6sseas imaturas no centro. No grupo 3, as bordas das cavidades
mostraram significativa neoformacéo e remodelagdo com as cavidades preenchidas
com tecido 6sseo neoformado e tecido conjuntivo denso. No grupo 4, as bordas das
cavidades foram remodeladas e o 0sso neoformado estava presente dentro das
cavidades em pequenas quantidades quando comparadas com 0s grupos 2 e 3. A
membrana foi totalmente reabsorvida. De acordo com os resultados o uso da
membrana cobrindo o defeito 6sseo pode agir como uma barreira contra a migracéo
de células adjacentes ao tecido conjuntivo criando espago favoravel para a
angiogénese e neoformacdo 6ssea. Porém ndo houve formagao 6ssea suficiente
quando foi utilizada apenas a membrana. Com isso, a combinagdo com 0sso bovino,
impedindo o colapso da membrana, e uma membrana, agindo contra a migracao de
células adjacentes ao tecido conjuntivo, resultou em aumento do efeito osteogénico.

Calixto et al. (2007) realizaram um estudo histomorfométrico em ratos
para avaliar o reparo 6sseo alveolar de extracdes dentarias apds o tratamento com
enxerto ésseo. Foram realizados extracdes dos incisivos superiores direitos dos
animais. Os alvéolos foram tratados com enxerto dsseo bovino (Gen-Ox®, Baumer,
Sao Paulo, Brasil) ou com biomaterial a base de vidro bioativo (PerioGlass®,
USBiomaterials Corp., Jacksonville Beach, Fl, Estados Unidos). No grupo controle
somente foi realizado a extracdo dentaria. Os animais divididos de acordo com a
época de sacrificio, 1, 2, 3 e 9 semanas pds-operatorias, e o tratamento realizado.
Os grupos de 1 e 3 semanas foram constituidos de 5 animais cada, nos quais foram
realizadas analises histolégicas. Os grupos de 2 e 9 semanas foram constituidos por
10 animais, nos quais foram realizadas analises histologica e histomorfométrica. Os
grupos apresentaram resultados semelhantes com intensa resposta inflamatéria,
reacdo de corpo estranho, atraso na formacao Ossea, e deposicdo de fibras
colagenas ao redor dos biomateriais. Com nove semanas foram observadas
reabsorcdo de algumas particulas de enxerto. Histomorfometricamente foram
observadas diferencas estatisticas entre os grupos avaliados. Nos dois tempos
avaliados, 2 e 9 semanas o grupo controle apresentou maior neoformagao 6ssea
quando comparado aos grupos experimentais. Entretanto o padrao de neoformacéao
0ssea, entre 0s grupos experimentais, foi diferente nos dois tempos avaliados. Com



duas semanas o grupo enxertado com 0sso bovino liofilizado apresentou menor
formacéao 6ssea quando comparado ao grupo tratado com vidro bioativo. Porém com
nove semanas a quantidade de tecido 6sseo neoformado no grupo enxertado com
0sso bovino liofilizado foi maior que no grupo tratado com vidro bioativo. Frente a
esses resultados os autores concluiram que os dois biomateriais, enxerto ésseo
bovino e vidro bioativo, quando usados para a neoformacdo déssea de defeitos
alveolares apds extracbes de dentarias em ratos, provocam atraso nas fases de

neoformacéao éssea.

2.4 LASERTERAPIA NA REPARACAO OSSEA

O uso da biomodulacédo a laser na area da saude e na biologia esta
crescendo com 0s avancos das pesquisas e com a melhora substancial da
habilidade dos clinicos quanto ao seu uso. Evidéncias permitem concluir que o laser
de baixa intensidade pode influenciar no comportamento de muitos tipos de células,
e efeitos multiplos podem ocorrer simultaneamente (REDDY, 2003). Embora a
aceleracao da regeneragdo éssea pelo laser seja largamente relatada, o seu
mecanismo de acao ainda é obscuro (OZAWA et al., 1998).

Cafalli et al. (1993) realizaram um estudo experimental sobre os efeitos
da irradiacao laser de baixa intensidade na regeneracdo osteocartilaginea em
joelhos de coelho. Apds a execucdao de lesGes na cartilagem articular e 0sso
subcondral dos joelhos, os animais foram sacrificados aos 15, 30, 45 e 60 dias de
pods-operatoério, sendo realizado nesta oportunidade, estudo histolégico. Tanto a area
correspondente a lesdo produzida, como a cartilagem articular localizada na sua
periferia, foram submetidas a aplicacdo da radiacédo infravermelha de um laser de
baixa intensidade de HeNe com poténcia de 4J e comprimento de onda de 920nm,
mediante trés pulsos de 30 segundos. A caneta de aplicacdo foi mantida a uma
distancia de aproximadamente 4,0 cm da lesdo. Os resultados mostraram que nao
houve qualquer reacdo de regeneracao articular e que aos 60 dias de evolucéo a
cartilagem danificada foi totalmente substituida por tecido conjuntivo de natureza
cicatricial. Quanto a lesdo do osso subcondral, observou-se evolucdo com formacao
de calo 6sseo tipico, que, entretanto, demonstrou velocidade de aparecimento mais



rapida e com maior intensidade nos espécimes irradiados em relacdo aos nao-
irradiados.

Em um estudo piloto realizado em 1994, Gordjestani, Dermaut e Thierens
relacionaram o laser infravermelho de arseneto de galio (GaAs, 904nm, 33,3mW/cm?
e 20J/cm?) e o metabolismo ésseo. Defeitos dsseos circulares de 2,7mm foram
criados no 0sso parietal de seis ratos subdivididos em dois grupos com trés animais:
0 grupo experimental, no qual a radiacao infravermelha foi aplicada diariamente no
defeito esquerdo por 15 dias; e o grupo controle, que nao recebeu radiacao. Apos 28
dias, o reparo 6sseo foi avaliado por meio de cintilografia e foi possivel constatar que
nao houve diferenca na atividade metabdlica do osso entre o grupo tratado com
laser e o grupo controle.

Barushka, Yaakobi e Oron (1995) discutiram os efeitos do laser de baixa
intensidade de HeNe no processo de reparo ésseo em tibia de ratos apds realizacéo
de defeitos padronizados. Foram realizadas avaliacbes histomorfométricas,
bioquimicas e quantitativas. A atividade da fosfatase alcalina e o acumulo de calcio
foram bioquimicamente mensurados. A avaliacdo histoldégica revelou um
preenchimento com tecido ésseo do local de ferimento em seis dias apds a cirurgia,
e um enchimento progressivo da abertura do ferimento por ossificagdo membranosa.
A aplicacao do laser de HeNe alterou as populacbes de osteoblastos e osteoclastos
como reflexo do aumento da atividade enzimatica da fosfatase alcalina, em
comparacdo ao grupo nao-irradiado. A analise histomorfométrica revelou um
acumulo mais rapido de osso reparador no local da ferida no grupo irradiado do que
no grupo controle, sendo que nesse ultimo grupo, o volume de o0sso trabecular
diminuiu mais lentamente do que no grupo irradiado. Como conclusao, os autores
mencionaram que a aplicacao do laser de HeNe com tempo, energia e freqiéncia
apropriados, provavelmente afeta a populacdo de osteoblastos e osteoclastos no
local da ferida, principalmente como resultado de alteragdes na atividade enzimatica
da fosfatase alcalina.

David et al. (1996) investigaram o efeito radiol6gico, biomecanico e
histolégico da radiacao laser de HeNe na reparagdao de fraturas em modelos
animais. Eles utilizaram 62 ratos pesando entre 225 e 300g. Os animais foram
submetidos a osteotomia na superficie anterior da tibia e posterior fixagao interna
das areas osteomizadas com fios intramedulares. O pé direito de cada animal teve o

local osteomizado irradiado transcutaneamente por varredura com o laser de HeNe



(sentido horario, 10mW, 632,8nm) por duas a seis semanas, enquanto que o pé
esquerdo nao foi irradiado. Os animais foram divididos em trés grupos de acordo
com o tempo de sacrificio (14, 21 e 28 dias). Cada grupo foi subdividido em mais
trés subgrupos de acordo com a dose de irradiacdo: controle, 2J/cm? e 4J/cm?.
Depois de sacrificados, os animais tiveram as tibias submetidas a exame
radiografico, teste de forca mecanica e histologica. Os exames radiolégicos e
histol6gicos ndo mostraram nenhum efeito destacado da radiagao laser de HeNe no
processo de reparacao 6ssea. Entretanto, biomecanicamente, os ossos irradiados
de dois dos seis grupos experimentais eram significativamente mais fracos que os
controles. Assim, os autores concluiram que esses resultados foram insuficientes em
demonstrar os efeitos do laser de HeNe no processo de reparacao éssea. Por isso,
sugeriram que mais pesquisas sao necessarias para investigar o papel dos
diferentes comprimentos de onda e intensidades do laser HeNe no processo de
reparacao de fraturas ésseas, preferencialmente usando modelos experimentais.

Luger at al. (1998) realizaram um estudo em animais utilizando método
biomecanico para avaliar o efeito do laser de baixa intensidade no reparo ésseo,
visto que foram encontrados efeitos positivos em estudos anteriores com base em
critérios morfogenético, bioquimico e radiografico, e em dados de microscopia
eletrénica. Para isso, utilizaram dois grupos de ratos, com 25 espécimes cada um,
que foram submetidos a fratura da tibia e a fixacao interna da mesma. O primeiro
grupo foi tratado com o laser de baixa intensidade (HeNe, 632,8nm, 35mW),
aplicado por via transcutanea, durante 30 minutos na area da fratura, diariamente
durante 14 dias, enquanto que o segundo grupo serviu como controle. Apds quatro
semanas, os calos 6sseos formados nas tibias fraturadas foram analisados e
submetidos a tensao até a falha. A carga maxima de falha, a rigidez estrutural da
tibia e sua extensdo maxima foram mensuradas. No grupo irradiado, a carga
maxima de falha e a rigidez estrutural da tibia foram significativamente mais
elevadas que no grupo nao-irradiado, enquanto que a carga maxima de extensao foi
reduzida. Além disso, foram encontradas quatro fraturas no grupo controle
comparadas a nenhuma no grupo irradiado, 0o que contribuiu para os autores
concluirem que o tratamento com o laser de baixa intensidade pode ter papel
benéfico no reparo 6sseo.

Ozawa et al. (1998) mencionaram que, embora a aceleragdo da
regeneracao éssea pelo laser seja relatada, os mecanismos de ag¢ao do laser ainda



sao obscuros. Para determinar as células responsaveis pela acéo do laser e o papel
da radiacao dessas células durante a reparacao 6ssea, 0s autores investigaram os
efeitos do laser de baixa intensidade em varios estagios de proliferacao celular, na
formagdo de ndédulos em culturas de células 6sseas, na atividade da fosfatase
alcalina e da osteocalcina e na expressao de genes, utilizando células da calvaria de
ratos. As células isoladas eram irradiadas uma unica vez com laser de GaAlAs, de
emissdao continua, 830nm, 500mW, durante 15 dias. Os resultados permitiram
sugerir que o laser, provavelmente, estimula a formacéao de 0sso por meio de duas
fungdes: estimulacao da proliferacédo celular, principalmente na formacao de células
da linhagem osteoblastica; estimulacdo da diferenciacdo celular, resultando no
aumento de células osteoblasticas diferenciadas, com conseqiiente aumento na
formacao éssea. Entretanto, foi constatado que esses papéis sé podem ser exibidos
em células imaturas, e ndo em osteoblastos diferenciados.

Dértbudack, Haas, Pokorny (2000) discutiram a capacidade de
bioestimulagédo de osteoblastos derivados de células mesenquimais, pelo laser diodo
de baixa intensidade. Trés grupos de dez culturas foram irradiados em intervalos de
3, 5 e 10 dias, utilizando um laser com os seguintes parametros: 690nm, 60
segundos cada aplicacao, dose de 2,4J. Outros trés grupos foram utilizados para
controle. ApGs a aplicacdo de tetraciclina fluorescente nas culturas, foi observado
que as culturas expostas ao laser mostraram uma fluorescéncia significativamente
maior (indicativa de depdsito 6sseo) em relacdo aos grupos nao-irradiados. Esses
achados levaram os autores a conclusdo de que a radiacdo laser de baixa
intensidade, do tipo diodo pulsado, apresenta efeito de biomodulagdo em
osteoblastos in vitro, podendo assim ser utilizada na osteointegracdo de implantes
dentérios.

Freitas; Baranauskas e Cruz-Hofling (2000) estudaram os efeitos do laser
HeNe na osteogénese de fraturas cirdrgicas em ratos. A fratura foi feita com broca
odontolégica com 2mm de didmetro em uma superficie cortical da tibia. Vinte e
quatro horas apds a cirurgia comegou o tratamento com o laser de HeNe (633nm de
comprimento de onda — A; TmW de poténcia). Para trés grupos de animais, foram
utilizadas as seguintes doses: 3,15J/cm?; 31,5J/cm?; e 94,7J/cm?; o tempo de
exposicao a radiagao foi de 30 segundos, 5 e 15 minutos respectivamente. As tibias
contralaterais foram usadas como controle. Apés o sacrificio dos animais no oitavo e

no 15° dia de tratamento, foram realizadas andlises histologicas qualitativas através



de microscopia eletrénica de varredura. A aceleracdo no processo de formacéao
6ssea foi claramente observada nos animais tratados com doses de 31,5J/cm? e
94,7J/cm?, sendo maior com a dose de 94,7J/cm®. No entanto, os tratamentos com
doses de 3,15J/cm? ndo apresentaram diferencas significativas em comparacao aos
resultados encontrados no grupo controle. A eficacia do tratamento com laser
demonstrou-se dose-dependente. No oitavo e no 15° dia, o efeito da dose de
3,15J/cm? ndo apresentou diferenca em relagéo aos controles. No entanto, doses de
31,5J/cm? e 94,7J/cm? causaram consolidacdo dssea progressiva e mais rapida,
quando comparadas aos controles. Os resultados deste estudo demonstraram que o
uso sucessivo diario de laser HeNe com doses de 31,5J/cm? e 94,7J/cm? ap6s
periodos de 7 e 14 dias de irradiacdo asseguraram melhor resultado em areas
lesadas, sendo a dose de 94,7J/cm? mais efetiva. A aceleracdo do processo de
reparacao ossea foi observada ao microscépio eletrénico de varredura, de forma
qualitativa, que permitiu identificar um tecido osseo mais organizado nos grupos
experimentais.

Garavello-Freitas et al. (2003) realizaram um estudo para avaliar a
cicatrizacdo e a organizacdo da matriz éssea durante o reparo 0sseo de feridas
cirurgicas. Foram selecionados 36 ratos divididos em dois grupos com 18 animais.
Em ambos os grupos foram realizadas feridas na tibia dos animais com diametro de
1,8mm apenas em uma cortical. O grupo experimental foi irradiado com 1TmW de
laser de HeNe ap6és 24 horas da cirurgia. Os tempos de exposicao foram: 0,5;5¢e 10
minutos, correspondentes a uma energia de 0,03J; 0,3J e 0,9J, respectivamente.
Cada tempo de exposi¢cdo compds um grupo com seis animais que posteriormente
foi subdividido de acordo com a época do sacrificio: oito e 15 dias. Apds o sacrificio
os fémures foram dissecados e fixados. A analise morfométrica foi baseada na
mensuracado da area trabeculada neoformada em contato com o o0sso primario.
Seccgdes histoldégicas coradas por picrosirius foram analisadas por luz polarizada
para avaliar as mudancgas estruturais na matriz éssea neoformada. Esse método
permite uma avaliacdo indireta da fase de organizacdo da matriz 6ssea baseado na
birrefringéncia da fibra de colageno. Para a analise estatistica foi utilizado o teste de
Tukey. Com oito dias, ocorreu um aumento significativo na area trabecular
neoformada nas tibias irradiadas com 0,3J e 0,9J comparadas ao grupo controle.
Com uma dose diaria de 0,9J (15 minutos de irradiagédo por dia), houve um aumento

significativo no crescimento 6sseo com oito dias quando comparado com o grupo de



15 dias. Porém, o grupo com irradiacdo diaria de 0,3J ndo apresentou o0 mesmo
aspecto. Entretanto, houve um aumento significativo na area neoformada no grupo
controle quando comparado os grupos de oito e 15 dias. Pelo método de
polarizagcao—picrosirius foram reveladas faixas de fibras de colageno paralelas no
local do defeito no grupo irradiado com 15 dias. Essa organizacdo foi mais evidente
quando se comparou o grupo irradiado com o controle no tempo de oito dias. A
terapia com laser de baixa intensidade estimulou o crescimento ésseo e a invasao
concomitante de osteoclastos durante a primeira semana e acelerou a organizacao
de matriz de colageno (alinhando as fibras paralelamente), resultados nao
observados no grupo controle. Os osteoclastos ativos que invadiram o local
regenerado foram, provavelmente, responsaveis pela diminuicao da area trabecular
no 15° dia de irradiagdo. Com isso, os autores concluiram que o laser de baixa
intensidade é eficaz na aceleracdo da consolidacdo de defeitos cirurgicos
produzidos em tibias de ratos, deixando claro que a laserterapia pode ser uma
ferramenta eficaz nos processos de reparacao 6ssea.

Para avaliar o reparo 6sseo em associagdo a 0sso organico bovino e a
membrana Ossea descalcificada, Gerbi et al. (2003) utilizaram laser de baixa
intensidade (830nm, 40mW, sentido horario, 16J/cm? por sessdo, sete sessbes a
cada 48 horas) em dois dos cinco grupos estudados. Uma amostra de 42 animais,
ratos Wistar, foi dividida em cinco grupos: grupo |, controle com 6 animais, e 4
grupos experimentais com 9 animais. O grupo |l foi tratado apenas com enxerto
6sseo bovino (Gen-Ox® Baumer S/A Mogi Mirim — SP, Brazil), o grupo Ill, com a
associacao de enxerto 6sseo bovino e LLLT; o grupo IV, com enxerto 6sseo bovino
e membrana Ossea cortical descalcificada; e no grupo V com a associacdo de
enxerto 6sseo bovino, membrana Ossea cortical descalcificada e LLLT. Foram
criados defeitos cirargicos no fémur dos ratos e realizado o tratamento de acordo
com os grupos estudados. Apds 15, 21 e 30 dias os animais foram sacrificados.
Realizou-se avaliacdo histolégica do reparo 6sseo. Histologicamente constatou-se
uma maior quantidade de fibras colagenas em estagios avancados de reparacao
Ossea (15 dias) e um maior volume de trabeculado 6sseo bem organizado, no fim do
periodo experimental (30 dias), sugerindo o reparo completo dos defeitos dsseos
tratados com o laser. Essas observagdes foram verificadas nos grupos irradiados em
comparacao aos grupos nao-irradiados, o que permitiu aos autores concluirem que o
efeito biomodulador do laser de baixa intensidade é favoravel para o processo de



reparo 6sseo associado ou ndo ao uso do o0sso liofilizado organico e da membrana
biolégica bovina.

Nicolau et al., em 2003, realizaram um estudo experimental para avaliar o
efeito do laser de GaAlAs de baixa intensidade, 660nm de comprimento de onda,
sobre a estrutura éssea e a atividade celular. Neste estudo, foram utilizados 24
animais divididos em dois grupos. Em todos os ratos foram realizados defeitos
0sseos cirurgicos nas pernas direitas. No grupo experimental realizou-se irradiacao
laser com 10J/cm? com 2, 4, 6 e 8 dias apds a cirurgia, enquanto que 0 grupo
controle nédo recebeu qualquer tipo de tratamento. Ambos os grupos foram
subdivididos em trés tempos de sacrificio: 5, 15 e 25 dias. O comportamento do
tecido ésseo foi analisado pelos indices da estrutura éssea e de formacado e
reabsorcdo 6ssea por meio de histomorfometria. Os resultados quanto ao volume
0sseo, espessura trabecular, separagao trabecular e numero de trabéculas, nos dois
grupos, foram semelhantes. Entretanto, os volumes 6sseos dos animais irradiados
com 5 dias apo6s a cirurgia foram estatisticamente maiores do que o grupo controle.
A formacao Ossea foi analisada pelo volume de ostedide, superficie de ostedide,
superficie de osteoblasto e espessura de ostedide. Com 15 dias, a quantidade de
osteoblastos e o0s volumes de ostedide nos animais irradiados foram
estatisticamente maiores quando comparados ao grupo controle. Entre o 15° e 0 25°
dia ap6s o sacrificio, ocorreu um aumento menor na taxa de aposi¢gdo mineral nos
dois grupos. Além disso, no grupo irradiado a taxa de aposi¢cao mineral foi maior no
15°% dia e 25° dia quando comparado ao grupo controle. Com 5 e 25 dias, a
quantidade de osteoclastos foi significativamente maior no grupo irradiado quando
comparado ao nao-irradiado. Em concluséo, o laser de baixa intensidade usado no
periodo inflamatério do processo de reparo ésseo aumenta a atividade celular
normal de reabsorcéo e formacao.

Pinheiro et al. (2003) avaliaram a influéncia do laser n&o-cirdrgico no
reparo 6sseo de defeitos padronizados em fémures de ratos, submetidos a enxerto
de osso bovino inorganico (Gen-Ox® ; Baumer S/A, Mogi Mirim, SP, Brasil). Os
espécimes foram divididos em trés grupos: o grupo | (n=6), o controle; o grupo Il
(n=9), aquele que recebeu apenas o material de enxerto, € o grupo Il (n=9) o que
recebeu, além do material de enxerto, o tratamento com o laser de baixa
intensidade. Os animais irradiados receberam esse tratamento a cada 48 horas,

sendo a primeira aplicacao realizada logo ap6s a cirurgia, de forma transcutanea em



quatro pontos em torno da ferida. Cada ponto recebeu uma dose de 4J/cm? com
parametros de 830nm e 40mW, somando uma dose de 16J/cm? por sessdo. Apds o
sacrificio dos animais com 15, 21 e 30 dias, os espécimes foram removidos e fixados
com hematoxilina e eosina para analise em microscopia de luz. Observou-se reparo
0sseo mais avangado nos espécimes irradiados em relacdao aos nao-irradiados. Nos
irradiados, evidenciou-se uma maior neoformagcdo éssea, bem como uma maior
proliferacao de fibras colagenas no interior do defeito a partir de 15 dias apds a
cirurgia, também considerando a capacidade osteoindutora do enxerto 6sseo. Assim,
os autores concluiram que o laser de baixa intensidade produziu um efeito de
biomodulacdo positivo sobre o reparo do defeito 6sseo submetido a implante de
0SS0 bovino inorganico.

Khadra et al. (2004a) discutiram os efeitos do laser de baixa intensidade
de GaAlAs na integracédo de implantes ésseos. O estudo cego placebo-controlado foi
realizado em coelhos com duragéo de oito semanas. Os implantes foram fixados na
superficie proximal de cada tibia de 12 coelhos divididos aleatoriamente em um
grupo irradiado e um controle. O laser utilizado foi do tipo continuo, com espectro de
830nm, poténcia de 150mW, diametro de 18mm da ponta de aplicacdo. O tempo de
tratamento foi de 20 segundos, resultando numa densidade de 23J/cm?. A aplicagdo
teve inicio logo apos a cirurgia e foi mantida diariamente por 10 dias consecutivos.
Foram realizados testes de tensdo, andlise histomorfométrica, microanalise de
dispersao de raios-X e analise de calcio e fésforo da superficie de teste do implante.
Essas mensuragdes sugeriram um ganho funcional no implante e uma maior
osseointegracdo no grupo irradiado quando comparado com o grupo controle,
confirmado pelo maior contato osso-implante no grupo irradiado. Os implantes
irradiados mostraram uma melhor ligacdo ao osso do que os nao-irradiados. A
andlise mineral sugeriu que os indices de calcio e fésforo na superficie do implante
aumentaram com a aplicacao do laser. Os autores puderam entdo concluir que a
maturacéo 6ssea se deu mais rapidamente no osso irradiado e que, dessa forma, o
laser pode representar uma modalidade de tratamento eficaz em acelerar a
osseointegracao de implantes.

Khadra et al. (2004b) realizaram outro estudo para avaliar a laserterapia
de baixa intensidade infravermelha no reparo de defeitos 6sseos na calvaria de
ratos. Foram utilizados 20 animais divididos em dois grupos, controle e experimental.
O grupo experimental foi irradiado por seis dias consecutivos com 23J/cm? com laser



de GaAsAl. Os animais foram sacrificados com 14 e 28 dias para analise
histoquimica, concentragdo de célcio e fésforo e nivel de proteinas insoluveis, e
analise histomorfolégica. Os autores encontraram maiores concentracées de calcio e
fésforo no grupo experimental com 14 e 28 dias (p=0,02 e p=0,06) e maior nivel de
proteinas insoluveis no grupo experimental nos dois tempos de sacrificio.
Histologicamente observou-se maior formacdo de vasos sanglineos e aumento
06sseo no grupo experimental. Os autores concluiram que a LLLT apresenta um
efeito favoravel no reparo 6sseo de defeitos em calvaria de ratos, o que pode ser
explicado pela promocgédo da angiogénese, producdo de colageno, proliferacdo e
diferenciacao de células osteogénicas e aumento da sintese de ATP.

Rochkind et al. (2004) realizaram um estudo experimental em modelo
animal com o objetivo do comprovar a efetividade da irradiacdo a laser de baixa
intensidade nos componentes organicos e inorganicos de ferida déssea. Foram
utilizados 29 animais nos quais foram realizados defeitos 6sseos de 3mm no
processo alveolar. Os animais foram divididos em quatro grupos. No grupo |,
controle, com cinco ratos, foi realizado defeito 6sseo no processo alveolar direito e o
lado esquerdo foi deixado intacto. No grupo IlI, com oito ratos, o defeito 6sseo foi
preenchido com Bio-Oss®. No grupo IlI, com oito ratos, foram feitos uma ferida 6ssea
no processo alveolar e tratamento com laser HeNe (632,8nm, 35mW) por 14 dias
consecutivos. No grupo IV, com oito ratos, o defeito 6sseo foi preenchido com Bio-
Oss® e foi feito o mesmo protocolo de irradiacdo laser do grupo . Apés 14 dias os
animais foram sacrificados e o tecido 6sseo do processo alveolar sofreu analise
fisica e quimica por meio de espectroscopia infravermelha. Os autores obtiveram
resultados favoraveis estatisticamente significativos com a combinacdo da
laserterapia de baixa intensidade e Bio-Oss® no tratamento pés-traumatico. Baseado
nos resultados os autores sugeriram que a terapia laser de baixa intensidade sobre
defeitos 6sseos pode melhorar a qualidade da reparagdao bem como reduzir o tempo
terapéutico.

Woodruff et al. (2004) avaliaram o efeito da laserterapia de baixa
intensidade na cicatrizacdo de feridas em um estudo de meta-analise. Os resultados
encontrados nos estudos avaliados apresentavam variagdes de certos parametros,
tais como: modo de tratamento (com ou sem contato da ponteira do laser), poténcia
do aparelho, comprimento de onda, dose aplicada, quantidade de sessbes do

tratamento e a freqiiéncia das dosagens. No entanto, os autores concluiram que a



laserterapia de baixa intensidade apresenta efeitos positivos quanto a cicatrizagéo,
como aumento da sintese de colageno, aumento da forca de resisténcia da
cicatrizagcao, reducao do tempo de cicatrizacdo e reducao do perimetro e area da
ferida.

Merli et al. (2005) realizaram um estudo com o intuito de avaliar o efeito
do laser de baixa intensidade no processo de reparagao 6ssea. Em 10 ratos Wistar
foram realizadas feridas 6sseas de 2mm nas duas pernas totalizando 20 fémures.
Foi utilizado o laser de GaAsAl de 670nm, 15mW e ponteira de 5mm de diametro,
por meio da técnica de aplicagdo por varredura com 6J/cm?.  Os tempos de
aplicacdo foram de 24, 48 e 72 horas apds o ato cirurgico. Os animais foram
divididos em dois grupos: lado experimental irradiado e lado controle ndo-irradiado,
sendo sacrificados ap6s 14 dias. Os fémures foram analisados
histomorfometricamente, através de um software, Image Pro-plus para delimitar a
area de osso formado. Como resultado, foi observada uma média de formacao
O0ssea mais significativa no grupo irradiado, além de uma massa éssea mais densa e
menor gap quando comparado com o lado controle. Com esses resultados os
autores concluiram que a terapia laser de baixa intensidade em ratos promove um
melhor reparo de defeitos 6sseos.

Foram destacadas no estudo de Stein et al. (2005), as habilidades do
laser de baixa intensidade em promover o reparo 6sseo também em seres humanos.
Segundo esses autores, o laser de baixa intensidade, na dose apropriada, pode
significativamente promover a proliferagcdo e a diferenciagdo de osteoblastos
humanos in vitro, quando comparados a células nao-irradiadas. Eles realizaram um
estudo no qual uma cultura de osteoblastos foi irradiada com o laser de HeNe com
parametros de 632nm e poténcia de 10mW. O efeito da irradiacdo nos osteoblastos
apos 24 e 48 horas decorridas da segunda aplicacdo do laser foi quantificado pela
contagem de células e pelo método de colorimetria por MTT (Brometo de Tetrazolim
Dimetiltiazol). Foi encontrado um aumento significativo de 31-58% na sobrevivéncia
das células, e uma contagem mais elevada de células no grupo irradiado quando
comparado ao grupo nao-irradiado. A diferenciacao e a maturacao das células foram
avaliadas por meio de marcadores osteogénicos, como a fosfatase alcalina a
osteopontina e a sialoproteina 6ssea. Por fim, os autores puderam concluir que
mediante uma taxa mais elevada de proliferacdo e diferenciagao de osteoblastos no

local da ferida, pode haver um aumento do acumulo de calcio e, conseqiientemente,



a promoc¢ao do reparo 6sseo. Esses achados permitiram destacar as habilidades do
laser de baixa intensidade em promover o reparo 6sseo também em seres humanos.

Carvalho et al. (2006) avaliaram comparativamente a influéncia do laser
GaAlAs, de 650nm de comprimento de onda, sobre a acdo das proteinas
morfogenéticas 6sseas em defeitos 06sseos produzidos em fémures de ratos.
Utilizaram uma amostra composta por 12 ratos machos (Rattus norvegicus) de
linhagem Wistar albino, mantidos confinados em caixas com temperatura ambiente
constante e iluminagdo adequada. Os animais foram divididos aleatoriamente em
quatro grupos experimentais. Apos o procedimento anestésico, foi realizada a retirada
dos pélos da face lateral da coxa direita, seguida de procedimento cirurgico para
permitir a visualizacdo da regido. Foi realizado um defeito é6sseo empregando brocas
diamantadas do tipo esféricas. Nos grupos 1 e 3 o defeito foi preenchido com uma
pasta formada por substancia osteoindutora Gen-Tech®. Os animais foram tratados
com o laser de GaAlAs, com dose pré-determinada de 4J/cm? e tempo de 80
segundos para uma area de 1cm? Os grupos 2 e 4 foram adotados como grupo
controle. As amostras do osso foram retiradas para realizagdo de procedimento
histolégico e analise morfométrica nos 7°, 14° e 21° dias de pds-operatério. Os
resultados obtidos foram submetidos a analise estatistica de variancia (ANOVA). Os
autores concluiram que a associacdao da aplicacdo do laser de baixa intensidade e a
substancia osteoindutora Gen-Tech® alcangou melhor resultado do que do que a
aplicacao de laser ou apenas o uso das BMPs.

Lirani-Galvao, Jorgetti e Silva (2006) realizaram um estudo com o intuito
de comparar as consequéncias da laserterapia de baixa intensidade e do ultra-som
pulsado de baixa intensidade (LIPUS), no processo de reparo 6sseo. Para tal, foram
utilizados 48 ratos, os quais foram divididos em trés grupos e submetidos a
osteotomia na tibia. Um dos grupos, apdés ser osteomizado, foi submetido a
aplicacdo do laser de baixa intensidade de GaAlAs (parametros: 780nm, 30mW,
112,5J/cm?) e um segundo grupo, a aplicacdo do LIPUS (1,5mHz, 30mW/cm?),
ambos durante 12 sessdes (cinco vezes por semana). O terceiro grupo representou
o grupo controle. Apds 20 dias, os ratos foram sacrificados e as tibias foram
submetidas a um teste de dobra ou uma analise histomorfométrica. No teste de
dobra, a carga maxima foi mais bem suportada pelo grupo submetido a laserterapia
de baixa intensidade. A avaliacao histologica revelou um aumento significativo no
namero de osteoblastos e no volume de ostedide no grupo submetido ao laser de



baixa intensidade. No grupo exposto ao LIPUS, observou-se e um aumento
significativo no numero de osteoclastos e de perda Ossea. Esses achados
confirmaram que ha uma fase exata do reparo 6sseo onde cada modalidade
terapéutica pode ter efetividade maxima. O LIPUS, portanto, incentivou o reparo
0sseo promovendo a reabsor¢cdo do 0sso na area osteomizada, enquanto que o
laser de baixa intensidade acelerou este processo com a formacao de 0sso.

Em 2006, Nissan et al. investigaram os efeitos da laserterapia de baixa
intensidade em defeitos ésseos criados cirurgicamente em ratos. Foi utilizado o laser
de GaAs com densidade de 4 e 22,4mW/cm? nos defeitos dsseos criados na
mandibula de ratos. Os espécimes foram divididos em dois grupos, sendo que em
cada um, a cavidade cirurgica esquerda serviu como controle e a direita foi tratada
com uma energia especifica (4 ou 22,4mW/cm?) por trés minutos diarios a partir da
data da cirurgia. Os ratos foram entdo sacrificados apdés 1, 2 e 4 semanas de
tratamento e foram pesquisados a formacgao de calo ésseo, 0 acumulo de célcio e a
atividade da fosfatase alcalina, com o objetivo de quantificar a atividade osteogénica.
Observou-se que quando utilizado o laser de 4mW/cm? houve um actmulo
significativamente maior de calcio em duas semanas, do que no grupo onde se
utilizou 22,4mW/cm?. Nenhuma mudancga foi verificada na atividade da fosfatase
alcalina com a aplicacao do laser. Esses resultados permitiram aos autores sugerir
que o laser terapéutico de baixa intensidade é eficaz no processo de reparo ésseo
em cavidades cirurgicas, afetando o transporte de calcio durante a formacao do novo
0SS0.

Em um estudo de revisdo sobre o papel da fotoengenharia no processo
de reparo 6sseo, Pinheiro e Gerbi (2006) descreveram a laserterapia como uma
ferramenta importante no estimulo da reparacdo o6ssea, com énfase na sua
utilizagdo em culturas de células Osseas, luz laser no tecido 6sseo e sucesso da
fotoengenharia no reparo 6sseo. Os resultados de inumeros trabalhos indicaram
propriedades fotofisicas e fotoquimicas de diferentes comprimentos de onda, como
as responsaveis pelas respostas teciduais. O uso de parametros corretos e
apropriados foi considerado eficaz na promocao de um efeito biomodulador positivo
no reparo 0sseo. Os resultados desses estudos indicaram que os 0ssos irradiados
com laser infravermelho mostraram a proliferacdo de osteoblastos aumentada,
deposicado de colageno e neoformacao 6ssea, quando comparados ao 0SSO nao-
irradiado. Foi proposto ainda que o efeito da laserterapia é mais eficaz se o



tratamento for realizado em estégios iniciais, quando a proliferacdo celular é mais
elevada. A estimulacdo déssea pela diferenciagdo de osteoblastos e as respostas
vasculares ao laser terapéutico foram consideradas os mecanismos responsaveis
pela maior parte dos resultados clinicos positivos observados. Os autores indicaram
que o efeito da laserterapia na reparagédo éssea nao depende somente da dose total
de radiacdo, mas também do tempo e da modalidade de aplicagdo. A densidade e a
intensidade da energia foram consideradas paradmetros biologicamente
independentes um do outro e essa independéncia pode esclarecer o sucesso ou a
falha da terapia com laser de baixa intensidade.

Silva e Camilli, em 2006, em um estudo experimental, no qual avaliaram
reparo 6sseo em defeitos tratados com enxerto ésseo autégeno e laser de baixa
intensidade, relataram o efeito bioenergético e bioelétrico da LLLT. O efeito
bioenergético foi verificado por meio do aumento da produgédo de ATP, que promove
0 aumento da producao de acido nucléico e consequientemente a divisao celular. O
efeito bioelétrico foi verificado com a normalizacdo do potencial ibnico da membrana,
e conseglente normalizacao das funcdes das células. Além de induzir a proliferacao
e diferenciacdo de osteoblastos, a estimulacao laser aumenta a quantidade de RNA
mensageiro que sintetiza o colageno tipo I, a proteina mais importante da matriz
ossea. O aumento da producéo de colageno favorece a formacao de tecido 6sseo e
a regeneracao do defeito 6sseo. Neste estudo, os autores utilizaram 61 animais nos
quais realizaram defeitos de 3mm na calvaria. O laser utilizado foi de GaAs. A
aplicagédo foi feita trés vezes por semana durante quatro semanas com uma
dosagem de 5,1J/cm? e 10,2J/cm?. A primeira aplicagéo ocorreu logo apés a cirurgia.
Os animais foram divididos em trés grupos: nao-irradiados (controle), irradiados com
5,1J/cm? e irradiados com 10,2J/cm?. Cada grupo foi subdividido de acordo com o
tempo de sacrificio: 1, 2, 4, e 24 semanas apos a cirurgia. Apods o sacrificio foram
realizadas avaliac6es radiolégicas e histomorfométricas. Uma semana depois da
cirurgia ndo havia nenhuma evidéncia de reabsor¢cdo de margem nos locais da
implantagdo no grupo irradiado com 10,2J/cm? considerando uma intensa
reabsorcdo no grupo controle e no grupo irradiado com 5,1J/cm? uma é&rea
radiolucida mais espessa foi observada ao redor dos enxertos. Na quarta semana
depois da cirurgia, os grupos irradiados e 0 grupo controle apresentaram areas
radiopacas conectando o enxerto com a borda do defeito. Diferengas em
radiopacidade e radiolucidez foram notadas nos enxertos dos trés grupos, indicando



atividade de absorcdo do enxerto de osso. Os resultados histolégicos revelaram
células periosteais entre a margem do enxerto e a borda do defeito no grupo
controle na primeira semana, enquanto que nos grupos irradiados com 5,1J/cm? e
10,2J/cm?, o tecido observado na superficie do enxerto e perto da borda dos defeitos
apresentava células indiferenciadas proliferando ao redor dos enxertos, com
depositos de ostedide. Na segunda semana o grupo controle apresentou depdsitos
0sseos na superficie do enxerto 6sseo e na borda dos defeitos 6sseos. Em alguns
locais a nova formagdo Ossea promoveu a uniao entre o enxerto ésseo e 0sSsO
parietal. Nos grupos irradiados a deposicao de tecido ésseo promoveu a uniao entre
0 enxerto e o0 osso parietal. Grande quantidade de tecido 6sseo neoformado foi
evidente no grupo irradiado com 10,2J/cm?. Na quarta semana apds a cirurgia foram
observadas alteragbes na forma e redugao no volume do enxerto nos trés grupos.
Em adigc&o, a deposi¢cdo 0ssea promoveu a unido entre o enxerto e o tecido 6sseo.
Apdbs 24 semanas, a reducdo do volume de enxerto 6sseo e alteracées na forma
puderam ser observadas nos trés grupos. De acordo com os achados morfologicos,
uma diferenga significativa entre o tecido ésseo neoformado foi observada entre os
grupos controle (0,2%) e o grupo irradiado com 5,1J/cm? (1,4%). Durante 0 mesmo
periodo foi observada maior formacdo 6ssea no grupo irradiado com 10,2J/cm?
(3,75%). Na segunda semana o volume ésseo neoformado foi de 8,7% no grupo
controle e de 6,9% no grupo irradiado com 5,1J/cm? Esta diferenca nao foi
estatisticamente significativa. No mesmo periodo o grupo irradiado com 10,2J/cm?
obteve uma formacédo éssea maior de 13,48% com diferenca estatistica. Apds a
quarta semana, nao houve diferenca estatistica entre os grupos controle e
irradiados. Os autores sugeriram que a irradiacao de laser nos defeitos de cranio de
rato tratados com enxerto 6sseo estimulou osteogénese durante as fases iniciais do
processo curativo, e este efeito foi dose-dependente.

Weber et al. (2006) realizaram um estudo histolégico com o objetivo de
avaliar a eficacia da LLLT na cicatrizacao de defeitos 6sseos associada a enxerto
0sseo autdgeno. Foi utilizado um laser de 830nm de comprimento de onda. Foram
selecionados 60 ratos divididos em quatro grupos, a saber: grupo 1 — controle; grupo
2 — aplicacdo de LLLT no sitio cirurgico; grupo 3 — aplicacdo de LLLT sobre o
enxerto 6sseo autégeno; e grupo 4 — aplicacdo de LLLT sobre o sitio cirtrgico e
sobre o enxerto sseo autégeno. A dose de LLLT utilizada foi de 10J/cm? por sessao
sendo realizadas oito sessdes separadas com intervalos de 48 horas entre cada



sessdo. Os animais foram sacrificados com 15, 21 e 30 dias. Os fémures foram
analisados histologicamente quanto ao infiltrado inflamatério, neoformacédo e
reabsorcdo 6ssea e deposicdo de colageno. Os autores observaram neoformacao
O0ssea maior nos estagios iniciais do processo de reparo ésseo, com 15 dias,
tendendo a estabilizar com 21 dias em todos os grupos irradiados. Observou-se uma
melhor remodelacdo 6ssea, quantitativa e qualitativamente, nos grupos 2 e 4, com
intensa neoformacao 6ssea e reabsorcao do material de enxerto com 15 e 21 dias, e
remodelacdo e maturacdo 6ssea com 30 dias, quando comparados aos grupos 1 e
3. Frente aos resultados, os autores concluiram que a terapia laser de baixa
intensidade trans-operatoria apresenta um efeito biomodulatério positivo na
cicatrizacao de defeitos 6sseos.

Pretel, Lizarelli e Ramalho (2007) avaliaram o reparo ésseo de defeitos
em mandibulas de ratos ap6s a estimulacdo a LLLT infravermelho. Para isto,
utilizaram um modelo experimental animal com 30 ratos Holtzman com média de
300g. Foram confeccionados defeitos cirirgicos nas mandibulas dos animais com
4mm de profundidade e 10mm de comprimento e divididos em dois grupos: controle
e experimental. No grupo experimental foram realizadas aplicagdes unicas de LLLT
com dose total de 178J/cm? e energia total de 1,4J. Apéds 15, 45 e 60 dias os
animais foram sacrificados com overdose anestésica. Realizou-se avaliacao
histomorfolégica. Para avaliar a acdo do laser os autores utilizaram uma escala
atribuida aos diferentes eventos histoldgicos: inflamacao, formacgao éssea, qualidade
de tecido 6sseo neoformado e grau de maturacdo das fibras colagenas. Os
resultados demonstraram formacao 6ssea nos dois grupos. Porém, com 15 e 30 dias
0 grupo laser apresentou menor grau de inflamagédo, maior quantidade de tecido
6sseo neoformado e maior maturacao das fibras colagenas. Entretanto, com 60 dias
nao foram observadas diferencas entre os dois grupos. Os autores concluiram que
aplicagdo unica de laser infravermelho de GaAlAs, em defeitos dsseos criados em
mandibulas de ratos, com 1,4J de energia e dose de 178J/cm? nos parametros
estabelecidos, acelera o reparo 6sseo.

Gerbi et al. (2008) conduziram um estudo histolégico para avaliar o efeito
da fotobiomodulacdo laser no reparo de feridas Osseas tratadas com proteinas
morfogenéticas e enxerto ésseo bovino. Foram utilizados 48 ratos Wistar entre 270 e
300g divididos em quatro grupos: controle, somente a aplicacdo LLLT sobre o defeito
cirurgico, somente a colocacdo do material de enxerto (Gen-Ox + GenPro) e



associacao da aplicacdo da LLLT e colocagao do material de enxerto. Foi utilizado um
aparelho laser de 830nm com 40W de poténcia em quatros pontos de aplicacao de
4J/cm?, iniciando no pés-operatério e com aplicagdes sucessivas a cada 48 horas até
o 15° dia. Os animais foram sacrificados com 15, 21 e 30 dias para analise histoldgica
descritiva e quantitativa. Os parametros utilizados foram: grau de reabsorcdo da
cortical 6ssea e do material de enxerto, presenca de tecido de granulacao, intensidade
da reacdao inflamatoéria, presenca de células gigantes, densidade de fibras colagenas,
namero de sistema haversiano e quantidade e qualidade do tecido ésseo neoformado.
Os resultados foram favoraveis a associacdo da LLLT ao enxerto 6sseo e BMPs, o
que foi comprovado pelo reparo total da cortical éssea e inicio de formagao éssea com
sistema haversiano com 15 dias, ndo observado nos demais grupos. Os autores
concluiram que o uso de laser infravermelho foi efetivo na reducdo do tempo de
reparo 0sseo de defeitos preenchidos com enxerto 6sseo bovino associado a BMP, o
que ficou evidente com o aumento da deposicao de colageno, reparo da cortical mais
rapido e mais precoce desenvolvimento do sistema haversiano.

Pinheiro et al. (2008) avaliaram a associag&o do laser de baixa intensidade,
membrana, proteinas morfogenética e enxerto 6sseo bovino (Gen-Ox) no tratamento
de defeitos 6sseos em fémures de ratos. Foram utilizados 48 animais da raga Wistar
divididos em quatro grupos: grupo 1, controle, somente o defeito ésseo; grupo 2,
defeito 6sseo e laserterapia; grupo 3, defeito 6sseo, proteinas morfogenéticas, enxerto
06sseo bovino e membrana; grupo 4, defeito O6sseo, laserterapia, proteinas
morfogenéticas, enxerto 6sseo bovino e membrana. Os grupos foram sub-divididos de
acordo com a época de sacrificio, 15, 21 e 30 dias. A terapia laser foi realizada com
aparelho laser de 830nm com 40W de poténcia em quatros pontos de aplicacao de
4J/cm?, iniciando no pés-operatério e com aplicacdes sucessivas a cada 48 horas até
o 15° dia. Apds o sacrificio os fémures foram preparados para andlise histoldgica
descritiva e semi-quantitativa de acordo com o0s seguintes parametros: grau de
reabsorcdo da cortical 6ssea e do material de enxerto, presenca de tecido de
granulacdo, intensidade da reacdo inflamatéria, presenca de células gigantes,
densidade de fibras colagenas, numero de sistema haversiano e quantidade e
qualidade do tecido 6sseo neoformado. Os resultados demonstraram histologicamente
aumento do deposito de fibras colagenas com 15 e 21 dias e tecido ésseo mais
organizado no final do trabalho com 30 dias nos grupos irradiados. Desta forma os

autores concluiram que a biomodulacdo a laser em defeitos dsseos tratados com



proteinas morfogenéticas, enxerto ésseo bovino e membrana apresentam resultados

favoraveis.



3 PROPOSICAO

O presente estudo se propde a avaliar, in vivo, o efeito da terapia laser de
baixa intensidade associada a enxerto ésseo liofilizado bovino nas fases iniciais da
reparacao 0ssea de defeitos padronizados produzidos em fémures de ratos.

Especificamente, o estudo se propde a:

o Avaliar, qualitativamente, por meio de analise
histopatologica descritiva, a resposta tecidual e o tecido d&sseo
neoformado com 1, 3 e 5 dias ap6s o procedimento operatdrio em

comparagao com apenas enxerto 6sseo e controle.

o Avaliar, quantitativamente, por meio de analise
histomorfométrica, o tecido ésseo neoformado com 5, 7 e 15 dias apds o
procedimento operatério em comparagdo com apenas enxerto 6sseo e

controle.



4 METODOLOGIA

4.1 ANIMAIS

Para o desenvolvimento deste estudo foram empregados cinglenta ratos
(Wistar Albinus), machos, adultos, com peso variando entre 300-360 g. Estes
animais foram cedidos pelo Biotério do Centro de Biologia da Reprodugcdo da
Universidade Federal de Juiz de Fora, Minas Gerais.

Os animais foram mantidos em gaiolas. Em cada gaiola, com no maximo
qguatro animais foram mantidos em condi¢des naturais de luz, umidade e temperatura
e tratados com racdo granulada e agua ad libitum, antes e durante o periodo
experimental (WEBER et al., 2006).

4.2 GRUPOS

Os cinqlienta animais, foram divididos aleatoriamente em trés grupos nos
quais foram utilizados 75 fémures:

e Grupo | — controle: 25 fémures direitos, nos quais foram realizados
apenas os defeitos 6sseos;

e Grupo Il — 25 fémures esquerdos, nos quais foram realizados os
defeitos 6sseos preenchidos com enxerto dsseo organico bovino (GenOx®;
Baumer S/A, Mogi Mirim, SP, Brasil);

e Grupo Il — 25 fémures esquerdos, nos quais foram realizados os
defeitos 6sseos preenchidos com enxerto dsseo organico bovino (GenOx®;
Baumer S/A, Mogi Mirim, SP, Brasil) e irradiacao laser diretamente sobre o

defeito.

Vinte e cinco animais constituiram os grupos | e Il, nos quais foram

analisados os fémures direito e esquerdo, e vinte e cinco animais constituiram o grupo



lll, nos quais foram analisados apenas os fémures esquerdos, com o intuito de evitar a
acao sistémica da laserterapia.

Os trés grupos foram subdivididos em cinco subgrupos, com cinco fémures
em cada, de acordo com a data de sacrificio dos animais nos periodos de tempo de 1,
3, 5,7 e 15 dias apds a cirurgia (TAPETY et al., 2004).

4.3 MATERIAIS, INSTRUMENTAIS E EQUIPAMENTOS UTILIZADOS

Os materiais utilizados para este estudo foram os seguintes:

e Cloridrato de Cetamina (VETANARCOL® - Konig S.A.
Avellaneda, Argentina);

e Cloridrato de Xilasina (ROMPUM® — Bayer S.A., Sdo Paulo,
Brasil);

e Enxerto 6sseo bovino (GenOx®, — Baumer S.A., Mogi Mirim, Sao
Paulo, Brasil);

e Campos descartaveis de TNT;

e (Gazes estéreis;

e Luvas cirargicas estéreis (Lemgruber, Industria Frontinense de
Latex S/A, Eng. Paulo de Frontim, Rio de Janeiro, Brasil);

e Luvas de procedimento (Supermax — Embramac);

e Mascaras descartaveis (Descarpack);

e Toucas descataveis

e Polivilnilpirrolidona-iodo

e Seringas estéreis descartaveis de 1ml com agulha (Plastipak —
Becton Dickinson);

e Soro fisioldgico

e Laminas de barbear para tricotomia

e Laminas de bisturi n® 15¢c (Solidor, Suzhou Kyuan Medical
Apparatus Co LTDA, China);

e Fios de sutura seda 5-0 (Technofio, ACE — Industria Comércio
LTDA, Goiania, Goias, Brasil);



e Broca carbide esférica cirdrgica n® 8 (KG) de 2mm;

e (Cabo de Bisturi Bard-Parker (Golgran Ind. e Com. de Instrumental
Odontolégico LTDA.);

e Descolador tipo Molt (Golgran Ind. e Com. de Instrumental
Odontolégico LTDA.);

e Afastadores de tecido mole (Golgran Ind. e Com. de Instrumental
Odontolégico LTDA.);

e Aplicador de amalgama (Golgran Ind. e Com. de Instrumental
Odontolégico LTDA.);

e Tesoura de Metzembaum (Golgran Ind. e Com. de Instrumental
Odontolégico LTDA.);

e Porta agulha Mayo (Golgran Ind. e Com. de Instrumental
Odontolégico LTDA.);

e Motor elétrico (Driller DL 600%; VK Diriller, Jaguaré, SP, Brasil).

4.4 APARELHO LASER

Foi utilizado um aparelho laser de diodo de baixa intensidade (Figura 1),
com as seguintes caracteristicas:
e Laser de emissao infravermelho continua;
e Semicondutores: Arsénio e Galio;
e Comprimento de onda: 780 nm;
e Poténcia de pico: 70 mW;
e Forma de aplicacao: fibra 6ptica;

e Area da ponta emissora: 4 mm?.



Figura 1 — Fotografia do Aparelho Twin Laser (MM Optics, Sao Carlos, SP, Brasil)
utilizado no experimento.

4.5 ENXERTO OSSEO

E uma matriz organica de osso bovino liofilizado, e seu preparo consiste,
em obter cortical 6ssea descalcificada, totalmente livre de osso medular, e depois
desidratada pelo processo de liofilizagdo, sendo preservados todos os componentes
organicos do osso (BMPs, colageno e proteinas), e eliminado toda a parte mineral.
Por possuir somente os componentes organicos do 0sso, induz a formacao de tecido
6sseo humano, altamente celularizado e vascularizados, com todas as caracteristicas
de um o0sso vivo, com a capacidade de acelerar o reparo 6sseo (propriedade
osteogénica) aliada a um potencial osteoindutor, ja que as BMPs e os fatores de
crescimento 6sseo sdo mantidos intactos durante o processamento do material. A sua
apresentacdo € na forma de particulas microgranuladas porosa, permitindo a
invaginacao de vasos sanguineos e células para o seu interior. O Registro no
Ministério da Saude (RMS): 103.455.00001. (GERBI et al., 2003).



Figura %— Fotografia do frasco contendo enxerto 6sseo bovino organico da linha
GenOx".

4.6 PROCEDIMENTOS CIRURGICOS

Os procedimentos cirurgicos foram realizados no biotério da Universidade
Federal de Juiz de Fora por um Unico pesquisador previamente treinado e calibrado.

Os animais foram sedados com solucdo aquosa a 2% de Cloridrato de
Xilasina (ROMPUM® — Bayer S.A. Sao Paulo, Brasil) e apés 5 minutos anestesiados
com Cloridrato de Cetamina (VETANARCOL® — Konig S.A. Avellaneda, Argentina), na
proporcao de 2:1 e 0,iml da mistura para cada 100g de peso animal, via
intraperitoneal (RODRIGUES, 2006). Os animais foram submetidos a tricotomia
(Figura 3) na area operada com laminas de barbear e antissepsia com
polivilnilpirrolidona-iodo. Sob condigbes cirurgicas estéreis e com o animal em
decubito lateral, foi realizada uma incisdo com bisturi Bard-Parker (Figura 4) e lamina
descartavel numero 15c na area femural lateral dos animais com extensdo de 2,5cm
(CARVALHO et al., 2006). Os tecidos foram divulsionados e o tecido 6sseo exposto
(Figura 5), onde foi realizada uma perfuracdo éssea de 2mm de didmetro e 2mm de
profundidade com uma broca esférica n® 8 (Figura 6) com motor elétrico (Driller DL
600%; VK Driller, Jaguaré, SP, Brasil) com 1500rpm sob irrigacdo constante de
solucdo salina. Nos grupos Il e lll, os defeitos 6sseos produzidos foram preenchidos
com enxerto 6sseo organico bovino (GenOx®; Baumer S/A, Mogi Mirim, SP, Brasil)



com o auxilio de um aplicador de amalgama até cobrir por completo o defeito ésseo
produzido (Figura 7). A pele foi suturada (Figura 8) com fio de seda 5-0 (MARINS et
al., 2004). Apés o procedimento cirurgico foi administrado subcutaneamente uma dose

de 0,3ml de meloxicam por animal.

Figura 3 — Tricotomia. Figura 4 — Inciséo

/ Ald

Figura 5 — Exposicao do tecido 6sseo. Figura 6 — Defeito

Figura 7 — Enxerto Figura 8 — Sutura.



4.7 IRRADIACAO A LASER

As lesGes do grupo Il foram submetidas a aplicagéo do laser de Arsénio e
Galio (780nm) com contato perpendicular entre a ponta ativa e a ferida em quatro
pontos ao redor do defeito (Figura 9). Em cada sessao foram aplicadas quatro doses
de 5J/cm?, por 10 segundos em cada dose, totalizando 20J/cm? por sessdo e tempo
de aplicacdo de 40 segundos. A dose de 5J/cm? est4 entre as doses recomendadas
para reparos 6sseos, que podem variar entre 1,8 a 5,4J/cm? (PINHEIRO et al., 2003).
Foram realizadas trés sessdes de laserterapia com o intervalo de 48 horas, iniciando-
se imediatamente apds a sutura do procedimento cirurgico (GERBI et al., 2008;
PINHEIRO et al., 2003; WEBER et al., 2006). A dose total foi de 60J/cm? para os

animais que receberam as trés doses.

Figura 9 - Aplicacao do laser.

4.8 OBTENCAO DAS AMOSTRAS

Decorridos com os tempos experimentais estabelecidos (1, 3, 5, 7 e 15 dias
apos o procedimento cirurgico), os animais foram sacrificados com overdose de

anestesia geral com o mesmo anestésico utilizado no procedimento cirurgico.



Os fémures foram dissecados e recortados com broca 1cm além do defeito
0sseo e fixados em formalina por, no minimo, 24 horas. Posteriormente foram
descalcificados com solugédo de EDTA-2 e incluidos em parafina para a realizagdo de
cortes semi-seriados de 6um de espessura longitudinais, a partir da cortical do defeito
0sseo, e corados pela técnica da Hematoxilina e Eosina para avaliacdo sob

microscopia de luz.

4.9 ANALISES HISTOMORFOLOGICA E HISTOMORFOMETRICA

As amostras obtidas foram analisadas em sistema éptico microscopico
Zeiss para digitalizacdo de fotomicrografias (Figura 10). Todas as laminas do
experimento foram analisadas em aumentos de 250X, 400X E 1000X para avaliacao

histopatoldgica geral dos cortes.

Figura 10 — Sistema éptico Zeiss para captura digital de fotomicrografias.

A andlise histopatolégica dos cortes corados em hematoxilina e eosina
foram realizadas com a finalidade de avaliacdo da intensidade e caracteristicas da
resposta inflamatéria, composicdo do infiltrado inflamatério, intensidade e
caracteristicas do reparo tecidual mole e duro, bem como a organizagao do tecido
0sseo neoformado nos dias 1, 3 e 5 por um avaliador previamente calibrado e



treinado. Os campos de cada grupo foram fotografados e os resultados foram
apresentados de forma descritiva.

Com a finalidade de quantificacao de tecido 6sseo mineralizado, foram
selecionadas para captura digital trés fotomicrografias em cada Iamina nos dias 5, 7
e 15, em aumento de 40X, conforme metodologia esquematica apresentada na
Figura 11, englobando os 2mm do defeito. A escolha das &reas para avaliagéo
morfométrica foi determinada segundo trajeto de perfuracao cirdrgica.

1[2]3

Figura 11 — Areas microscépicas selecionadas para captura e morfometria.

As areas foram fotografadas e as imagens capturadas analisadas por
técnica semi-automatica, com auxilio do programa Axiovision® (Versdo 4.5 para
Windows), aprovado pelo Instituto Nacional de Saude (NIH), Bethesda, EUA. (Figura
12).
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Figura 12 — Programa Axiovision® (Versdo 4.5 para Windows), para
morfometria semi-automatica de fotomicrografias.



Foi obtida a soma da area total de matriz éssea neoformada, que foi

circundada e medida em pm? nos trés campos microscopicos pré-determinados.

4.10 ANALISE ESTATISTICA

Para a andlise estatistica foi usado o modelo de Andlise de Variancia
(ANOVA) e o Teste Post-hoc LSD, sendo os grupos comparados entre si de acordo
com os tempos de sacrificios. O nivel de significancia adotado neste estudo foi de
5% (p<0,05).

4.11 ASPECTOS ETICOS

Este estudo foi realizado de acordo com os Principios Eticos na
Experimentacao Animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal
(COEBA), e aprovado pelo Comité de Etica na Experimentacdo Animal/UFJF, sob o
protocolo 037/2007 (Anexo 1).



5 RESULTADOS

5.1 ANALISE HISTOMORFOLOGICA

No dia 1 apés a confeccao da ferida cirdrgica foi observada, em todos os
grupos do experimento, reagdo inflamatdria aguda em meio ao hematoma pos-
operatério, caracteristica esta tipica do periodo inicial do processo de reparacao.

O infiltrado inflamatério agudo das amostras apresentou predominio de
células polimorfonucleares, principalmente neutréfilos. Ainda, foram observados
vasos dilatados associados a consequente formagdo de edema (Figuras 13, 14 e
15).

Foram observadas, no dia trés apd6s o procedimento cirargico,
caracteristicas tipicas do inicio da fase de organizagdo do reparo tecidual como a
persisténcia do infiltrado inflamatério agudo predominantemente polimorfonuclear e
edema, porém com menor intensidade inflamatéria demonstrada microscopicamente
por menor volume de edema na lamina propria e discreto aumento da celularidade
parengquimatosa conjuntiva, quando comparado com o dia 1.

No dia 3 ndo foi observada neoformagdo Ossea em nenhum dos grupos do
experimento, porém, as amostras do grupo III apresentaram, precocemente, reacao
celular periosteal intensa na cortical oposta a lesdo em comparagcdo com os grupos I e
II. Esta reacdo foi observada a partir da presenca de células de revestimento 6sseo,
localizadas no peridsteo celular — camada periosteal intimamente associada a matriz
Ossea. Estas células se apresentam, quando em repouso, tipicamente dispostas em uma
ou poucas camadas e morfologicamente pavimentosas, enquanto que em estimulo
proliferativo as mesmas assumem morfologia cubdide alta com ntcleos arredondados,
intensamente basofilicos — caracteristicas sugestivas de potencial mitdtico e aumento

de atividade metabdlica para futura sintese protéica (Figuras 16, 17 e 18).

A partir do dia 5 ap6s a confeccédo da ferida cirurgica, as diferencas na
quantidade e na organizacdo de deposicdo do material extracelular colagenoso
ficaram mais evidentes entre os grupos. Os grupos | e Il apresentaram deposicao de
colageno pobremente organizado, formando fibras eosinofilicas delicadas e



discretas, dispersas em intersticio ainda acometido por edema e resquicios do
hematoma inicial. Por outro lado, no grupo lll, foi observada maior quantidade de
deposicao de colageno, em relagao aos grupos | e Il, além de serem observadas
claramente maior densidade de feixes organizados e maior quantidade de vasos
sanguineos neoformados.

Ainda neste periodo, pdde ser observado o inicio do processo de
formagédo 6ssea, com produgdo de ostedide em todos os grupos do experimento,
correspondendo ao periodo de proliferacdo e sintese da reparagédo tecidual. Foi
observado, nos grupos Il e Ill, maior intensidade do processo de sintese associada a
maior produgé@o de ostedide e, inicio de sua mineralizagédo, originando osso imaturo,
desorganizado (trangado) em ambos o0s grupos, com maior organizagao e maturacao
no grupo lll (Figuras 19, 20, 21).
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Figura 13 - Fotomlcrografla do grupo | com 1 dia. Neutrofilos
(setas), edema exsudativo (EX). Aumento original de 250X.
Coloragao HE.
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Figura 14 — Fotomicrografia do grupo Il com 1 dia. Neutrdfilos
(setas), edema exsudativo (EX), particulas do enxerto (EN).
Aumento original de 250X. Coloragao HE.
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Figura 15 — Fotom|crograf|a do grupo III com 1 d|a. Neutrofilos
(setas), edema exsudativo (EX), particulas do enxerto (EN).
Aumento original de 250X. Coloragao HE.



e T — S [ T it >
B SOl R S fd‘:"lr”"‘\ = A
g TR~ T

s = B ) L am R
Figura 16 - Fotomicrografia do grupo | com 3 dias. Margem 6ssea
oposta a ferida 6ssea (MO); periésteo celular (PC); periésteo

fibroso (PF). Aumento original de 250X. Coloracédo HE.
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Figura 17- Fotomicrografia do grupo Il com 3 dias. Observar
Margem dssea oposta a ferida éssea (MO); periésteo celular
(PC); periosteo fibroso (PF). Aumento original de 250X.
Coloracao HE.
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Figura 18 - Fotomicrografia do grupo Il com 3 dias. Margem éssea
oposta a ferida 6ssea (MO); peridsteo celular (PC); peridsteo fibroso
(PF). Aumento original de 250X. Coloracao HE.
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Figura 19 — Fotomicrografia do grupo | com 5 dias. Margem 6ssea
oposta a ferida 6ssea (MO); fibras colagenas (*); neoformacéao
vascular (seta). Aumento original de 250X. Coloracao HE.




Figura 20 - Fotomicrografia do grupo Il com 5 dias. Margem éssea
oposta a ferida éssea (MO); fibras colagenas (*); discreta producao
de osteoide (x); neoformacado déssea (ON); particulas de enxerto
(EN). Aumento original de 250X. Coloracao HE.

Figura 21 — Fotomicrografia do grupo Ill com 5 dias. Fibras
colagenas; discreta producéo de osteoide (X); neoformacao éssea
(ON). Aumento original de 250X. Coloracao HE.

5.2 AN



A média de neoformacdo 6ssea do grupo | para o dia 5 foi de
705,4775um?, enquanto que para os grupos Il e Il foram 565,0925um?® e
1962,678um?, respectivamente (Grafico 1). Na andlise de variancia (ANOVA)
observou-se que existe diferenca estatisticamente significativa de pelo menos um
dos grupos (p=0,021) com no tempo de sacrificio de 5 dias (Tabela 1). Utilizando o
teste LSD conclui-se que existe diferenca estatistica entre o grupo Il quando
comparado aos grupos | e Il, (p=0,021 e p=0,012). O grupo |l apresentou menor
formacao 6ssea, porém a diferenca nao foi significativa quando comparado ao grupo
| (p=0,778) (Tabela 2). As figuras 21, 22 e 23 apresentam a medida de neoformagéo

0ssea em uma lamina de cada espécime de cada grupo.
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5 dias

Grafico 1 — Média da neoformacao 6ssea por grupo com 5 dias de pds-operatorio.



Figura 22- Fotomicrografia da histomorfometria de espécime do
grupo | com 5 dias ap6s do procedimento cirdrgico. Aumento
original de 250X. Coloragéao HE.



Figura 23- Fotomicrografia da histomorfometria de espécime do
grupo Il com 5 dias apds do procedimento cirdrgico. Aumento
original de 250X. Coloragao HE.
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Flgura 24- Fotomlcrografla da hlstomorfometrla de espécime do
grupo Il com 5 dias apdés do procedimento cirargico. Aumento

original de 250X. Coloragéo HE. 2,66um?
no grupt ). Estas
difereng ) 5 figuras



24, 25 e 26 apresentam a medida de neoformacdo éssea em uma lamina de cada

espécime de cada grupo.
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Grafico 2 — Média da neoformacao 6ssea por grupo com 7 dias de pds-operatorio.
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Figura 25- Fotomicrografia da histomorfometria de espécime do
grupo | com 7 dias apds do procedimento cirargico. Aumento
original de 250X. Coloragéao HE.
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Figura 26- Fotomicrografia da histomorfometria de espécime do
grupo Il com 7 dias ap6s do procedimento cirurgico. Aumento
original de 250X. Coloracao HE.
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Figura 27- Fotomicrografia da histomorfometria de espécime do
grupo lll com 7 dias apds do procedimento cirurgico. Aumento
original de 250X. Coloragao HE. 2 foi de

3161,85um*, 3313,952um* e 4250,176um*, respectivamente (Grafico 3). Na andlise



de varidncia (ANOVA), observou-se que existe diferenca estatisticamente
significativa de pelo menos um dos grupos (p=0,047) (Tabela 1). Utilizando-se o
teste LSD, verifica-se que existe diferenga estatistica significativa entre os grupos | e
Il (p=0,023) e entre os grupos Il e Il (p=0,044). Entre os grupos | e |l ndo verificou
diferenga estatistica (p=0,772) (Tabela 2). As figuras 27, 28 e 29 apresentam a

medida de neoformacao 6ssea em uma lamina de cada espécime de cada grupo.

5000,00 =

4000,00 =
o

E
3

3000,00 =

T I I
Grupo | Grupo Il Grupo Il

15 dias

Grafico 3 — Média da neoformacgao 6ssea por grupo com 15 dias de pds-operatorio.



Figura 28- Fotomicrografia da histomorfometria de espécime do
grupo | com 15 dias apds do procedimento cirdrgico. Aumento
original de 250X. Coloracéo HE.

Figura 29- Fotomicrografia da histomorfometria de espécime do
grupo Il com 15 dias apds do procedimento cirurgico. Aumento
original de 250X. Coloragao HE.
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Figura 30- Fotomicrografia da histomorfometria de espécifne do
grupo lll com 15 dias apds do procedimento cirdrgico. Aumento
original de 250X. Coloragéo HE.

Tabela 1 — Resultados da Analise de Variancia (ANOVA): comparagao entre os
grupos nos periodos experimentais estabelecidos.

Tabela 2 — Resultado do teste Post Hoc LSD para os valores de neoformacéao
0ssea entre 0s grupos.

‘empo de

Grupos

Desvio

JORT 2
;acrificio N Media (um’) Padrao P

5 dias Grupo | 4 705,4775 890,8161 0,021~
Grupo I 4 565,0925 613,9161
Grupo Il 5 1962,6780 542,8015

7 dias Grupo | 5 2942,6600 702,2776 0,089
Grupo I 4 2501,7525 616,9852
Grupo Il 5 3780,8700 941,9123

15 dias Grupo | 5 3161,8500 605,6014 0,047
Grupo I 5 3313,9520 580,8188
Grupo Il 5 4250,1760 773,7385

*Nivel de significancia de 5%



VARIAVEL (I) GRUPO (J) GRUPO D

5 dias Grupo | Grupo I 0,778
Grupo | Grupo I 0,021*
Grupo Il Grupo Il 0,012*
15 dias Grupo | Grupo I 0,772
Grupo | Grupo I 0,023*
Grupo I Grupo Il 0,044*

*Nivel de significancia de 5%



6 DISCUSSAO

O conhecimento da fisiologia da reparacdo e remodelacao 6ssea é de
suma importancia para a pratica odontolégica, em especial na implantodontia
(HOLLINGER et al., 1999). A utilizacdo de técnicas cirargicas de enxertia 6ssea
aliada a diferentes meios terapéuticos ndo invasivos, como a laserterapia,
possibilitou melhores condicoes pds-operatoérias, favorecendo a qualidade do osso
neoformado e a osseointegracdo dos implantes (GUZZARDELLA; TORRICELLI;
GIARDINO, 2003, KHADRA et al., 2004a). Alguns estudos anteriores demonstraram
resultados benéficos da laserterapia em associacdo com enxertos 6Sseos no reparo
de defeitos (FREITAS et al., 2000; GARAVELLO-FREITAS et al., 2003; GERBI et al.,
2003; GERBI et al., 2008; KHADRA et al., 2004b; LOPES et al., 2005; MERLI et al.,
2005; NICOLAU et al., 2003; NISSAN et al., 2006; PINHEIRO et al., 2003; PRETEL,
LIZARELLI; RAMALHO, 2007; ROCHKIND et al., 2004; SILVA; CAMILLI, 2006;
WEBER et al., 2006). Porém, até o momento, parece haver poucos estudos nos
quais se avaliou o efeito da associacdo da terapia laser de baixa intensidade e
biomateriais para enxerto, em periodos precoces de reparacdo. Esta avaliacao é
relevante, uma vez que o efeito do laser de baixa intensidade ocorre nas fases
iniciais do processo de reparo, quando ndo houve ainda diferenciagdo celular
(GERBI et al., 2003; GERBI et al., 2008; KNAPPE; FRANK; ROHDE, 2004; OZAWA
et al., 1998; PINHEIRO et al., 2003; PRETEL; LIZARELLI; RAMALHO 2007; SILVA;
CAMILLI, 2006; WEBER et al., 2006). Deste modo, este estudo foi realizado para
avaliar o efeito biomodulador da associacao laser e enxerto 6sseo bovino no reparo
de feridas em fémures de ratos com 1, 3, 5, 7 e 15 dias apdés o procedimento
cirurgico.

No modelo experimental, in vivo, do presente estudo, optou-se pela
utilizacdo de ratos por serem de facil manejo, baixo custo e por ser um modelo
consagrado na literatura para estudos com laserterapia e enxertos 0sseos
(BARUSHKA; YAAKOBI; ORON, 1995; CARVALHO et al., 2006; FREITAS et al.,
2000; GARAVELLO-FREITAS et al., 2003; GORDJESTANI; DERMAUT; THIERENS,
1994; GUZZARDELLA et al., 2003; LUGER at al., 1998; MERLI et al., 2005;
NICOLAU et al.,, 2003; PINHEIRO et al., 2003; ROCHKIND et al., 2004;



STAVROPOULOS et al, 2003; TAPETY et al., 2004). As amostras foram
padronizadas quanto a raca, Wistar albinus, idade e peso (AMADEI et al., 2006;
ANDIA; CERRI; SPOLIDORO, 2006; JUNQUEIRA; CARNEIRO,1999; SCHENK,
1996; TAPETY et al., 2007).

A fim de se excluir a possibilidade de influéncia hormonal, no caso de se
utilizar fémeas (MORAES et al., 2005), a amostra constituiu-se apenas de machos.
Os animais pesavam entre 300 e 360g, eram adultos, ndo estavam em fase de
crescimento e apresentavam maturidade 6ssea.

Para o procedimento cirurgico, os animais foram sedados com solucao
aquosa a 2% de Cloridrato de Xilasina (ROMPUM® - Bayer S.A. So Paulo, Brasil) e
apds 5 minutos, anestesiados com Cloridrato de Cetamina (VETANARCOL® - Konig
S.A. Avellaneda, Argentina), na propor¢ao de 2:1 e 0,1ml da mistura para cada 100g
de peso animal, via intraperitoneal de acordo com Gerbi et al. (2003), Pinheiro et al.
(2003), Reddy (2003) e Rodrigues (2006), permitindo tempo de anestesia suficiente
para os procedimentos cirdrgicos.

De acordo com Betti (2004), é recomendado o uso de defeitos 6sseos nao
criticos para estudos de regeneracdo déssea com o intuito de se avaliar efeitos
terapéuticos com resultados mais rapidos. S&o mais comumente utilizadas tibias
(BARUSHKA; YAAKOBI; ORON, 1995; DAVID et al., 1996; FREITAS et al., 2000;
GARAVELLO-FREITAS et al., 2003; LIRANI-GALVAO; JORGETTI; SILVA, 2006;
LUGER at al., 1998) e fémures (CARVALHO et al., 2006; GERBI et al., 2003; GERBI
et al., 2008; GUZZARDELLA; TORRICELLI; GIARDINO, 2003; MERLI et al., 2005;
PINHEIRO et al., 2003; WEBER et al., 2006). Neste estudo optou-se por realizar um
defeito 6sseo em fémures de ratos por apresentar facil acesso e maior diametro
quando comparado a tibia. Os defeitos realizados foram nao criticos com a remocao
de apenas uma das corticais, 0 que permite a regeneracao 6ssea espontanea pelo
organismo e a possibilidade de compara-la aquela resultante de enxerto ésseo
bovino liofilizado, associado ou ndo a terapia laser de baixa intensidade.

Para a comparacao do reparo, foram realizados defeitos 6sseos em 75
fémures, de 50 animais, divididos em trés grupos, sendo um controle e dois
experimentais. O enxerto 6sseo utilizado para o preenchimento dos defeitos foi o
GenOx-org devido as suas caracteristicas osteoindutora e osteocondutora
(PINHEIRO et al., 2003; SPIEKERMANN et al., 2000; STAVROPOULOS et al., 2003;
TAPETY et al., 2004).



Utilizou-se o laser infravermelho pela maior propriedade de penetracao
tecidual, maior que 2 a 3 mm quando comparados aos laseres vermelhos que
apresentam um potencial de penetracao superficial de 0,5 a 1mm (GRAZIANI et al.,
2004; KHADRA et al., 2004b; PINHEIRO e GERBI, 2006). Embora, Freitas et al.
(2000), Luger at al. (1998), Nicolau et al. (2003), Rochkind et al. (2004) tenham
obtido resultados favoraveis com o uso do laser vermelho no reparo 6sseo, 0 mesmo
nao foi observado por David et al. (1996) em seus resultados radiologicos e
histolégicos.

Foi utilizada a técnica pontual de aplicacdo do laser sobre os tecidos
como preconizado por Carvalho et al. (2006), Gerbi et al. (2003), Gerbi et al. (2008),
Pinheiro et al. (2003) e Weber et al. (2006). Esta técnica foi escolhida pela
possibilidade de grande aproximacao e por ser possivel exercer uma leve pressao
com a ponteira sobre os tecidos, na tentativa de minimizar a reflexdo e a perda de
absorcao de energia na area a ser reparada.

A dose utilizada neste estudo foi 5J/cm? aplicada em quatro pontos ao
redor da ferida por 10 segundos, totalizando 20J/cm? por sessdo e tempo de
aplicacado de 40 segundos. Pinheiro et al. (1997) indicaram que a dose de aplicacao
para a estimulacdo do reparo 6sseo pode variar de 1,8 a 5,4J/cm?®. O intervalo de
tempo entre as aplicacdes foi o0 preconizado em estudos anteriores (CARVALHO et
al., 2006; GERBI et al., 2003; GERBI et al., 2008; PINHEIRO et al., 2003; WEBER et
al., 2006), que corresponde ao periodo de maior resposta celular, liberacdo de
fatores de crescimento e liberacdo de mediadores quimicos da inflamacédo e da
proliferagcéo celular (ALMEIDA et al., 2006; SCHENK, 1996; TAPETY et al., 2004).

Os resultados deste estudo mostraram que no primeiro dia apdés o
procedimento cirlrgico e o tratamento realizado, a resposta tecidual foi semelhante
em todos os grupos do experimento, caracterizada por reagédo inflamatéria aguda,
prépria do periodo inicial do processo de reparacdo Ossea, descrita em estudos
anteriores (AMADEI et al., 2006; ANDIA; CERRI; SPOLIDORO, 2006; JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 1999; SCHELL et al., 2006; SCHENK, 1996; TAPETY et al., 2004).
Estes aspectos observados estdo dentro dos padrées normais e fisiolégicos do
processo de reparagao 6ssea. Quando o tecido ésseo € lesado, o peridsteo, vasos
da cortical 6ssea, medula e tecidos circundantes sdao rompidos. Ocorre um
sangramento oriundo das margens do tecido ésseo lesado e dos tecidos moles

vizinhos, formando um hematoma ou coagulo sangtiineo dentro do canal medular,



entre as extremidades da fratura 6ssea e o peridésteo. Simultaneamente a formacéao
do codagulo, o tecido imediatamente adjacente a fratura necrosa e estimula intensa
resposta inflamatéria caracterizada por vasodilatacdo, exsudacdo do plasma,
leucécitos e células mesenquimais (AMADEI et al., 2006; CALIXTO et al., 2007;
TAPETY et al., 2007).

O efeito biomodulador do laser foi observado a partir do terceiro dia
quando se evidenciou nos espécimes irradiados uma reacao periosteal mais intensa
e células de revestimento 6sseo na cortical oposta a lesao, indicativa de potencial
mitético e aumento da atividade metabdlica para futura sintese protéica. Uma
justificativa para estes achados pode ser encontrada em trabalhos com irradiacéo
laser em culturas de osteoblastos. Em estudos in vitro de Ozawa et al. (1998)
observou-se a estimulacdo significativa da proliferacdo celular, da atividade de
fosfatase alcalina e expressdao da osteocalcina. Demonstrou-se que a acao
estimulatéria da irradiagdo apenas ocorre nos estagios de proliferacdo e
diferenciacdo de precursores imaturos, ndao sendo observados efeitos em
osteoblastos diferenciados. Stein et al. (2005) também observaram um aumento
significativo na sobrevivéncia celular e uma maior contagem de osteoblastos no
grupo irradiado 24 e 48 horas apds a aplicacdo do laser. A diferenciacdo e a
maturacdo das células foram avaliadas por marcadores osteogénicos como
fosfatase alcalina, osteopontina e sialoproteina 6ssea. De acordo com os autores,
esta taxa mais elevada de proliferacédo e diferenciacdo pode levar a um aumento do
acumulo de calcio e, consequentemente, a promog¢do do reparo ésseo. Baseado
nestes dados, pode-se supor que as duas irradiagdes exerceram uma acao
estimulatoria sobre células osteogénicas do defeito nestes trés primeiros dias,
justificando nossos achados.

As propriedades osteocondutora e osteoindutora atribuida ao enxerto
0sseo bovino (CALIXTO et al., 2007; PINHEIRO et al., 2003; SPIEKERMANN et al.,
2000; STAVROPQULOS et al., 2003; TAPETY et al., 2004) foram confirmadas pelo
grupo Il que, também, apresentou uma reacao periosteal oposta a lesao 6ssea,
porém mais discreta quando comparado ao grupo lll. Estudos histomorfométricos
prévios em humanos, cirurgias de levantamento de seio maxilar e cicatrizacao
alveolar tém demonstrado resultados semelhantes com a inducado e conducdo da
neoformacgédo 6ssea quando utilizado o enxerto 6sseo bovino como terapéutica na
reparacao o6ssea (CALIXTO et al. 2007; SPIEKERMANN et al., 2000).



Com cinco dias, o grupo lll apresentou maior deposicdo de colageno,
além de maior densidade de feixes organizados e maior quantidade de vasos
sanglineos neoformados. Estes aspectos sao considerados importantes durante a
cronologia do reparo 6sseo de acordo com Amadei et al. (2006) e Tapety et al.
(2007). Podemos ainda destacar maior intensidade do processo de sintese
associado a maior producao de ostedide e de forma importante o inicio da
mineralizacao deste tecido, originando osso imaturo, desorganizado (trancado). De
acordo com Andia, Cerri e Spolidoro (2006) o inicio do reparo do calo 6sseo é
caracterizado pelo arranjo irregular dos osteécitos e orientagcéo irregular das fibras
colagenas. Portanto, este reparo 6sseo mais organizado pode ser considerado como
resultante do efeito biomodulador da laserterapia. No sexto dia ap6s a aplicacao de
laser de HeNe, Baruska, Yaakobi e Oron, (1995) também observaram um aumento
significativo da atividade de fosfatase alcalina e um preenchimento do defeito
cirurgico com tecido osteoide, osteoblastos e restos de células sanguineas. Quando
comparado ao grupo I, o grupo Il apresentou maior intensidade de sintese de
coldgeno ao redor das particulas de enxerto, confirmado a caracteristica
osteoindutora e osteocondutora do enxerto ésseo utilizado (CALIXTO et al., 2007;
PINHEIRO et al., 2003; SPIEKERMANN et al., 2000; STAVROPOULOQOS et al., 20083;
TAPETY et al., 2004). O efeito osteocondutor de um enxerto 6sseo bovino também
foi analisado por Tapety et al. (2004) em defeitos de fémures de ratos que
observaram formacao 6ssea no grupo experimental e controle, bem como uma fina
camada de matriz 6ssea cobrindo o Bio-Oss®.

Nissan et al. (2006), Pinheiro e Gerbi (2006) e Silva e Camilli (2006)
ressaltaram, também, o efeito bioenergético e bioelétrico da laserterapia. O efeito
bioenergético é verificado por meio do aumento da producdo de ATP através da
estimulacdo mitocondrial, que promove o aumento da producado de acido nucléico e
consequentemente a divisao celular e sintese protéica. O efeito bioelétrico provoca a
normalizagdo do potencial idbnico da membrana, e conseqliente normalizacdo das
funcbes das células.

Frente ao exposto, verifica-se pela analise histomorfoldégica o efeito
biomodulador positivo do laser de baixa intensidade nas fases inicias do reparo
0sseo com atuacao importante nas fases de proliferacao e diferenciacao das células
de linhagem osteoblastica.



A area de formacao éssea em toda a extensdo do defeito foi avaliada,
quantitativamente, por meio da histomorfometria. No periodo de cinco dias, o grupo
IIl apresentou a maior area de formagao com diferenga estatisticamente significativa
quando comparada com os grupos | e Il. Com cinco dias, Nicolau et al. (2003)
observaram um volume Osseo estatisticamente maior no grupo dos animais
irradiados com laser de GaAlAs quando comparado com o grupo controle. Barushka,
Yaakobi e Oron (1995) e Ozawa et al. (1998) encontraram altos niveis de fosfatase
alcalina em estudos in vitro sugerindo intensa atividade osteoblastica apds a
irradiacdo a laser, o que pode explicar os achados deste estudo com maior
neoformagdo éssea no grupo lll. E interessante notar que neste periodo
experimental, ndo houve diferenca estatisticamente significativa na area de o0sso
neoformada quando se comparou o grupo | com o grupo Il. Isto sugere que a
presenca das particulas gera a necessidade de reabsorcéo do enxerto antes da neo-
formacado 6ssea (TAPETY et al. 2004). Desta forma, quando utilizaram enxerto
0sseo bovino inorganico, Calixto et al. (2007) relataram que apesar da
biocompatibilidade e das propriedades osteoindutoras e osteocondutoras atribuidas
aos enxertos bovinos terem sido confirmadas em seu estudo, foi observado que o
material causou um atraso no reparo 6sseo. Como foi observada diferenga
estatisticamente significativa quando foram comparados os grupos Il e lll, pode-se
sugerir que a associagao entre o enxerto 6sseo e a irradiagao laser foi benéfica e
acelerou a neoformacao 6ssea.

Na andlise histomorfométrica com sete dias, ndo foram observadas
diferencas estatisticamente significativas entre os trés grupos. Apesar disto, nota-se
que houve maior formagao no grupo lll. A analise morfométrica no sétimo dia da
associacao da aplicacao do laser de baixa intensidade com uma substancia indutora
contendo BMPs apresentou melhor resultado com diferenga estatisticamente
significativa no trabalho de Carvalho et al. (2006). Apesar de terem notado maior
volume 6sseo no grupo dos animais irradiados no quinto dia, Nicolau et al. (2003)
também observaram que a quantidade de osteoclastos foi significativamente maior
no grupo irradiado quando comparado ao néo irradiado, e concluiram que o laser de
baixa intensidade usado no periodo inflamatério do processo de reparo 6sseo
aumenta a atividade celular normal de reabsorcao e formacao. No presente trabalho,
foi notado no dia 5, histologicamente, melhor organizacao tecidual indicando um

reparo mais avancado e, histomorfometricamente, maior area de formacéao 6ssea.



Deste modo, poderia-se supor que o processo de reabsorcédo estaria mais avancado
no dia 7 no grupo que sofreu acdo da laserterapia, indicando que ja teria sido
iniciado o processo de remodelacao por osteoclastos. Garavello-Freitas et al. (2003)
observaram aumento significativo no crescimento 6sseo em defeitos sem enxerto
com oito dias apos irradiacdo, com invasdo concomitante de osteoclastos e
aceleracao da organizacao de matriz de colageno. Consideraram que a ag¢ao de
osteoclastos ativos foi responsavel pela redugao da area trabecular no 15° dia. Da
mesma forma poderia ser sugerido que esta invasao precoce de osteoclastos tenha
causado a diminuicdo da area dssea no sétimo dia do presente trabalho. A
confirmacgao destes achados poderia ser feita por avaliacdo por imunohistoquimica.

Na analise histomorfométrica da formacao éssea do dia 15, os resultados
apresentaram diferencgas estatisticamente significativas entre os trés grupos. A maior
formacdo Ossea foi observada no grupo Il com diferenga estatisticamente
significativa entre os grupos | e Ill e entre os grupos Il e Ill. Nao houve diferenca
entre os grupos | e Il. Por meio de avaliagdo imunohistoquimica, Tapety et al. (2004)
comprovaram a atividade osteoblastica do Bio-Oss® nas fases iniciais do reparo pelo
preenchimento da cavidades por tecido 6sseo apds 14 dias de observacao. Apesar
do conhecido potencial osteocondutor e osteoindutor do enxerto 6sseo bovino
liofilizado, existem relatos de retardo no reparo 6sseo neste periodo de observacgéo.
Queiroz et al. (2006) concluiram que houve um aumento do efeito osteogénico pela
analise histoldgica do processo de reparo 6sseo quando utilizaram enxerto 6sseo
liofilizado associado ou ndo ao uso de membrana. Entretanto, no periodo
experimental de 15 dias, observaram que as particulas do enxerto encontravam-se
cercadas por tecido conjuntivo fiboroso com a presenca de processo inflamatério
cronico caracterizado pela presenca de macrofagos e células gigantes. Na analise
histomorfométrica realizada no estudo de Calixto et al. (2007), foi constatado que
houve menor formacao 6ssea no grupo tratado com enxerto 6sseo bovino quando
comparado com o controle no periodo de 15 dias.

A associagao entre a laserterapia de baixa intensidade e o enxerto 6sseo
apresentou maior a area de neoformacao 6ssea neste estudo, quando comparada
com os outros tipos de tratamentos. A analise histologica dos trabalhos de Gerbi et
al. (2003) e Pinheiro et al. (2003) mostraram um resultado eficaz da laserterapia
associada a enxerto 6ésseo bovino orgénico e inorganico, respectivamente. Apesar
dos relatos de atraso na reparacédo (CALIXTO et al., 2007; QUEIROZ et al., 2006),



pode ser sugerido que a irradiacao laser compensa o retardo provocado pelo
enxerto por seu efeito bioestimulador. A aceleracdo do processo de reparo de
fraturas cirurgicas em ratos irradiadas com laser de HeNe foi observada em MEV, de
forma qualitativa ap6s 14 dias (FREITAS et al, 2000). O volume ésseo obtido e a
taxa de aposicdo mineral foi significativamente maior no 15° dia no grupo irradiado
com laser de GaAlAs quando comparado com o controle no trabalho de Nicolau et
al. (2003). O trabalho de Garavello-Freitas et al. (2003) mostrou faixas de fibras de
colageno paralelas no local do defeito no 15° dia e a aceleragédo da consolidagao de
defeitos cirargicos produzidos em ratos. Histologicamente, Khadra et al. (2004b)
concluiram que o efeito favoravel da LLLT sobre o reparo 6sseo pode ser explicado
pela promocao da angiogénese, producao de colageno, proliferacao e diferenciacao
de células osteogénicas e aumento da sintese de ATP. Uma média de formacao
O0ssea mais significativa, massa 6ssea mais densa e menor gap apés 14 dias, foram
os resultados obtidos por Merli et al. (2005) quando analisaram, por meio de
histomorfometria, o reparo de defeitos em fémur de ratos, apos irradiagao com laser
de GaAlAs. Melhor remodelacdo 6ssea, quantitativa e qualitativa foi obtida por
Weber et al. (2006) nos grupo enxertados com o0sso autégeno e laserterapia com 15
dias. Outros trabalhos associando a LLLT com enxerto 6sseo bovino e BMPs
(CARVALHO et al., 2006; GERBI et al., 2008), LLLT com enxerto ésseo bovino,
BMPs e membrana também obtiveram melhores resultados do que quando estas
terapias foram aplicadas isoladamente (GERBI et al., 2003). Rochkind et al. (2004)
utilizando uma metodologia diferente, a espectroscopia infravermelha, também
obtiveram resultados favoraveis estatisticamente significativos com a combinacao da
laserterapia de baixa intensidade e enxerto 6sseo bovino no tratamento poés-
traumatico. Por outro lado os estudos de David et al. (1996) e Gordjestani, Dermaut
e Thierens (1994) ndo apresentaram efeitos biomodulador benéficos do laser. Estes
resultados podem ser explicados pela metodologia e pelo laser utilizados.

Poucos sdo os trabalhos encontrados na literatura relatando os efeitos da
associacdo do laser de baixa intensidade e enxerto 6sseo bovino nos estagios
precoces de reparo. Dentro dos parametros definidos pelo presente estudo, pode-se
observar que a associacdo da terapia a laser e enxerto 6sseo bovino foi benéfica
tanto na organizacao do tecido nos estagios precoces de reparo (3 e 5 dias), quanto
na quantidade de osso neoformado nos trés tempos experimentais, apesar de

relatos anteriores afirmando que a presenca do enxerto 6sseo traria um retardo em



determinadas fases do processo. Estudos de imunohistoquimica sdo necessarios
para elucidar os fendmenos celulares que ocorrem neste periodo e que possam

explicar o efeito biomodulador observado com esta associagéo.



7 CONCLUSOES

De acordo com a metodologia utilizada e a andlise dos resultados obtidos,
concluiu-se que:

e Qualitativamente, a associacdo entre a terapia laser de baixa
intensidade e o enxerto 6sseo bovino resultou em efeito biomodulador positivo com
melhor organizacdo tecidual nas fases iniciais do reparo e formacao precoce de
ostedide quando comparado com apenas enxerto e o controle.

e Quantitativamente, a associacdo entre a terapia laser de baixa
intensidade e o enxerto 6sseo bovino resultou em maior quantidade de tecido 6sseo
neoformado nos trés tempos experimentais, com diferenga estatisticamente
significativa nos dias 5 e 15.

e As andlises qualitativa e quantitativa comprovaram a acao
biomoduladora positiva da terapia laser de baixa intensidade em associagdo com

enxerto 6sseo bovino no reparo 6sseo de defeitos em fémures de ratos.
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