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RESUMO

Poppi RR. Efeito osteogénico do laser de baixa poténcia aliado a enxerto
0sseo no tratamento de defeito produzido no fémur de ratas ovariectomisadas.
Campo Grande; 2015. [Tese — Programa de POs-Graduacdo em Saude e
Desenvolvimento na Regido Centro-Oeste da Universidade Federal de Mato Grosso
do Sul].

Uma fratura pode representar potenciais alteracbes musculoesqueléticas e meses
de hospitalizacdo, acarretando graves problemas a saude. Existem sobretudo casos
em gue o processo de osteogénese pode ser acelerado. O objetivo da pesquisa foi
analisar o efeito osteogénico do laser de baixa poténcia aliado a enxerto 6sseo no
tratamento de defeito produzidos no fémur de ratas ovariectomisadas. Foi realizado
ovariectomia bilateral em 108 ratas (adultas) de linhagem Wistar e apés a
comprovacdo da diminuicdo da massa 0Ossea, feita através de andlise digital da
densidade 6ssea, foi realizada uma perfuracdo padronizada na diafise do fémur (2
mm). Os animais foram divididos em grupos: Laser As-Ga-Al (660nm); Laser In-Ga-
Al-P (808nm); Laser aliado a enxerto 6sseo em ambos os comprimentos de onda;
Grupo Controle com e sem enxerto 0sseo. Os animais foram submetidos a
eutanasia apods 7, 14 e 28 dias. Os segmentos foram destinados & histologia para
analise de células 0sseas: Trabéculas 0sseas, osteoblastos, ostedcitos, fibroblastos
e colageno. Foi realizada ainda analise descritiva histolégica e a avaliacdo
morfométrica para a quantificacdo das areas representativas de 0sso neoformado. A
andlise histolégica e mormometrica evidenciaram que nos animais tratados com
Laser In-Ga-Al-P (808nm) e Laser As-Ga-Al (660nm) apresentaram melhores
resultados em relagcdo ao grupo Grupo controle com p< 0,05. Possibilitando indicar
parametros de terapia laser para induzir ao aumento de células responsaveis pela
proliferacéo e reparo 6sseo.

Palavras-chave: Laser de Baixa Poténcia. Ovariectomia. Enxerto. Reparacao
Ossea.



ABSTRACT

Poppi RR. Osteogenic effect of Low-Level Laser combined with bone graft into
the defect produced in the treatment of femur ovariectomisadas rats. Campo
Grande; 2015. [Tese — Programa de Pds-Graduagdo em Saude e Desenvolvimento
na Regido Centro-Oeste da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul].

Abstract

A bone fracture may represent potential bone-muscle alterations and months of
hospitalization, leading to grave health issues. There are cases where the
osteogenesis process may be accelerated. The aim of the research was to analyze
the osteogenic effect of low-level laser in union with bone and absorbable cortical
bone membrane grafts in treating defects produced in the femur of female mice
submitted to ovariectomy. Bilateral ovariectomy was performed in 108 female (adult)
mice of Wistar lineage and after the evidence of reduced bone mass, done through
bone density digital analysis; a standard perforation was made on the femur’s
diaphysis (2mm). The animals divided in groups were treated with As-Ga-Al Laser
(660nm); In-Ga-Al-P Laser (808nm) as well as bone and bovine cortical bone
membrane grafts. The animals underwent euthanasia after 7, 14 and 28 days. The
sections destined to histology were colored with HE for bone cell analysis: bone
Trabeculae, Osteoblasts, Osteocytes, Fibroblasts and Collagen. Histological
descriptive analysis and morphometric evaluation to quantify the representative
areas of neoformed bone were also performed. The histological analysis, when
analyzing bone trabeculae, showed that the animals treated with In-Ga-Al-P Laser
(808nm) presented better results after 28 days when compared to the As-Ga-Al
Laser (660nm) group results. allowing for the identification of ideal laser therapy
parameters to induce the increase of cells responsible for bone growth and repair.

Keywords: Low-Level Laser, Ovariectomy, Graft, Bone Repair.
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1 INTRODUCAO

Uma fratura pode representar potenciais alteracdes musculoesqueléticas e
meses de hospitalizagdo, acarretando graves problemas a saude e altos custos
socioeconOmicos. A osteoporose reconhecida como um dos maiores problemas de
salude publica do século tem contribuido com o aumento da incidéncia de fraturas
todos os anos (RIERA-ESPINOZA, 2009; SIRIS et al., 2009; PIPI, 2010).

O remodelamento 6sseo depende da atividade das células éOsseas, para
producdo de novo tecido, evento crucial ao processo de remodelamento 0sseo e
recuperacdo apos lesdo. Quando ocorre um desequilibrio entre as células Gsseas
leva a diminuicdo da densidade 0ssea, seguida de intensa diminuicdo de densidade,
osteoporose; a osteoporose principal patologia responsavel pelo aumento da
incidéncia de fraturas em todo o mundo (PAPLER, 1997; BEMBEM, 1999; KALFAS
2001; LANNA, 2003; NASCIMENTO, 2003; CORSETTI, 2005; MAEDA, 2005; DINIZ,
2006; HAACH, 2006; SHA et al,. 2009; WU et al., 2014; NACER 2015).

Varios estudos vém investigando os efeitos de tratamentos néo invasivos para
o controle da reducdo da massa 0ssea, reparo e crescimento 0sseo. Entre estes,
podemos citar a aplicagcdo do laser terapéutico de baixa poténcia, seus efeitos
positivos atuam na aceleracdo do processo de cicatrizacdo, aumento da
vascularizacdo, proliferacdo celular, maior resisténcia mecanica no tecido 6sseo
recém-formado além do aumento da calcificacdo da matriz éssea (BLAYA et al.,
2008; TORRES et al., 2008; MARQUEZ MARTINEZ et al., 2008; PIPI, 2010; POPPI
et al., 2011; BARBOSA et al, 2012; GARCIA et al., 2012; CUNHA, 2012,
CARVALHO-LOBATO et al., 2014; PALLOTTA 2014).

De modo que ocorra uma consolidacdo rapida e sem complicacdes se faz
também fundamental uma estrutura 6ssea adequada no local da lesdo, o uso de
enxerto 0sseo na pratica cirdrgica veio auxiliar a consolidacdo de fratura,
promovendo a formacdo de calo precoce através de um processo chamado de
substituicdo invasiva, associado ao processo de osteoconducéo, osteoinducéo e
biocompatibilidade, disponibilizando variedade de materiais como a hidroxiapatita,
vidro bioativo, osso liofilizado bovino, carbonato de calcio, fosfato tricalcio e
Polimero de Mamona (BRAZ et al., 2003; FREITAS et al.,, 2004; TORRES et al.,
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2008; CAMARGO et al., 2010; Pipi, 2010; ROGERS et al., 2012; CALORI et al.,
2011; NACER et al, 2012, 2015). Existem enxertos que trazem em sua
composicao; osso liofilizado bovino e que diariamente sdo utilizados em medicina
ortopédica e em ortodontia. Sobrepujando caracteristicas Osseas e fatores
diferenciadores, cuja importante funcdo é induzir a transformagdo das células
mesenquimais indiferenciadas em condroblastos e osteoblastos (KIRKER-HEAD,
1995; LIMA et al. 2004; MOREIRA, 2004; KVETON & COELHO, 2004; ABDUL et
al., 2004; SANTOS et al., 2005; RESENDE et al., 2006). Assim, 0 0ss0 bovino é um
material muito utilizado pela sua semelhanga estrutural e mecanica com 0 0SS0
humano (HALLMAN, 2008; TORRES et al., 2008)

Favorecer e possibilitar o processo de consolidacdo € essencial,
principalmente para individuos em casos graves que necessitam de substituto
0sseo em grande quantidade sem que necessite de procedimento cirdrgico. O
conhecimento de métodos que estimulem a consolidacdo de fratura em 0sso
osteoporético adquire consideravel importancia. Assim sendo, o0 objetivo deste
estudo foi analisar o efeito osteogénico do laser de baixa poténcia (In-Ga-Al-P e As-
Ga-Al) aliado a enxerto 6sseo e membrana reabsorvivel de cortical 6ssea no
tratamento de defeito produzido no fémur de ratas ovariectomisadas, por meio de

analise histologica e por morfometria.



16

2.1 Osteoporose: Consideragdes gerais

A osteoporose, uma doenca osteometabdlica, decorre de uma alteracdo do
equilibrio entre formacdo e reabsorcdo 0ssea, intimamente ligada ao avancar da
idade e nas mulheres pos-menopausais em decorréncia da deficiéncia do horménio
ovariano, o estrogeno (WARD, 1995; CHANG et al.,, 2004; ARDILA 2003). Na
osteoporose, observa-se que o predominio da reabsorcdo 0ssea acaba levando a
reducdo da densidade mineral 6ssea (DMO).

A osteoporose é a alteracdo metabdlica mais freqliente acometendo 0s 0sso0s,
caracterizando-se pela diminuicdo lenta e progressiva da massa Ossea. A
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) define osteoporose como uma doenca
esquelética sistémica caracterizada por diminuicdo da massa 0ssea e deterioracdo
microarquitetural do tecido 6sseo, com conseqliente aumento da fragilidade Ossea e
susceptibilidade a fratura (PIPPA, 1996; ORGANIZACION MUNDIAL DE LA SALUD,
2000; SHARP; DOHME, 2001; NASCIMENTO, 2003; ARAUJO et al., 2005; HAACH,
2006). Apresenta carater multifatorial, que envolve aspectos hormonais, genéticos e
nutricionais (HEISS et al., 2008).

A osteoporose € diagnosticada quando se observa alteracdo na sintese e
absorcdo de tecido Osseo, criando cavidades excessivamente profunda que nao
consegue ser preenchida suficientemente (BEMBEM, 1999; SEEMAN; EISMAN,
2004; EIS, 2003; NASCIMENTO, 2003; HAACH, 2006). Tornando 0s 0sSs0sS mais
frageis e mais suscetiveis a fraturas (ELFFORS, 1998; CARVALHO; CLIQUET,
2003; DINIZ, 2006).

A forma mais comum da doenca acomete as mulheres com deficiéncia de
estrogénio, mulheres na pés-menopausa ( LERNER, 2006). Portanto, devido sua
prevaléncia na populacdo mundial a osteoporose tem recebido atencdo como
grande problema de saude publica (SIQUEIRA, 2013). As fraturas ndo sédo o unico
inconveniente da osteoporose, ja que complicacdes secundéarias podem deixar os
pacientes muito debilitados, podendo levar a morte. Sendo sua prevencéao essencial
para a manutencédo da saude, da qualidade de vida, e da independéncia durante o
envelhecimento (SBEM, 2010).
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Um estudo publicado por Araujo, 2005 sobre o custo médio da hospitalizacao
por paciente para tratamento cirdrgico de fratura osteoporoética de quadril revelou
uma cifra de R$ 24.000,00 no sistema privado de saude brasileiro e mostrou que
apenas 24% dos pacientes receberam tratamento clinico, inclusive medicamentoso,
para osteoporose apos a fratura. A populacdo brasileira estd propensa a
desenvolver osteoporose, estimativas revelam que a patologia aumentou de 7,5
milhdes, em 1980, para 15 milhdes, em 2000 (SBEM, 2010).

A perda de massa Ossea pode ser evidenciada através de exames
diagnostico, pois, as perdas de massa 0ssea podem ser observadas por meio das
alteracOes na densidade do osso cortical e trabecular como a radiografia (Raio-X). O
raio-X € o método de escolha para a verificacdo de fraturas, por ser simples e
acessivel.

O sistema digital Digora (versao 1.51) tem sido muito utilizado em estudos,
com recursos de manipulacdo de imagem e obtencdo de medidas de distancia e
densidade radiografica (WHITE et al., 1999; SALZEDAS et al.,2002; CANOVA et al.,
2003; MEURER et al., 2003; LICKS et al., 2004; GIOVANINI et al., 2007; SILVA et
al., 2007). A radiologia € utilizada na area da saude como um exame complementar
no diagndstico de patologias 6sseas. Os avanc¢os da imagem digital tém constituido
uma alternativa na deteccéo de perdas Osseas.

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

As fraturas osteoporéticas vertebrais sao responsaveis por grande

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

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

Os fatores que aumentam o0s riscos de osteoporose sdo: idade poés-
menopausa, raca caucasiana ou asiatica, tabagistas, alcoolistas, portadores de
insuficiéncia renal croénica, baixo peso, baixo indice corporal, menopausa precoce,
menarca tardia, sedentarismo, historia prévia de fratura apdés os cinqienta anos,
historia familiar de osteoporose, baixos niveis de testosterona, ingestéo deficiente de
calcio, muito café, baixa exposicdo ao sol, doencas que afetem o metabolismo
0sseo, como o hiperparatireoidismo primario e o uso cronico de corticosteréide
(ARAUJO et al., 2005; DINIZ, 2006).

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

Houve uma crescente demanda por cuidados com o0s pacientes
osteopordticos, isso provocou uma expansao dos servicos de avaliacdo e tratamento
da osteoporose. Desta forma, buscar medidas mais avancadas para as possiveis
complicagcbes da osteoporose, como € o caso das fraturas, tornou-se de vital

importancia.



19

2.2 Ovariectomia e Osteoporose

Um modelo experimental que simula a deficiéncia estrogénica pos-
menopausa em mulheres é a ovariectomia de ratas, a qual resulta na diminuicdo dos
niveis de estrégeno. Como resultado, a ovariectomia causa perda 6ssea em 0SS0S
como maxila, mandibula, fémur, entre outros. Contudo, considerando-se que o0s
sinais apresentados pelas mulheres acometidas pela doenca ndo séo idénticos aos
gue ocorrem nas ratas neste modelo, considera-se apropriada, a utilizacado do termo
osteopenia que reflete a diminuicdo da massa éssea nestes animais em decorréncia
da deficiéncia estrogénica (PRADO, 2008).

Estudando diferentes tempos de ovariectomia e orquiectomia (ratos machos),
Most et al. perceberam que em cultura de células a deficiéncia estrogénica causa
aumento transitorio na osteoclastogénese. Sete dias apo0s a cirurgia, o potencial
osteoclastogénico das células de medula hematopoiética foi acentuado e se
estabilizou apos 30 dias de deficiéncia hormonal. Seriam estas células, as
responsaveis por uma fase precoce de rapida perda éssea.

Para Colombo e colaboradores (2003), cirdrgia dos ovarios nas mulheres, ha
maior perda de taxa éssea, sugerindo que os horménios gonadais desempenham
importante funcdo na prevencao da perda 0ssea.

Como ja foi visto varias sédo as dificuldades enfrentadas para que ocorra uma
boa remodelacdo em tecido ésseo osteoporético. As pesquisas buscam a melhor
forma de tratamento, e para isso € necessario a utilizacdo de cobaias para inducao
da osteoporose sendo importantes que as alteragcdes encontradas no modelo
experimental estudado se assemelhem as encontradas em humanos.

A ovariectomia é um procedimento cirtrgico o qual é retirado o(s) ovario(s), o
que reduz os niveis seéricos de estrogeno e progesterona. O estrogeno e a
progesterona sdo hormdnios sexuais femininos estéo ligados direta ou indiretamente
aos osteoclastos, estes horménios produzidos principalmente nos ovarios, sendo
responsaveis pela manutencdo das caracteristicas femininas durante a vida
(COLOMBO et al., 2003).
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A osteoporose induzida pela castragdo embora seja decorrente
principalmente da reducdo na aposicdo Ossea, tem-se depois de trés meses
aumento da reabsorcdo 0ssea, potencializando a osteopenia (SERAKIDES, 2001).

O modelo de ratas ovariectomizadas para estudos da perda de massa 6ssea
pés menopausa é bem aceito, sendo o modelo preconizado pelo Food and Drug
Administration (FDA) para estudos pré-clinicos de drogas para prevengdo e
intervencdo da osteoporose (KODAMA, 2003; MELLO; GOMIDE, 2005;
CANETTIERI, 2006; RENNO, 2006; POPPI et al., 2012).

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

2.3 Reparo de lesédo em tecido 6sseo osteoporotico

O numero de casos de fraturas no mundo tem aumentado, um fato a ressaltar
€ que com o avanco da idade, os 0ssos tornam-se finos e relativamente quebradicos
(BANDEIRA et al.,, 2006; OTT, 2004). A osteoporose ha anos vem causando
milhares de fraturas no mundo e representa um elevado custo no orcamento dos
paises.

O osso apresenta como funcfes primaria: Suporte, Depésito de minerais e
lipidios, producao de células sanguinea protecao, sistema de alavancas — (MARTINI,
1998; KATCHBURIAN; ARANA, 1999; KESSEL, 2001) (BEZERRA, 2005).

O tecido Gsseo € constituido de 90% de fibras colagenas tipo | e outras
proteinas que representam 10%. Na osteoporose as fibras colagenas foram
observadas alinhadas frouxa e irregularmente com espagos alargados, algumas
delas comecando a evidenciar diferentes graus de defeitos entre elas (YUN SHEN et
al., 2009).
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Histologicamente existem dois tipos de tecido ésseo: imaturo e maduro os
diferencia sdo as organizaces tridimensionais em suas fibras colagenas (FREITAS,
2001).

O tecido 6sseo primario € o primeiro tecido 6sseo a aparecer na formacao da
estrutura 0ssea. A matriz neste estagio apresenta feixes entrelacados de fibras
coldgenas, sem organizacdo definida. O tecido Osseo secundario substitui
gradativamente o tecido 6sseo primario pela deposicdo gradual de estratos ou
camadas de matriz, que o transformam da forma trabecular para lamelar (YU et al.,
1997).

MOSEKILDE et al.,, 1995 relataram que a porcdo cortical éssea dos ratos
perde o sistema Haversiano; responsavel pela passagem de vascularizacdo e, por
iSso, esses animais possuem pouca remodelacdo de osso intracortical. A perda
O0ssea poOs-menopausa devido a deficiéncia de estrogénio leva a uma perda
desproporcional entre 0 0sso cortical e o trabecular, sendo maior neste ultimo (Riggs
(1991).

A cicatrizacdo de defeito 6sseo é utilizada em muitas experiéncias classicas
tratando-se de influéncias de medidas para melhorar a regeneracdo &ssea
(PARISIEN et al. 1995; PINHEIRO et al., 2001; CARVALHO et al., 2002; SILVA
JUNIOR et al., 2002; NASCIMENTO, 2003; RENNO, 2006; CANETTIERI, 2006).

A osteoporose poés-menopausa € uma doenca silenciosa na qual ha
diminuicdo da producdo de hormdnios sexuais, reduzindo a formacdo da matriz
protéica onde é depositado o calcio, diminuindo a aposi¢cao por uma diminuicdo da
acdo osteoblastica, ocorrendo perda de conexdes entre as trabéculas Osseas
criando grandes cavernas de reabsorcdo (SERAKIDES, 2001; LANNA, 2003;
ARDILA, 2003).

ARDILA, 2003, em seu estudo destaca que o0 estrogénio pode alterar a
velocidade de crescimento osteoblastica, além, de inibir a PGE2 (prostaglandina E2)
e alterar a sintese e secrec¢ao de proteinas responsaveis pela ativacdo de fatores
que diminuem a reabsorcdo O0ssea (TGF-B, Transforming growth factor Beta). Os
receptores E2 controlam 70% da reabsorcao 0ssea.

A porosidade do osso € importante, pois afeta diretamente as caracteristicas
mecanicas do tecido osso lamelar e osso esponjoso (HALL, 2000). O tecido ésseo é

sua estrutura interna possui canais medulares e transversos de Havers e os canais
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de Volkman (KODAMA, 2003; TORTORA, 2000). Em resposta a modificacdes das
forcas a que esta submetido o osso tende a resistir “imovel” ou deformar-se. As
forcas ou cargas superiores ao limite elastico 6sseo e pouco tempo de recuperacéo
podem levar & deformacdes plasticas permanentes ou fraturas (GUYTON, 1988).

Nos periodos iniciais do reparo, o acido ribonucléico (RNA) mensageiro do
IGF-1 foi expresso pelas células mesenquimais, por condrécitos imaturos, pré-
osteoblastos, osteoblastos e ostedcitos no calo 0sseo. Apds duas semanas de
reparo, 0s osteoblastos continuavam a expressar IGF-l. Tal fator parece estar
envolvido na proliferacéo e diferenciagdo de osteoblastos e condrdcitos, atuando
como um fator mitogénico autocrino e paracrino durante o reparo 6sseo. Apesar de
ser encontrado em menores quantidades quando comparado como IGF-Il, o IGF-I
promove maior sintese de colageno, sendo mais ativo sobre o tecido 6sseo.

O reparo de lesédo de tecido 6sseo osteoporético continua representando um
problema para os cirurgiées, paciente e ao Sistema Unico de Saude. Os implantes
ortopédicos normalmente carecem de caracteristicas basicas dos tecidos vivos,
como capacidade de auto-reparo e manter um adequado suprimento sanguineo, e
capacidade de modificar a sua estrutura e propriedades em resposta a fatores
ambientais como, por exemplo, cargas mecanicas.

O mecanismo de ligagdo do tecido ao biomaterial é diretamente relacionado
ao tipo de resposta tecidual que ocorre na interface tecido/biomaterial. Nenhum
material implantado em tecidos vivos pode ser considerado totalmente inerte, porque
sempre havera algum tipo de resposta nos tecidos provocada pela insercdo do
mateiral.

No entanto, o que torna um material bioinerte elegivel é a sua capacidade de
ser tolerado pelo organismo, com minima formacéo de envoltério fibroso no sitio de
implantacdo, e auséncia de resposta local do sistema imunologico (RIGO et al.,
1999). Outra consideracao observada nos materiais bioinertes é a presenca escassa
de células fagocitarias na interface, com rapida resposta fagocitaria e formacao de
uma pseudocapsula ao redor do implante, imperceptivel em muitos casos. Os
suportes que proporcionam ligacdes de natureza quimica entre o material e o tecido
0sseo séo bioativos e induzem osteointegracdo. Os materiais reabsorviveis, apos

permanecerem em contato com os tecidos, sdo degradados, solubilizados ou
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fagocitados pelo organismo ao longo do tempo, possibilitando osteoconduc¢éo e uma
ligacdo mais proxima entre o biomaterial e o tecido (DUARTE et al., 2006).

O substrato ideal é aquele que mimetiza a matriz extracelular do tecido
hospedeiro de forma que ele possa agir como um guia tridimensional para promover
ataque, multiplicacdo, migracdo e funcdo por parte das células. De uma maneira
geral, as propriedades desejaveis em um material para crescimento 0sseo podem
ser resumidas da seguinte forma (AGRAWAL & RAY, 2001):

1. Ser biocompativel e bioativo;

2. Ser biodegradado a medida que o processo de reparagdo ou regeneragao ocorre;
3. Ter porosidade e ser permeavel para permitir uma difusdo apropriada;

4. Possuir poro com tamanho adequado para prover crescimento do tipo celular a
gue se destina;

5. Possuir adequada propriedade mecéanica para o0 meio a que se destina;

6. Oferecer uma superficie condutiva para a aderéncia celular;

7. Facilitar ou, se possivel, induzir a formacao pelas células semeadas;

8. Ter habilidade de conduzir sinais biomoleculares, como fatores de crescimento;

Quanto a biodegradacdo, esse substrato deve ser degradado no corpo
humano a uma taxa que possa ser controlada, e a resultante da degradacdo deve
ser ndo-toxica, biocompativel e ser facilmente excretada pelo corpo (WANG, 2003).

2.4 Substitutos 6sseos

Diversas substancias demonstraram propriedades de acelerar ou iniciar o
processo de reparo, induzindo a osteogénese. Estas substancias sdo utilizadas
como material de implante osteoindutor, apresentando potencial osteogénico e
guimiotatico, sendo estas propriedades atribuida a presenca de proteinas 0sseas
morfogenéticas, presentes nestes tecidos (BRAGA et al., 1999; KHAN et al., 2001;
BODEN et al., 2002; MOREIRA, 2004; MACHADO et al., 2005; WANG et al., 2005;
RESENDE et al., 2006; BALDINI ET AL., 2011; BALDINE et al., 2011; CALORI et al,.
2011; SCHMITT et al., 2012).
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Preenchimentos de defeitos 6sseos poOs-traumaticos podem exigir enxertos
0sseos, se tornando um procedimento comum no mundo somando 2,2 milhdes de
cirurgias (CALORI et al,. 2011; GIANNOUDIS et al., 2005; CUNHA, 2012).

Para auxiliar no reparo ou formar novo 0sso, varios materiais implantares séo
utilizados, em odontologia e medicina (COCHRAN et al., 1997; SANDHU & KHAN,
2002; MOREIRA, 2004; CHIN, 2004; MACHADO et al., 2005). Os materiais que
simplesmente fornecem um arcabouco para o crescimento vascular e posteriormente
calcificacdo sdo conhecidos como osteocondutores. Os materiais denominados
osteoindutores possuem fatores de crescimento, que regulam a proliferacao celular
de tecidos diferenciados. Os morfogenes, incluindo a proteina éssea morfogenética,
sdo osteoindutores controladores de substancia que iniciam o desenvolvimento de
tecidos, orgados e sistemas pela inducdo de células indiferenciadas a converséo
fenotipica (LOURENCO, 2002; BALDINI et al., 2011; CALORI et al., 2011; CUNHA
2013).

Osteogénese também é importante no reparo e consolidacao de farturas por
caracterizar, a capacidade de formar novo osso a partir de osteoblastos viaveis
presentes no préprio enxerto ou 0sso HERFORD, 2011; OLIVEIRA et al., 2012).

Os primeiros experimentos foram realizados para estudar a reparacdo éssea
em 1938, por Levander, que relatou inicialmente a implantacdo de fragmentos
O0sseos vivos de 1,0 a 1,5 cm de comprimento tanto subcutaneamente quanto
intramuscularmente, Lavander concluiu que havia uma substancia possivel de ser
extraida do osso e capaz de ativar células mesenquimais para formacao tecido
0sseo (LOURENCO, 2002).

A descoberta chave foi encontrada por Marshall Urist (1965), constituiu na
implantacdo de fragmentos 6sseos desmineralizados tanto subcutaneamente quanto
intramuscularmente em animais. Estes fragmentos possuiam a capacidade de
induzir a formacdo Ossea ectdpica. A auto-inducdo ocorre quando uma célula
indutora — um mondcito — atua sobre uma célula induzida — um macréfago ou um
pericito - causando a diferenciacdo tanto para uma célula osteoprogenitora quando
para uma célula condroprogenitora (URIST, 1965; CHIN, 2004).

Um estudo posterior revelou que a pulverizacdo das particulas 0sseas, levava
a inativacdo da propriedade morfogenética Ossea, muito provavelmente pela

formacao de radicais livres da absorcéo de energia e quebra da cadeia molecular,
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ambas levando a desnaturacdo protéica. Estes estudos auxiliaram a confirmacgéo
que a propriedade osteoindutora na matriz é6ssea era o resultado de uma proteina
O0ssea morfogenética ndo colagénica (SYFTESTAD & URIST, 1979; LOURENCO,
2002; RESENDE et al., 2006).

Segundo Wozney (1992), as BMPs sdo proteinas encontradas em altas
concentracdes no tecido 6sseo e sdo consideradas as responsaveis pela habilidade
indutiva e regenerativa dos enxertos 6sseos desmineralizados (RESENDE et al.,
2006).

Os enxertos 6sseos heterégeno, sdo materiais 6sseos porosos derivados dos
0Ssos de animais como, por exemplo, o boi. Este material pode ser fabricado de
diferentes texturas, tamanhos e formas (GARG, 1999).

A extracdo de enxerto é obtida de varios animais, como bois, porcos, renas,
cdes e coelhos (URIST, 1965; BESSHO et al.,, 1990; BESSHO et al.,, 1992;
NAKASHIMA, 1992; JORTIKKA et al., 1993; ROSEN & THIES, 1995; COCHRAN et
al.,, 1997; SANDHU & KHAN, 2002; MACHADO et al., 2005). Os materiais
produzidos para a utilizacdo na regeneracdo 6ssea devem apresentar um controle
rigoroso na sua fabricacdo, no que diz respeito as suas propriedades fisicas,
quimicas e mecanicas, a fim de permitir uma resposta celular previsivel ao material
enxertado (GARG, 1999).

Mais de 250.000 enxertos de ossos sdo realizados, anualmente nos EUA,
fazendo com que este seja 0 segundo tipo de enxerto mais comum (KENLEY et al.,
1993; MOREIRA, 2004).

O enxerto alégeno é obtido dos tecidos de cadaveres humanos que sédo
processados em condicdes de esterilidade e armazenamento em varias formas e
tamanhos nos bancos de ossos humanos. Este tipo de enxerto possui algumas
limitacdes: dificuldade de obtencdo de osso humano viavel em quantidade, proibicédo
em varios paises da comercializacdo de produtos de 6rgdos e tecidos humanos,
além da possibilidade de transmissdo de doencas (GONCALVES et al., 1998
(SASSIOTO et al., 2003).

O enxerto autdégeno € a retirada do material do proprio paciente, também é
uma alternativa, porém sua aquisicdo agrega riscos ao paciente, incluindo inciséao
cirirgica adicional, aumento da morbidade po6s-operatéria e enfraquecimento do

local doador. Além disso, ocorrem circunstancias na qual a quantidade de enxerto
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autogeno disponivel € insatisfatoria, como nas criangas e nos adultos submetidos a
procedimentos operatérios anteriores (BRAGA et al., 1999; WALSH et al., 2000;
KHAN et al.,, 2001; BUDDECKE et al., 2001; SASSIOTO, 2004; MOREIRA, 2004,
CHIN, 2004).

Todas as modalidades de enxerto estdo sujeitas a influéncia de fatores
inerentes ao organismo receptor, como a tensdo de oxigénio, desnutricdo protéica,
doencas metabdlicas, hormonios e vitaminas (GREENBAUM & KANAT, 1993;
GUARNIERO et al., 1996; GUARNIERO et al., 2003).

Para Toriumi & Robertson (1993) um dos fatores mais importantes que podem
determinar o0 sucesso ou fracasso de enxertos 0Osseos indutores em cirurgias
reconstrutivas é a eficiéncia do material carreador. O carreador ideal deve aumentar
a exposicao dos tecidos do hospedeiro a substancia de crescimento e assegurar
uma distribuicdo uniforme sem permitir que o material implantado ultrapasse o0s
limites do sitio. O carreador deve ser absorvido na medida em que for ocorrendo a
formacdo Ossea. Além disso, deve ser seguro, biodegradavel, biocompativel e
formulado para permitir tamanho e formas adequados para o enxerto (GONCALVES
et al., 1998).

Enxerto 6sseo composto de origem bovina, obtido a partir de uma porcao
inorganica medular, orgéanica cortical e um aglutinante natural composto de coladgeno
0sseo desnaturalizado; Composto por proteina, mineral e aglutinante natural. A
manutencdo da estrutura original do tecido 6sseo confere resisténcia e permite
osteoconducgao; A matriz organica cortical otimiza a reabsorgéo, enquanto a matriz
inorganica medular confere resisténcia ao leito; na maioria nos enxertos o material
enxertado corre o risco de sair do sitio retardando o processo de consolidagao.
Existem no mercado produtos que evitam esse processo; como a membrana
reabsorvivel de cortical 6ssea bovina; por ser reabsorvivel, sua permeabilidade
permite a troca de nutrientes e impede a invaginagdo de células ndo osteogénicas;
atua como barreira para o tecido mole e ao mesmo tempo estabiliza a falha
permitindo a remodelacéo 6ssea; Possui estudos clinicos que demonstra a eficacia e
seguranca. Material de facil manipulacéo, flexivel e permite ajuste apds hidratacao
com soro fisioldgico; Barreira bioldgica natural osteoprotetora.

Os carreadores mais utilizados sdo materiais a base de fosfato de calcio,

como as hidroxiapatitas, fosfato tricalcio, e o calcio.
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A hidroxiapatita devido a sua excelente biocompatibilidade e bioatividade
originada durante a aplicagdo ou ap0s a implantacdo se tornou de grande
importancia nas areas médica e odontoldgica (ROSS et al., 1995; DAMIEN et al.,
2003; ABDUL et al., 2004).

A associacdo de hidroxiapatita com fibras colagenas €& responséavel pela
dureza e resisténcia do tecido 6sseo. Quando é feita a remocao do calcio, 0s 0ssos
mantém sua forma intacta, tdo flexivel quanto os tenddes, este procedimento é
realizado quando se deseja produzir cortes (no o0sso), para Analises
Histomorfoldgicas (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1999).

O cimento de hidroxiapatita facilita o contorno ésseo, podendo ser implantada
sob a forma de blocos ou granulos, apresenta similaridade com a composi¢cdo do
0sso mineral e capacidade osteoindutora (DUJOVNY et al., 1997; DAMIEN et al.,
2003; RESENDE et al., 2006).

Ripamonti & Reddi, (1994), afirmaram que a engenharia de regeneracéo
tecidual tem se desenvolvido rapidamente no campo da biologia celular e molecular.
Os grandes processos recentes na elucidacdo da biologia molecular das BMPs e
seus receptores ajudaram na promocao e entendimento de um grande campo de

uso futuro para as BMPs.

2.5 Efeito da TLBP sobre a osteogénese

7

O reparo 0sse0 € um processo regenerativo altamente complexo e,
essencialmente, uma repeticdo de eventos de desenvolvimento. Com técnicas de
tratamento mais avancadas pode-se facilitar e/ou acelerar este processo. O tecido
0sseo esta em constante remodelamento € um processo dindmico entre reabsorcao
e formacéo.

O acometimento de uma lesdo no tecido 0sseo, traumatica ou cirargica, é
seguido por sequéncias histoldgica definida, destinada a reparar a lesdo. Podemos
considerar o processo de consolidagdo de um 0sso como ocorrendo em cinco

estagios: hematoma, proliferacdo, calo 6sseo, consolidacdo remodelacdo e a seguir,
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substituido por osso secundério ou lamelar (KAPLAN et al., 1994; LIRANI, 2004;
AMADEI et al., 2006; LUSTBERG, 2012 TESETOP).

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

A consolidagcdo pode ocorrer diretamente entre as superficies dos 0ssos e
ndo precisa ocorrer através do calo externo ou do calo endosteal como em um 0sso
cortical (CROCI et al., 2003).

A palavra laser € um acrébnimo com origem na lingua inglesa: Light
Amplification by Stimulated Emission of Radiation (Amplificacdo de Luz por Emisséo
Estimulada de Radiacdo), cuja teoria € do fisico Albert Einstein, que em seu artigo
“Zur Quantum Theories der Strahlung”, de 1917, expOs os principios fisicos da
emissao estimulada (fendmeno laser), sendo este classificado como de “alta
poténcia” e em “baixa poténcia” (COOMBE et al., 2001; VINCK et al., 2003; LIRANI,
2004; LANDA, 2005). Esta radiacao € eletromagnética ndo ionizante, sendo um tipo
de fonte luminosa com caracteristicas bastante distintas daquelas de uma luz
fluorescente ou de uma lampada comum (TATARUNAS et al., 1998).

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

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

A fluéncia (ou densidade de energia ou ainda, dosimetria), € o resultado do

produto da poténcia oOptica (expressa em Watts), pelo tempo de duragédo da sesséo,
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expresso em segundos, dividido pela area da seccdo transversal do feixe laser,
expressa em centimetro quadrado.

A chave da operacdo do laser estd no processo de emissdo estimulada,
previsto por Albert Einstein em 1917. A luz laser € gerada através de um
componente o féton, os elétrons situados nos varios niveis de energia ap0s serem
provocados por uma energia de excitagdo giram ao redor do atomo, com a agitacgao,
0s eletros passam para niveis superiores, no entanto tendem a permanecerem
estaveis, voltando de niveis e assim liberando fétons (DINIZ, 2006).

Uma caracteristica fundamental dos &tomos € que eles emitem e absorvem
luz em frequéncias bem definidas, que é consequéncia de apenas poderem existir
em determinados estados quanticos, cada estado com sua energia especifica. A luz
de um laser, como a luz de qualquer outra fonte resulta de emissao radiativa dos
atomos. As caracteristicas da luz laser sdo monocromaticidade, colimacéo,
brilhancia, direcionalidade e coeréncia. Entdo, a luz gerada pelo laser possui um
anico comprimento de onda, com uma amplitude muito limitada, raios de luz que séo
paralelos e as ondas de luz emitidas se situam perfeitamente no tempo e no
espaco.

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

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

De acordo com Nicolau et al., (2003) a terapia LBP aumenta a atividade de
reabsorcdo e formacédo 6ssea em fraturas de fémures de ratos, cinco dias apds a
cirurgia o volume 6sseo e a superficie de osteoclastos do grupo tratado eram
maiores que o controle e em quinze dias pos-cirurgicos a superficie de osteoblastos
e a taxa de aposicdo mineral eram também estatisticamente maiores no grupo

tratado com laser.
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Diniz JS et al., em seu estudo analisou o efeito da terapia com laser em
combinagao com bifosfonatos na estrutura do 0sso osteopénico. Os 35 ratos fémeas
Wistar divididos em grupos e submetidos a tratamento com laser galio-aluminio-
arsénio, 830 nm, 50 mW e 4 J / cm2 nos segmentos vertebrais. Ambos os
tratamentos foram realizados ao longo de um periodo de 8 semanas. Na associacdo
entre laser e bisfosfonato, o volume de osso trabecular foi significativamente maior
nas veértebras irradiadas. Concluiu que a terapia a laser local associada com
tratamento com bifosfonatos sistémica € o melhor método para inverter a osteopenia
vertebral causada pela ovariectomia.

Em pesquisa realizada Piheiro e colaboradores (2003) afirmam que a terapia
LBP pode aumentar a liberacdo de fatores de crescimento, 0s quais estimulam a
diferenciacéo e proliferacédo celular, possibilitando a maior deposicdo da matriz.

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

O estudo de solugdes que favorecam a regeneracdo éssea é de vital
importancia, pois a perda éssea, derivada da osteoporose, pode ser agravada por
sequelas de traumas, processos patoldgicos ou apds determinados procedimentos
cirirgicos. Em funcado disso, o processo de reparo 6sseo tem sido ao longo dos
anos, motivo de varias pesquisas e diversos métodos de tratamento tém sido
preconizados como o0 uso do laser de baixa poténcia visando um efeito de
biomodulacédo positiva sobre o reparo de um defeito 6sseo (CONLAN et al., 1996;
DAVID et al., 1996; DICKISON et al., 1998; OZAWA et al., 1998; LIMEIRA JUNIOR,
2001; PINHEIRO et al., 2001; NICOLAU, 2001; SILVA JUNIOR et al., 2002;
NASCIMENTO, 2003; NICOLAU et al., 2003; KHADRA et al., 2004; LIRANI, 2004;
LANDA, 2005; CERQUEIRA et al., 2007; PRETEL et al., 2007; BLAYA et al., 2008;
TORRES et al., 2008; OBRADOVIC et al., 2008; MARQUEZ MARTINEZ et al., 2008;
DINIZ et al., 2009, Se-Jeong Pyo et al., 2012).

Estudos realizados utilizando o laser relatam seus efeitos na estimulacédo de
diferentes tipos de células, sendo capaz de promover um aumento da sintese de
DNA e da sintese de proteinas. Além de promover a reabsor¢cdo de exsudatos,

aumentar a deposicdo de coldgeno, melhora da vascularizagcdo, regeneracao
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nervosa e a cicatrizagcdo de Ulceras cutaneas (GONCALVES & PARIZOTTO, 1998;
TATARUNAS, 1998; FREITAS, 2001; PAZ et al., 2001; TORRICELLI et al., 2001;
LOPES, 2002; SALGADO, 2002; CARVALHO et al., 2003; MARCON & SANFELICE,
2005; RENNO, 2006).

Warren et ai. demonstraram que o tipo | expressdo de colagénio foi
aumentado em culturas de curto prazo. Portanto, a hipdxia pode ter um duplo efeito
em colagénio do tipo | expressdo. No entanto, € interessante que o colageno tipo |
expressdes eram em grande parte afetada pelo LBl em nossos sistemas. Hirata et
al. demonstraram que LLLT aumentos de colageno tipo | expressdo em células
osteoblasticas. Além disso, laser de baixa intensidade estimula a mineralizagdo via
aumentou BMPs nas células osteoblasticas.

Schwartz-Filho et al., (2011) observaram em estudo em vitro a influéncia da
terapia laser de baixa intensidade na osteogénese de células osteogénicas da
calvarias de rato a irradiacdo laser usando (InGaAlP), no comprimento de onda de
685 nm, poténcia de 35 mW, nas doses 25, 77 e 130 J / cm2 (7, 22 e 37 s,
respectivamente). Os parametros avaliados foram curva de crescimento (4, 7, e 11
dias) e formacdo nodular de matriz mineralizada (14 dias). Seus resultados nao
mostraram diferencas significativas relacionadas com a curva de crescimento (4, 7, e
11 dias). Dentro de 14 dias, as culturas osteogénicas mostraram areas com matriz
calcificada, com diferencas entre as doses de 25 e 130 J / cm2. Concluiram que a
irradiacdo laser 685nm (25, 77 e 130 J / cm2) né&o influenciou o crescimento e
proliferacéo celular, embora o processo extracelular de mineralizagdo possa ter seu
padrao alterado pelo LBI em culturas de células osteogénicas.

Como exposto acima existem evidéncias cientificas que demonstram o0s
efeitos bioldgicos positivos do laser de baixa intensidade, no entanto escaca as
literatura que demostram de forma clara a relacdo do laser com tecido Gsseo

osteopordtico e enxerto 0sseo e quais 0s parametros devem ser utilizados.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Analisar o efeito osteogénico do laser de baixa poténcia aliado a enxerto
0sseo e membrana reabsorvivel de cortical 6ssea no tratamento de defeito

produzido no fémur de ratas ovariectomizadas.

3.2 Objetivos Especificos

Analisar através de técnica morfometrica 0 quociente entre a area de
neoformacéo e a area total do defeito observando a neoformacao dssea na interface
0Ss0-enxerto e no crescimento de tecido 6sseo em direcdo ao centro do defeito.

Analisar através de técnicas histoldgicas as caracteristicas do processo de
osteogénese e neoformacdo tecidual, os aspectos morfoldégicos e estruturais a
quantida de trabéculas d&sseas, osteoblastos, tecido osteoide, fibroblastos e
colageno em defeito 6sseo tratados com estimulagéo laser de baixa poténcia aliado

a enxerto 6sseo no fémur de ratas ovariectominazadas.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Animais de Experimentagéo

A amostra foi composta por 108 ratas (Rattus norvergicus), da linhagem
Wistar, com peso corpéreo variando entre 230 a 350 gramas, adultos procedentes
do Biotério da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul- UFMS, Campo Grande,
MS.

O presente projeto foi submetido & Comiss&do de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal de Mato grosso do Sul protocolo n° 388 de 13/12/2011 (Anexo-
A).

4.2 Grupos Experimentais

Todos os 108 animais foram submetidos a ovariectomia e ao defeito 6sseo,
posteriormente divididos igualmente em grupos e subdivididos pelos dias de

eutanasia conforme figuras abaixo:
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4.3 Anélise Radioldgica e Digital Ossea

A técnica radiolégica foi realizada com o aparelho de raios X marca Dabi
Atlante, industria Médico Odontoldgica, modelo Spectro (70x) e classe | - tipo B
comum. Programado com 40 kVp (pico de quilovoltagem), com distancia
diafragma/chassis (foco-filme) de 70cm e o tempo de exposicdo de 0,25 mAs
(miliampere-segundo). O animal foi contido e posicionado e foram obtidas
radiografias simples em incidéncia antero-posterior (AP).

O processamento (revelacao, fixacdo, lavagem e armazenamento) foi feito em
camera escura e tanque com solugdo processadora reveladora e fixadora (Kodak
Rp-X-Omat para 38 litros) em temperatura ambiente. A revelacéo dos filmes (Dental
Filme Speed E - tamanho 3,1x 4,1cm?) foi manual e padronizado da seguinte forma:

- Vinte segundos (20) no revelador
- Banho intermediério por trinta segundos (30) em agua corrente
- Dez minutos (10) na solucao fixadora
- Banho final por cinco minutos (5) em agua corrente
- Secagem até que a solucao evapore naturalmente

Apbs a secagem os filmes foram armazenados em cartdes com etiqueta
informando o numero do animal, data da realizagdo da tomada radiolégica e do
processamento. Todos os procedimentos radiograficos ocorreram na sala de Raios-
X da UFMS.
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O procedimento radioldgico foi realizado em duas etapas, as quais ocorreram
da seguinte maneira: os animais foram submetidos ao primeiro exame radiogréafico
em seguida foi realizado o primeiro procedimento cirdrgico (ovariectomia),
transcorridos os sessenta dias com 0s animais em repouso, o exame radiolégico foi
repetido.

Estas radiografias foram posteriormente analisadas pelo sistema digital
Digora versdo 1.51 for Windows da Orion Corporation SOREDEX (Finland) onde

foram estabelecidas areas de leitura da densidade com o mesmo tamanho e

localizagao.
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Figura 1. Layout da tela do programa computacional sistema digital Digora versao
1.51 utilizado na leitura da densidade Gssea, resultado pés-cirargico.
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4.4 Procedimentos Cirurgicos

4.4.1 Ovariectomia

Para realizacdo da ovariectomia bilateral os animais foram submetidos a
anestesia dissociativa composta por cetamina a 5% e Xilazina a 2% associado a
(opioide) Morfina na proporcédo 1:2 em doses de 0,10 — 0,15 ml/100g de peso
corpéreo por via peritonio. Ap0s a anestesia 0os animais foram posicionados em
plano cirdrgico em decubito ventral e foi realizada a tricotomia da regido abdominal
lateral seguida de antisepsia com alcool iodado. A pele e a musculatura foram
incisadas longitudinalmente, na linha média proximo da regido renal abaixo da ultima
costela, e o ovario identificado e exposto. Foi realizada a hemostasia através da
ligagdo da parte superior da trompa com fio de seda n° 4 Ethicon — Johnson &
Johnson e excisdo ovariana juntamente com a gordura circundante, o oviduto e uma
pequena porcdo do utero. Terminado o procedimento cirdrgico os planos foram
suturados com fio absorvivel categute n°® 4 e a pele com fio de seda n° 4.

Os animais submetidos a ovariectomia receberam analgésico pés-operatorio
que foi realizada com buprenorfina na dose 0,05 mg/kg, por via intramuscular e
antiinflamatério diclofenaco de sédio por via intramuscular na coxa posterior
esquerda do animal, apds prévia antissepsia com alcool iodado a 2%, utilizando-se
seringa e agulha de insulina. Esta administracdo foi realizada logo apods o
fechamento da parede abdominal e posteriormente de 12/12 h durante 4 dias

consecutivos na proporcdo de 10mg/kg/dia.
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Figura 2 — Fotomontagem representativa: A — Tricotomia, B — incisao
longitudinal e indentificacdo, C- ovario identificado e exposto. D-
hemostasia ligacdo da parte superior da trompa E- excisdo ovariana, F-
procedimento cirdrgico terminado os planos suturados com fio.

4.4.2 Producéo dos defeitos 6sseos

A producdo dos defeitos 6Osseos foi iniciada ap6s a comprovacdo de
osteoporose, que foi realizada por exames radiolégicos feitos antes e depois da
ovariectomia e comparados atravées do Software Digora 1.51.

O protocolo cirtrgico foi realizado por médicos veterinarios no Hospital

Veterinario da UFMS no més de fevereiro de 2012. Apds exame semiolégico
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realizado pelos Médicos Veterinarios, os animais receberam medicacdo pré-
anestésica de Ketamina a 5% (50mg/kg) (Sepso Ind. E Com. Ltda, Jacarei, SP) e
Xilasina a 2% (10mg/kg) (Sepso Ind. E Com. Ltda, Jacarei, SP), via intra-peritoneal e
para a manutencéo anestésica foi administrado Isoflurano, por via inalatéria, atraves
de um cone facial com oxigénio e vaporizador universal com fluxo de 1 L.min™.
Constatado o plano anestésico, os animais foram posicionados para
raspagem dos pélos na face lateral do membro inferior direito. Sob técnica
asseptica, foi feito acesso a diafise do fémur na face proximal (cranio-lateral) para
confeccdo do defeito 6sseo. Apds a exposicdo Ossea, foi realizado um defeito de
2mm de didametro empregando uma broca diamantada do tipo esférica n® 1016 (KG
Sorensen), de baixa rotacdo 4.000 RPM sob irrigacéo constante com soro fisioldgico
perfurando a cortical do osso até atingir o canal medular. Em seguida nos grupos 2,
5 e 6 o defeito foi preenchido com uma pasta formada por substancia osteoindutora
Gen — Mix (Genius Baumer biomaterial division), compdsito de enxerto ésseo de
origem bovina obtido a partir de uma porcdo organica medular, organica cortical e
um aglutinante natural composto de colageno 6sseo desnaturalizado; a presenca do
aglutinante natural (coldgeno), quando aglutinado ao sangue ou soro fisiolégico,
homogeneizado com solucéo salina 9%. Para que o biomaterial ndo sofra dispercao
os defeitos serdo recobertos com membrana biolégica constituida de cortical éssea
bovina descalcificada Gen Derm (Baumer biomaterial division S/A). ApGs estes
procedimentos realizar-se-a sintese por planos com nylon poliamida 0,30, agulhado.
Imediatamente apds a cirurgia e durante 4 dias consecutivos (24/24 horas), 0s
animais receberam medicacgéo anti-inflamatoria e analgésica de flunixina meglumina
(Banamine® - Schering-Plough, Industria Brasileira) administrado via intra-peritoneal

na dose de 1,1 mg/kg.
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Figura 3. Fotomontagem representativa: A - incisdo cirdrgica com exposi¢cdo do

osso do fémur e inicio da confeccdo da falha 6ssea; B confeccdo da falha 6ssea
utilizando broca esférica n° 1016; C - perfuracdo da cortical do 0sso ate atingir o
canal medular; D fémur dissecado, onde observa-se a falha éssea produzida.
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Figura 4 —. Gen — Mix (Genius Baumer biomaterial division), e
Gen Derm (Baumer biomaterial division S/A).
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Os grupos, 3, 4, 5 e 6 no segundo dia de pés-operatorio (defeito 6sseo) foi

iniciado o tratamento com irradiacéo laser, o aparelho utilizado foi um Photon Laser

Il (D.M.C. Equipamentos LTDA S&o Carlos — S.P., Brasil), diodo que & um

semicondutor com meio ativo de InGaAlP (Laser vermelho) e AsGaAl (Laser

Infravermelho) com emissao continua conforme os parametros abaixo.

Emissor visivel

Laser vermelho

Densidade de energia (DE) 130J/cm?
Poténcia 100 mwW
Comprimento de onda 660nm
Modo de Aplicacao Pontual

Tempo

44 segundos por ponto

Protocolo de irradiagédo com laser InGaAlIP.

Emissor visivel

Laser Infravermelho

Densidade de energia (DE) 130J/cm?
Poténcia 100 mW
Comprimento de onda 808nm
Modo de Aplicagao Pontual

Tempo

44 segundos por ponto

Protocolo de irradiacdo com laser AsGaAl.

Os animais tratados receberam irradiagdo transcuténea apartir do primeiro dia

da cirurgia, uma aplicacdo por dia em cinco pontos por aplicacdo destes: um ponto

do lado direito do defeito, um ponto no lado esquerdo, um ponto na parte superior e

inferior e um ponto realizado sobre o defeito 6sseo.
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PHOTON LASE i»

Figura -5 Photon Laser Ill equipamentos LTDA Séo Carlos — S.P., Brasil.

As aplicacbes foram realizadas por um mesmo pesquisador, com laser a 90
graus, os animais ndo sofreram nenhum tipo de anestesia para tal procedimento.

Os animais foram submetidos a eutanasia apos 7, 14 e 28 dias.

4.6 Eutanasia

Decorrido o periodo de observacdo de 7, 14, 28 dias, os animais foram
submetidos a eutanasia com injecdo intraperitoneal letal Tiopental Sodico (Cristalia —
Produtos Quimicos e Farmacéuticos Ltda. — Campinas, SP) na dose de 120mg/ml.

Apbs serem cuidadosamente dissecados os tecidos moles suprajacentes, 0s
fémures dos animais foram desarticulados, removidos, e em seguida as pecas foram
avaliadas macroscopicamente com o objetivo de observar a condi¢cdo do implante e,
posteriormente, foram imersas em frascos herméticos, individuais, com formol

tamponado a 10% e encaminhadas para estudo histopatoldgico.
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7.7 Procedimentos Histoldgicos

Os animais foram identificados, pesados em seguida os fémures testados
foram retirados para analise histologica e histomorfometrica.

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

A avaliagdo histologica dos eventos ocorridos foi feita de forma descritiva,
utilizando-se de um método semi-quantitativo baseado no conhecimento dos
aspectos relacionados a normalidade e foi seguido requisitos utilizados por Leonel et
al., (2004) e Abo Elsaad et al., (2008). Foi utilizado para anélise um microscépio
optico de luz. Alguns parametros foram verificados para determinar os efeitos
osteogenicos da terapia laser de baixa poténcia aliado a enxerto 6sseo bovino em
fémur de ratas osteoporéticas para tanto, estes se basearam: trabéculas 0sseas,
osteoblastos, tecido osteoide, fibroblastos e colageno.

Para quantificar as variaveis foi utilizado um sistema de Scores de
intensidade zero a trés cruzes no periodo de eutanasia dos animais (7, 14 e 28 dias)

classificadas conforme figura abaixo.

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

Scores de intensidade (0 a 3 cruzes).
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4.8 Anélises histomorfométrica

As areas totais do implante e de neoformacdo O0ssea foram calculadas por
meio da delimitagdo manual das areas e a mensuracao foi realizada utilizando o
programa ImageJ 1.0 (Figura 6). As medidas iniciais das areas (pixels) foram
convertidas para pm, na propor¢cdo de um para 6,25 (1 pixel = 6,25 um). Para
analise estatistica foram consideradas as proporcbes de neoformacdo Ossea,
através do quociente entre a area de neoformacdo e a area total do defeito
proporcdo de osso neoformado: area de osso neoformado/area total do defeito,
sendo expressas em porcentagem.

As imagens das laminas destinadas a histomorfometria foram capturadas em
aumento de 10X, que possibilitou um campo de visdo amplo, permitindo a

observacédo geral da area do defeito e dos tecidos adjacentes (Figura 6).

Figura 6 — Delimitacdo manual das areas e mensuracao das imagens das
laminas utilizando o programa ImageJ 1.0.
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4.9 Avaliacdo histopatoldgica descritiva

As observagbes e consideracdes histopatoldgicas foram realizadas por um
especialista em histopatologia animal, que recebeu as laminas de forma cega, sem
identificacdo de grupo e periodo de eutanasia. As imagens de cada campo foram
obtidas a partir de um microscépio de luz Olympus® Japan - BX41 com uma camera
fotografica acoplada de 10 mega pixel.

Os aspectos avaliados na andlise microscopica basearam-se,
fundamentalmente, na observacdo de neoformacéo 6ssea na interface 0sso-enxerto
e no crescimento de tecido 6ésseo em direcdo ao centro do defeito. Outros critérios
como a presenca de células inflamatérias, tipo de tecido na area do defeito presenca
de fibroblastos, formacdo tecido fibroso, presenca de osteoblastos, ostedcitos e

osteoclastos também foram considerados.

4.10 Anélise estatistica

Os dados foram inicialmente avaliados quanto a hipétese de normalidade de
distribuicdo. Foi realizada a compilacdo das leituras de forma categérica onde foi
aplicado o teste G para independéncia, verificando a dependéncia das leituras em
relacdo aos grupos e aos tempos analisados os dados foram analisados
estatisticamente através do Software BioEstat 5.0.

Os dados foram organizados de forma a se comparar os valores em
porcentagem de neoformacdo 6ssea em relacdo a area do defeito por meio de
analise histomorfométrica. As comparac¢des intergrupos foram realizadas utilizando-
se 0 Teste de Kruskal-Wallis e poés-teste t Student. O nivel de significancia
considerado foi de 95% (p<0,05).

As caracteristicas do processo de osteogénese e neoformacédo tecidual, os
aspectos morfolégicos e estruturais foram analisados e o0s resultados foram

expressos de forma descritiva.
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliacéo histopatol6gica semi-quantitativa e descritiva

5.1.1 Grupos tratados sem 0 uso de enxerto 6sseo

5.1.1.1 Periodo de 07 dias

Nos animais controle, observaram-se, aos 07 dias, areas de neoformacao
0ssea na borda lateral para o centro do defeito, nota-se formacéo de tecido 6sseo
imaturo e formacao trabéculas 6sseas em pequena intensidade (Figura 7).

Figura 7 - Montagem de fotomicrografias das laminas obtidas dos animais do
G1A- apos 07 dias da confeccdo do defeito: A — Vista geral do local do defeito
(1). HE, 10X. B — Neoformacgé&o 6ssea (*). HE, 20X. C — Atividade de células (+).
HE, 25X.

Os animais do Grupo 2 - LIV receberam irradiacao laser de baixa poténcia em
comprimento de onda de 880nm. Observou-se neste grupo que o defeito 6sseo foi
ocupado por células 6sseas, possuindo fibras coldgenas se dispondo em camadas
concéntricas em torno de canais centrais; formando a matriz primaria, células
inflamatdrias escassas. Observou-se, ainda, grande proximidade e contato do
tecido 6sseo em formacao com o 0sso cortical antigo (Figura 8).
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Figura 08 - Montagem de fotomicrografias das laminas obtidas dos
animais do G2 apos 07 dias de Laser Infra Vermelho A — Viséo geral
do local do defeito, (1) HE, 10X. B - Camadas concéntricas formando
trama para vascularizacdo (*). 20X C — Tecido recém-formado em
organizacdo (+), integracdo da matriz antiga com a recém formada
(1) 40x. D — Trabéculas 0sseas recém-formadas com tecido osteodide

(1).

Nos animais do Grupo-3 Laser Vermelho Visivel (LVV), observou-se, aos 07
dias, intensa area de neoformacdo 6ssea no centro do defeito. Nota-se intensa
atividade osteogénica em dire¢cdo ao interior do defeito com formagéo da trama

Ossea unindo as margens, com tecido 6sseo em formacao (Figura 9).
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Figura 9 - Montagem de fotomicrografias das laminas obtidas dos animais do G3
apos 07 dias de utilizagdo do LVV: A — Vista geral do local do defeito 6sseo (7).
HE, 10X. B — Arcabouco 0sseo e exsudato nas margens (*). HE, 20X. C — Tecido
0sseo em transformacao (+) ocupando os espacos do defeito. HE, 40X.

A analise histolégica semiquantitativa no periodo de 07 dias nos grupos
tratados com Laser Vermelho Visivel e Infravermelho evidenciou valores superiores
de trabéculas Osseas, osteoblastos, o0sso primario, matriz coldgena e tecido
ostedide, presenca de fibroblastos volumosos e poucas células caracteristicas de

processo inflamatdrio na comparacéo com o grupo controle (Figura 10).

B Trabeculas osseas E Osteoblasto B Matriz Ostedide
H Fibroblasto [0 Matriz Colageno

Controle Grupo LVV Grupo LIV

Figura 10 - Grafico comparativo entre a média e desvio padrdo dos escores de
intensidade (0 a 3) obtidos pela andlise semi-quantitativa de trabéculas 6ésseas,
osteoblastos, matriz ostedide, fibroblastos e matriz colageno aos 7 dias apés a
confeccao do defeito 6sseo com P < 0.05.



48

5.1.1.2 Periodo de 14 dias

Nos animais controle, a analise histologica evidenciou no periodo de 14 dias,

areas de neoformacéo 6ssea com tecido invaginando a area interna e buscando a
parte central do defeito (Figura 11).

Figura 11 - Montagem de fotomicrografias das laminas obtidas dos animais do
Controle ap6s 14 dias de confecgao do defeito: A — Vista geral do local do defeito
com crescimento 6sseo (1). HE, 10X. B — Presenca de lacunas ao centro do
defeito osteoblastos nas margens (*). HE, 20X. C — Tecido 6sseo antigo se

integrando ao novo em organizacdo (+). Notar a presenca de trabéculas
neoformadas (7). HE, 40X.

Os animais do Grupo LIV houve intensa neoformacao éssea nas bordas do
defeito, com areas ocupadas por 0sso bem organizado nas margens para regiao
central, notou-se angiogénese e intensa vasculariza¢do oriundas do canal medular.

Observou-se atividade de células osteoprogenitoras fibroblastos e osteoblastos
(Figura 12).
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Figura 12 - Montagem de fotomicrografias das laminas do Grupo LIV-14: A — Defeito
0sseo, apresentando neoformacao 6ssea ao redor e no seu interior (1). HE, 10X. B —
Tecido 6sseo neoformado integrado a margem do defeito (1). HE, 20X. C e D- Osso
secundéario em formacao (*) e tecido osteoide (+), E e F — Processo de neoformacéo
vinda na margem para dentro do defeito, integrando 0 0sso novo ao antigo (+),
formacao organizada de tecido 6ésseo com trabéculas ésseas e intensa atividade de
células osteoprogenitorase (1) com osteoblastos sintetizando osso presenga de
ostedcitos e canais de Haverns (*). HE, 40X.

Nos animais do Grupo LVV que receberam irradiacdo laser de baixa potencia
comprimento de onda de 660nm Laser Vermelho Visivel, observou-se aos 14 dias o
aumento do crescimento 6sseo no interior do defeito, presenca de trabeculado
0sseo e tecido 6sseo em formacao. A ocupagdo 6ssea no interior do defeito ocorreu,

vinda da parte endosteal, com 0sso integrado a matriz cortical antiga (Figura 13).



Figura 13 - Montagem de fotomicrografias das laminas obtidas dos
animais do Grupo LVV apés 14 dias de realizagdo de tratamento: A —
Vista geral local do defeito demonstrando a neoformacao 6ssea do centro
para a parte superior (1). HE, 10X. B — Demostra lacunas interligando as
margens (*). C — Osso em processo de maturacéo (1), integrado a matriz
antiga (+). HE, 40X. D- Canais de Havers em formacao (1) osso primario
em processo de maturacao (+), HE, 65X.
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M Trabeculas osseas B Osteoblasto O Matriz Ostedide
H Fibroblasto [ Matriz Colageno
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Fig
ura 14 - Grafico comparativo entre a média e desvio padrdo dos escores de
intensidade (0 a 3) obtidos pela analise semi-quantitativa de trabéculas dsseas,
osteoblastos, matriz osteodide, fibroblastos e matriz coldgeno aos 14 dias apés a
confeccdo dos defeitos 6sseos. As barras representam o valor médio de cada grupo
+ EPM. * indica diferenca estatisticamente significante em relagdo ao Grupo
Controle. # indica diferenca estatisticamente significante em relacdo ao Grupo LIV.

A andlise histologica semiquantitativa evidenciou no periodo de 14 dias nos
grupos tratados com Laser Vermelho Visivel e Infravermelho valores superiores de
trabéculas Osseas, osteoblastos, matriz colageno, tecido ostedide e poucas células
caracteristicas de processo inflamatério na comparagdo com o grupo controle, P <
0.05, como mostra a Figura 14.

Na analise entre os periodos estudados observou-se um aumento na
quantidade de matriz colagena no Grupo tratado com Laser Infravermelho no
periodos entre 07 e 14 dias com significancia de p=0,0253 (Figura 15).
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Figura 15 - Gréafico comparativo entre a média e desvio padrdo dos escores obtidos
pela andlise semi-quantitativa de Matriz Colageno nos periodos de 07 e 14 dias ap0s
a confeccado do defeito 6sseo, * indica diferenca estatisticamente significante em
relacdo ao periodo de 07 dias com p=0,0253.

5.1.1.3 Periodo de 28 dias

Observou-se que 0s animais controle aos 28 dias apresentaram area de
neoformacdo 6ssea nas bordas superiores do perioesteo em direcdo ao centro do
defeito, sem o0 seu preenchimento total. Nota-se pouca presenca de células no

interior do defeito (Figura 16).

Figura 16 - Montagem de fotomicrografias das laminas obtidas dos animais do
Grupo Controle apos 28 dias de confeccdo dos defeitos: A — Vista geral do local
do defeito com crescimento 6sseo (1). HE, 10X. B — Neoformag&o Ossea para o
interior do defeito (*). HE, 20X. C — Tecido 0sseo imaturo desorganizado (+)
ocupando as margens superiores do defeito. HE, 40X.
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A avaliacdo histolégica dos animais do Grupo LVV - 28 dias revela
neoformagdo Ossea ao redor do defeito, com intensa atividade fibroblastica
formando matriz colagena em direcdo ao interior do defeito, caracterizando a
formacao da matriz éssea imatura que esta dando lugar ao tecido 6sseo maduro

com osteocitos e canais de vascularizagdo (Figura 17).

Figura 17 - Montagem de fotomicrografias das laminas do G3-28 dias: A -
Neoformacdo éssea nas margens do defeito (1). HE, 10X. B, C - Notar tecido
0sseo primario em formagéo (*). HE, 20X. D- Intensa presenca Fibrobléastica (). E
— Matriz oste6de em formacao (*). HE, 40X. F- Osso secundéario (+). Notar
presenca de Canais Havers e Volkmann (7). HE, 65X.

Foi observado para os animais do Grupo LVV um aumento progressivo na
guantidade de fibroblastos do tratamento no periodo de 14 dias para o de 28 dias,

com relevancia estatistica, p= 0,0164 (Figura 18).



54

Fibroblastos

*

3 .

[}

®

< 2

2 OFibroblastos 14

o

g 1 - @ Fibroblasto 28 «
o i

Grupo LVV

Figura 18 - Gréafico comparativo entre a média e desvio padrao dos escores obtidos
pela analise semi-quantitativa de fibroblastos 14 e 28 dias apés a confeccdo do
defeito 6sseo. * Demostra aumento progressivo na quantidade de fibroblastos para o
Grupo LVV no periodo de 14 para 28 dias com p= 0,0164.

Os animais Grupo LIV tratados por 28 dias apresentaram preenchimento do

defeito por osso em processo de maturacgéo (Figura 19).

Figura 19 - Montagem de fotomicrografias das laminas do Grupo
LIV-28 dias: A — Area do defeito apresentando neoformacio Ossea
(1)- HE, 10X. B — Tecido em processo de maturacdo com intensa
presenca de células ésseas (*). C — Osso no interior do defeito (*).
HE, 40X. D — Células formando trabéculado 6sseo e em processo de
maturacéo (+). HE. 60X.
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Figura 20 - Grafico comparativo entre a média e desvio padrdo dos escores de
intensidade (0 a 3) obtidos pela analise semi-quantitativa de trabéculas dsseas,
osteoblastos, matriz ostedide, fibroblastos e matriz coldgeno aos 28 dias ap6s a
confeccdo do defeito 6sseo. As barras representam o valor médio de cada grupo +
EPM. * indica diferenca estatisticamente significante em relagdo ao Grupo Controle e
Grupo LIV. Nivel de significancia P < 0,05.

5.1.2 Grupos analisados que receberam enxerto 6sseo

5.1.2.1 Grupos analisados para periodo de 07 dias

Na andlise histolégica dos fémures na regido do defeito 6sseos, nos animais
Grupo controle Enxerto, tratado com enxerto 6sseo observou-se ao periodo 07 dias,
pequenas areas de neoformacdo 0ssea na interface osso-enxerto. Além de tecido
0sseo recém-formado nas margens do defeito 6sseo, mas com pequeno contato
com 0sso antigo, nota-se discreta presenca de células 0sseas em direcdo ao interior

do defeito 6sseo (Figura 21-A e D).
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Figura 21 - Montagem de fotomicrografias das laminas dos Grupos avaliados
utilizando enxerto ésseo, para o periodo de 07 dias de observacdo. Grupo
Controle Enxerto, A - Vista geral do local do defeito com crescimento 6sseo nas
margens (1) HE, 10X, Grupo LVV+E - B — Vista geral do local do defeito; osso
recém-formado nas margens e no centro (1), Grupo LIV+E. C- Vista geral do
local do defeito com presenca de células osteoprogenitoras tomando o centro e
as margens do defeito (1), HE, 10X, Grupo Enxerto. D - Presenca tecido recém-
formado envolvendo parte do enxerto e osso imaturo (*), HE, 20X, Grupo LVV
+E - E- Area de neoformac&o 0ssea no centro do defeito integrado ao enxerto
envolto por intensa atividade de células osteoprogenitoras (*), Grupo LIV+E,
HE, 20X. F — Presenca de intensa atividade de células mesenquimais
envolvendo o enxerto; preenchido e integrado por osso imaturo (+), HE, 40X.

As laminas dos animais pertencentes ao Grupo LVV+E, com 07 dias de
tratamento mostraram crescimento 0sseo ao redor e no interior do enxerto, vindo da
margem inferior para o centro e vice-versa, abundante atividade de células
osteoprogenitoras e colageno que posteriormente dara lugar a tecido 0Osseo
secundério. Nota-se, a osteointegracdo, e osteoconducdo. Nao foram notados sinais
inflamatorios (Figura 21-B e E).

Os achados histologicos referentes ao Grupo LIV+E, no periodo de 07 dias
evidenciam células mesenquimais indiferenciadas, envolvendo as areas de

neoformagéo Ossea, preenchendo a parte interna do defeito. Note-se ainda a
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absorcéo e osteointegracdo do tecido 6sseo enxertado sendo preenchido por tecido
0sseo recém-formado (Figura 21- C e F).

A analise histolégica apresentada mostrou que os animais com defeito
preenchido por enxerto 0sseo aliado com laser Infravermelho (808nm) e Vermelho
Visivel (660nm) apresentaram melhores resultados na avaliacdo de trabéculas
0sseas quando comparado ao grupo controle, os melhores resultados foram para o
LVV com p=0,0192 (Figura 22).

M Trabeculas osseas_ B Osteobla Matriz Ostedide M Fibroblasto [ Matriz Colagenol_

Controle Enxerto LVV+E LIV+E

Figura 22 - Grafico comparativo entre a média e desvio padrdo dos escores (0 a
+++) obtidos pela analise semi-quantitativa de trabéculas Osseas, osteoblastos,
matriz ostedide, fibroblastos e matriz colageno aos 7 dias ap6s a confeccdo dos
defeitos 6sseos e uso de enxerto 6sseo. As barras representam o valor médio de
cada grupo = EPM. * indica diferenca estatisticamente significante em relacdo ao
Grupo Controle Enxerto. # indica diferenca estatisticamente significante em relacéo
ao Grupo LIV+E. Nivel de significancia P < 0,05.

5.1.2.2 Grupos analisados para o Periodo de 14 dias
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Figura 23 - Montagem de fotomicrografias dos animais dos Grupos
analisados para o periodo de 14 dias: A e B Grupo- Controle Enxerto — Area
total do defeito 6sseo. HE, 10X nota-se areas de 0sso imaturo nas margens
entre osso-enxerto (1), HE, 40X tecido 6sseo recém-formado envolvendo o
enxerto (*). C e D Grupo LVV+E Area total do defeito 6sseo. HE, 10X, nota-se
trabéculas Osseas, matriz coldgena e o osso recém-formado tomando o
centro e as margens do defeito (1), tecido 6sseo em maturagao, integrado a
matriz antiga (*), HE, 40X. E e F Grupo LIV+E — Area total do defeito ésseo.
HE, 10X, nota-se células osteoprogenitoras secretando a matriz ostedide em
faixas das margens para o centro do defeito (1), osso bem organizado com
caracteristica lamelar com osteocitos e canais de Havers (+). HE, 40X.

Nos animais do controle Enxerto, observaram-se areas de tecido imaturo no
interior do defeito e partes de enxerto sendo absorvidos e envolvidos por células
(Figura 23 A e B).
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Ao periodo de 14 dias, os animais do grupo LVV+E; apresentaram
trabeculadpo ésseo com matriz colagena e 0sso em processo de organiza¢do nas
margens e no interior do defeito, vindo de diferentes dire¢des interligando o centro
do defeito, sobre o enxerto ocorreu formacdo de novo 0sso, unindo-se a matriz
antiga (Figura 23 C e D).

Foi observado neoformacado éssea ocorrendo das margens para o interior em
animais cujo defeito Osseo foi preenchido por enxerto bovino 6sseo aliado a
irradiacdo laser de baixa poténcia infravermelha LIV+E. Nota-se 0SSO0 com
caracteristicas lamelar e intensa presenca das células osteoprogenitoras, grande
quantidade de ostedcitos aprisionados na matriz bem vascularizada (Figura 23 - E e
F).

A analise histolégica apresentada mostrou que os animais com defeito
preenchido por enxerto 6sseo aliado com laser Infravermelho (808nm) e Vermelho
Visivel (660nm) apresentaram melhores resultados na avaliacapo de trabéculas
O0sseas quando comparado ao grupo controle, com significancia estatitica de p=
0,0037 e p= 0,0024 respectivamente (Figura 24).
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Figura 24 - Grafico comparativo entre a média e desvio padrdo dos escores obtidos
pela analise semi-quantitativa de trabéculas ésseas, osteoblastos, matriz ostedide,
fibroblastos e matriz colageno aos 14 dias apos a confeccdo do defeito 0sseo. As
barras representam o valor médio de cada grupo + EPM. * indica diferenca
estatisticamente significante em relacdo ao Grupo Controle Enxerto. Nivel de
significancia P < 0,05.
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5.1.2.3 Grupos analisados para o periodo de 28 dias

Nos animais do Grupo Controle Enxerto observou-se aos 28 dias areas de
neoformacédo déssea tecido 6sseo nas margens em direcdo ao centro, presenca de

tecido ostedide.
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Figura 25 - Montagem de fotomicrografias dos animais dos Grupos para o
periodo de 28 dias: A - Grupo Controle Enxerto — Area total do defeito 6sseo.
HE, 10X. Presenga osso nas margens e ao centro (1), B - Tecido 6sseo maduro
invaginando para o interior do defeito (*), HE, 40X. C e D— Grupo LVV+E — Area
total do defeito ésseo. HE, 10X. Neoformagao ocupando o defeito (1), notar
0sso maduro integrado a matriz antiga (*), HE, 40X. E - F Grupo LIV+E - Area
total do defeito 6sseo. HE, 10X. Osso maduro com osteocitos preenchendo o
defeito, calo 6sseo formado (1), Osso secundario (+) e Canais de Havers
esparsos e volumosos (*). HE, 40X.
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Os animais do Grupo LVV+E, apresentaram intensa neoformacdo 0Ossea,
preenchendo o defeito e permitindo o contado entre as margens. Observa-se ainda
rede vascular intensa através das lacunas e canais de irrigacao.

ApoOs 28 dias tratamento com irradiacdo laser de baixa poténcia Laser
Infravermelho e enxerto 0sseo, 0s animais apresentaram preenchimento do defeito
0sseo com a comunicagdo entre as bordas e o centro do defeito, formada por canais
de vascularizacdo canais de Havers. Nota-se ainda um tecido maduro e bem
organizado com intensa quantidade de ostedcitos, demostrando o pbtencial

osteogénico da Irradiacdo laser no tecido 0sseo de ratas ovariectomizadas.

M Trabeculas osseas @ Osteoblasto O Matriz Ostedide
3; O Fibroblasto O Matriz Colageno i

#

Controle Enxerto LVV+E LIV+E

Figura 26 - Grafico comparativo entre a média e desvio padrdo dos escores (0 a
+++) obtidos pela analise semi-quantitativa de trabéculas ésseas, osteoblastos,
matriz ostedide, fibroblastos e matriz colageno aos 28 dias apds a confecg¢do do
defeito 6sseo. As barras representam o valor médio de cada grupo £ EPM. * indica
diferenca estatisticamente significante em relacdo ao Grupo Controle Enxerto e
LVV+E. # indica diferenca estatisticamente significante em relacdo ao Grupo
Controle Enxerto e LIV+E. Nivel de significancia P < 0,05.

A analise histolégica apresentada mostrou que os animais com defeito
preenchido por enxerto 6sseo aliado com laser Infravermelho (808nm) e Vermelho
Visivel (660nm) apresentaram melhores resultados quando comparado ao grupo
controle, quando avaliado formagdo de trabéculas 0sseos sendo os melhores
resultados para o grupo LVV com significancia estatistica de p= 0,0478 (Figura 23).

Na analise entre os periodos estudados observou-se um aumento nha

quantidade de fibroblastos no grupo LIV+E nos periodos de 07 para 28 dias
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p=0,0399 e 14 para 28 dias p=0,0339. Demostrando ainda aumento progressivo de
colageno de 07 a 14 dias p=0,0399 e 14 a 28 dias p= 0,0141.

5.2 Anélise Histomorfométrica

Os resultados da Histomorfometria na analise de osso recém-formado no
periodo de 07 dias demostraram no Grupo controle 20,2% do defeito preenchido por
osso recém-formado, enquanto para os grupos tratados com laser Vermelho Visivel
e Laser Infravermelho os resultados foram de 22,7% e 25,3% respectivamente.
Quando avaliado os Grupos tratados com enxerto ésseo para o0 mesmo periodo, 0
Grupo Enxerto mostrou 23,2 de preenchimento, nos grupos tratados com Laser
Vermelho Visivel e Infravermelho apresentaram 35,0% e 28,6% respectivamente
(Figura 25).
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Figura 27 - Gréafico representando o0s resultados da porcentagem de
neoformacdo, em relacdo a area do defeito, para os grupos com e sem enxerto,
analisados 7 dias ap0s os procedimentos. As barras representam o valor médio
de cada grupo £ EPM. * indica diferenca estatisticamente significante em relagéo ao
Grupo controle. # indica diferenca estatisticamente significante em relagcdo ao Grupo
Enxerto. + indica diferenca estatisticamente significante em relacdo ao Grupo LVV.
@ indica diferenca estatisticamente significante em relagcdo ao Grupo LIV. Nivel de
significancia P < 0,05.
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Os resultados da Histomorfometria na analise de osso recém-formado no
periodo de 14 dias demostraram no Grupo controle 47,8% do defeito preenchido por
0SSO, para 0s grupos tratados com Laser de baixa poténcia com comprimento de
onda no espectro do Vermelho Visivel e Laser Infravermelho os resultados foram de
54,6% e 54.1% respectivamente. Quando avaliado os Grupos tratados com enxerto
0sseo para 0 mesmo periodo o Grupo controle Enxerto mostrou 49,7% de
preenchimento enquanto nos grupos tratados com Laser Vermelho Visivel e Laser

Infravermelho apresentaram 56,2% e 53,2% respectivamente como demostrado na

Figura 26.
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Figura 28 - Gréafico representando os resultados da porcentagem de
neoformacdo, em relacdo a area do defeito, para os grupos com e sem enxerto,
analisados 14 dias ap6s os procedimentos. As barras representam o valor médio
de cada grupo + EPM. * indica diferenca estatisticamente significante em relacéo ao
Grupo Controle. # indica diferenca estatisticamente significante em relacdo ao Grupo
Enxerto. Nivel de significancia P < 0,05.

Os resultados no periodo de 28 dias demostraram no Grupo Controle 50,0%
do defeito preenchido por osso, enquanto para os grupos tratados com laser de
baixa poténcia Vermelho Visivel e Laser Infravermelho os resultados foram de
52.3% e 53.8% respectivamente. Quando avaliado os Grupos tratados com enxerto
0sseo para o0 mesmo periodo o Grupo Controle Enxerto mostrou 41,7 de
preenchimento enquanto nos grupos tratados com Laser Vermelho Visivel e Laser

Infravermelho apresentaram 43,3% e 57,4% respectivamente (Figura 27).
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Figura 29 - Gréafico representando os resultados da porcentagem de
neoformacdo, em relacdo a area do defeito, para os grupos com e sem enxerto,
analisados 28 dias ap6s os procedimentos. As barras representam o valor médio
de cada grupo + EPM. * indica diferenca estatisticamente significante em relacéo ao
Grupo Controle. # indica diferenca estatisticamente significante em relagédo ao Grupo
LIV. + indica diferenca estatisticamente significante em relacdo ao Grupo LVV. @
indica diferenca estatisticamente significante em relagédo ao Grupo Enxerto. ® indica
diferenca estatisticamente significante em relacdo ao Grupo LVV+E. Nivel de
significancia P < 0,05.

Na analise histomorfométrica para medias de porcentagem de neoformacéo
na relacdo entre todos os grupos avaliados para os periodos de 07 e 14 dias os
melhores resultados foram para do Grupo tratado com Enxerto e LVV, 35.0% e
56.2% respectivamente, enquanto para o periodo de 28 dias os animais do grupo
Enxerto e LIV apresentaram os melhores resultados quando comparado aos demais

grupos com 57,4% de preenchimento.
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6 DISCUSSAO

A retirada bilateral dos ovarios conduz a uma diminuicdo dos niveis de
estrogeno o que induz a uma diminuicdo da da massa 0ssea; osteopenia e
osteoporose. Este método é utilizado por ser eficaz e de facil realizagcdo (RENNO,
2006; DUARTE, 2004; PYTLIK et al., 2004; CANETTIERI, 2006; AMADEI et al.,
2006; POPPI et al., 2011).

Optamos por utilizar neste estudo tecido 6sseo osteoporatico, de forma que
0S animais estariam num mesmo estado biolégico. Os dados obtidos da analise
radiolégica evidenciaram que a ovariectomia (OVX) bilateral induziu a diminuicdo da
densidade dssea de forma eficaz. Os valores de densidade Ossea sessenta dias
apoés a ovariectomia foram significativamente menores que os iniciais (Kruskal-Wallis
p<0,05). A avaliacdo desse parametro foi efetuada tomando-se como intervalo dx e
dy = 2.124, onde foram estabelecidas areas de leitura da densidade com o mesmo
tamanho e localizacdo sendo o ponto de referéncia a diafise do fémur.

Observou-se um ganho de massa corporal crescente nos animais apos serem
submetidos a ovariectomia. Efeito este comprovado em outros estudos, o que
sugere que com a diminui¢do da produ¢cdo hormonal pelos ovarios ocorra o aumento
da massa corporal como compensacdo (CANETTIERI, 2006; POPPI et al., 2011).

Em estudo realizado com tomografia computadorizada e histomorfometria
para avaliar tibias de ratas ovariectomizadas, Prado et al., 2008 encontrou
decréscimo de até 27% na conectividade éssea entre cinco e oito dias apés a
ovariectomia. Este fenbmeno parece estabilizar-se até 30 dias e novamente tem um
pico no nivel de deterioracdo que se estende até 50 dias apds a ovariectomia.
Contudo, os niveis do marcador de reabsorcdo 6ssea avaliado na urina dos animais
tiveram um acréscimo no décimo terceiro dia ap6s a ovariectomia, que foi
gradativamente maior até o ultimo periodo avaliado de 50 dias.

O comportamento biolégico dos enxertos 6sseos é divergente ainda mais em
se tratando de fratura osteoporotica, diferentes tipos de enxertos 0sseos e
biomateriais sdo testados aliado a técnicas ndo invasivas de tratamento, visando
possibilitar e acelerar o reparo 6sseo. Neste sentido aliar enxerto ésseo a laser de

baixa poténcia tornou-se essencial visto as suas vantagens descobertas. Atuando na
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aceleracdo do processo de cicatrizagdo, proliferagcdo celular, maior resisténcia
mecanica no tecido ésseo recém-formado, além do aumento da calcificacdo da
matriz 6ssea (BLAYA et al., 2008; TORRES et al., 2008; MARQUEZ MARTINEZ et
al., 2008; PIPI, 2010; POPPI et al., 2011; BARBOSA et al., 2012; GARCIA et al.,
2012; CUNHA, 2012; CARVALHO-LOBATO et al., 2014; PALLOTTA 2014).

Para avaliar o processo de consolidacdo do defeito optou-se em utilizar dois
tipos de laser, um no espectro do vermelho visivel com comprimento de onda
660nm, densidade de 130J/cm? e poténcia de 100mw, e outro no infravermelho com
comprimento de onda 808nm, densidade de 130J/cm? e poténcia de 100mw. Foi
eleita a técnica pontual de aplicacdo do laser sobre o tecido 6sseo pela possibilidade
de aproximar a ponteira do aparelho em direcdo a area lesada exercendo leve
pressdo sobre os tecidos. Foram realizados cinco pontos de aplicacdo, ao redor e
em cima do defeito, 44 segundos por ponto; totalizando trés minutos e 40 segundos
por dia de aplicacdo. Baseado nos resultados estatisticos encontrados, o0s
parametros e métodos utilizados mostraram-se eficaz para estimular o processo de
osteogénese, elevando a quantidade de células dsseas, no local do defeito
acelerando a proliferacao celular, absorcéo e integracdo do enxerto com a estrutura
0ssea do fémur nos periodos 07, 14, 28 dias.

Para o periodo de 07 dias observou-se que 0s animais tradados com
irradiacdo laser infravermelhos, apresentaram preenchimento do defeito com células
potencialmente ativas, fibras colagenas inicialmente sendo dispostas em camadas
concéntricas em torno de um canal central, células inflamatérias escassas.
Observou-se grande proximidade e contato do tecido 6sseo em formacdo com o
osso cortical antigo. Nos animais que receberam irradiacdo laser Vermelho Visivel
(LVV), observou-se aos 07 dias, intensa area de neoformacdo 6ssea no centro do
defeito. Intensa formacgédo 6ssea em direcéo ao interior do defeito com formacao da
trama 6ssea, mas com um espaco ainda a ser preenchido, apresentando resultados
melhores que o grupo controle.

A analise histolégica apresentada mostrou que o0s animais com defeito
preenchido por enxerto 0sseo aliado com laser Infravermelho 808nm e Vermelho
Visivel 660nm apresentaram melhores resultados quando comparado ao grupo
controle, quando avaliado formagédo de trabéculas Osseas com significAncia

estatistica de p< 0,05. O que demostra os efeitos favoraveis da irradiacdo Laser de
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baixa poténcia na estimulagdo osteogénica nas células de tecido &sseo
osteopordtico, aliados a enxerto 6sseo bovino liofilizado no tratamento de defeito no
fémur de ratas. A osteoconducao existiu, pois o enxerto favoreceu o preenchimento
do defeito 0sseo por trabéculas O0sseas e o0 laser acelerou esse processo pela
presenca de 0sso neoformado avancando em diferentes direcdes.

O resultado da andlise histolégica quando avaliado a matriz colagena
mostrou que os animais com defeito preenchido por enxerto 6ésseo aliado com laser
apresentaram resultados melhores estatisticamente que o grupo controle Enxerto,
para o periodo de 28 dias com significancia de p< 0,05. Nota-se ainda na relacao
entre 0s grupos tratados com enxerto e laser quando comparados entre si; LVV
mostrou resultados melhores nos periodos de 07 e 14 dias e o LIV resultados
estatisticamente favoraveis nos periodos de 28 dias com p< 0,05. O que pode
sugerir parametros de terapia laser para periodos agudo, subagudo e crénico.
Sendo o efeito fotoquimico biomodulador importante em um perido inicial e o efeito
fotofisico estimulador da producdo de ATP, por conseguinte a mitose das células;
em um periodo posterior.

Baseado nos resultados pode-se sugerir que a luz Laser agiu na inducao da
producdo de novo osso auxiliando a chegada e diferenciagdo das células.
Acelerando a integracao entre as margens do defeito provavelmente ao facilitar a
angiogenese, passagem de nutrientes e células de defesa, controlando o processo
inflamatorio e permitindo uma veloz formacéo da trama éssea.

Na regido dos defeitos 6sseos dos grupos irradiados foi encontrada intensa
atividade fibroblastica e formacdo de coldgeno que serve de arcabouco para
formacdo de canais de Haverns, onde existe formacao 6ssea e potencial maturacéo
conferindo maior rigidez ao tecido. Podendo concluir que o laser acelerou a
velocidade de producdo do colageno e fibroblastos. Os resultados encontrados
corroboram com os estudos que mostram que TLB induzem a proliferagéo celular,
relatam ainda a liberacéo de fator de crescimento dos fibroblastos em vitro e em vivo
(GROSSMAN et a., 2000; JANSEN et al., 2001; CARNEVALLI 2001; SCHWARTZ-
FILHO 2011).

Na analise histomorfométrica para medias de porcentagem de neoformacao
na relacdo entre todos os grupos avaliados para o periodo de 07 e 14 dias de

tratamento, o Laser Vermelho Visivel aliado a enxerto ésseo, apresentou melhores
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resultados 35.0£0,2 e 56.2+0.3 respectivamente, enquanto para periodo de 28 dias o
melhor resultado foi do grupo 6 tratado com laser Infravermelho e aliado a enxerto
0sseo, 57,4+0,1. O que sugere a indicacdo de parametros de terapia laser com
comprimento de onda distinto para os diferentes eventos do processo inflamatorio.
Em pesquisa realizada Favaro-pipi et al., encontrou resuldados parecidos avaliando
o laser de 830 nm e demostrando seus efeito positivo sobre a reparacdo 0ssea, a
producdo de uma maior quantidade de osso recém-formado e um aumento da
vascularizacdo na local da fratura.

Com metodologia similar Tim et al., 2013 observou através de analise por
Histomorfometria a partir de imagens digitalizadas do defeito, a quantidade de 0sso
recém-formado. Em 30 dias apds a cirurgia, os autores relatam que as bordas da
lesdo ainda podiam ser observadas, com uma guantidade moderada de 0sso recém-
formado e remodelagéo éssea trabécula cercado por tecido de granulacéo.

No presente estudo a dose escolhida 130J/cm? mostrou-se eficaz em ambas
as terapias. Outros estudos encontraram resultados similares utilizando 120 J/cm?
sugerindo um provavel efeito dose dependente onde doses maiores seriam mais
eficazes na estimulacdo 6ssea (DORTBUDAK 2000; RENNO 2006; DINIZ et al.,
2007; PINHEIRO et al., 2003 POPPI et al., 2011).

Roberta Tim C. 2013 em pesquisa realizada estudou os efeitos da terapia
laser de baixa intensidade (LBI) na formacédo 6ssea, imunossupressao de fatores
osteogénicos, propriedades biomecanicas em um modelo de defeito 6sseo em tibial
de ratos. Sessenta ratos masculinos foram distribuidos em grupo controle e grupo
irradiado laser. Os animais foram sacrificados em 15, 30 e 45 po6s-lesdo. A anélise
histolégica e analise morfométrica mostraram que o0s animais tratados nao
apresentaram infiltrados inflamatérios e uma organizacéo do tecido melhor em 15 e
30 dias pds-cirurgia. Maior quantidade de osso recém-formado foi observada aos 15
dias po6s-cirurgia. Ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos
no teste de carga maxima em qualquer periodo avaliado.

A andlise histoldgica evidenciou que nos animais tratados com laser LVV e
LIV sem o uso de enxerto 6sseo, apresentaram melhores resultados em relacdo ao
grupo controle Grupo Controle quando avaliado neoformacéo 6ssea e quantidade de

células osteoprogenitoras no local do defeito, 0 que sugere a facilitacdo exercida
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pela luz laser na chegada de células Osseas, modulando o processo, 0 mesmo
ocorreu quando foi avaliada a presenca de osteoblastos.

Na presente pesquisa a energia da Terapia a laser de baixa intensidade
causou uma bioestimulacao favorecendo as substancias e células a multiplicar-se,
estes resultados corroboram com os de Pierangelo Angeletti et al., 2009 os
pesquisadores destacam que sua energia também aumenta a quantidade de ATP;
melhorando o tecido e a reparacao; equilibrando a producéo de fibroblastos e de
colageno e aumentos circulacdo sanguinea periférica.

O mecanismo pelo qual a estimulacdo age no tecido 6sseo osteoporético ndo
€ ainda inteiramente compreendido, duvidas existem em relacdo as quais
parametros utilizar, sendo a fase inflamatoria importante na escolha dos parametros
como comprimento de onda e dose.

Nota-se a escassez de estudos que utilizem tratamentos em 0Sso com
osteoporose, com intuito de aperfeicoar o tratamento das fraturas, buscando
diferentes tipos de enxertos e implantes, aliados a terapias ndo invasivas como a
laser terapia em diferentes comprimentos de da, na proliferacdo de células,
neoformacédo 6ssea e forca mecéanica 6ssea, em periodos maiores que 28 dias.

Nesta situacao criar formas de auxiliar a deposicao 6ssea € importante em se
tratando de fraturas em o0sso osteoporético. Buscando parametros ideais para
induzir ao aumento de células responsaveis pela proliferacdo e reparo 6sseo, além
de investigar o sinergismo entre as formas de tratamentos; como enxertos 0sseos e

terapia laser.
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7 CONCLUSOES

Apoés andlise, conclui-se no modelo experimental estudado, que as Terapias
Lasers de Baixa Poténcia; 808nm e 660nm dose 130/jcm? aliado a enxerto 6sseo e
membrana de cortical 6ssea no tratamento de defeito produzido no fémur de ratas
ovariectomizadas; possibilitou o0 aumento do processo de neoformacéao, proliferacéo
e diferenciacdo de células Osseas responsaveis pela formacdo da nova matriz
0ssea, para os periodos estudados.

Através das andlises histoldégica e morfometrica pode-se concluir que o grupo
submetido a enxerto 6sseo e tratados com Laser Vermelho Visivel 660nm dose
130/jcm? apresentou melhores resultados nos periodos 7 e 14 dias. O grupo tratado
com enxerto 6sseo e Laser Infravermelho apresentaram os melhores resultados no
periodo de 28 dias, estatisticamente significativo P< 0,05. Concluindo assim que a
Terapia Laser de Baixa Potencia sobre enxerto 6sseo em defeito de ratas
osteopenicas, induz o processo de reparo; permitindo o seu preenchimento para os
periodos de 07, 14 e 28 dias.
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