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RESUMO 
 
 
Poppi RR. Efeito osteogênico do laser de baixa potência aliado a enxerto 
ósseo no tratamento de defeito produzido no fêmur de ratas ovariectomisadas. 

Campo Grande; 2015. [Tese – Programa de Pós-Graduação em Saúde e 
Desenvolvimento na Região Centro-Oeste da Universidade Federal de Mato Grosso 
do Sul].  
 

 
Uma fratura pode representar potenciais alterações musculoesqueléticas e meses 
de hospitalização, acarretando graves problemas à saúde. Existem sobretudo casos 
em que o processo de osteogênese pode ser acelerado. O objetivo da pesquisa foi 
analisar o efeito osteogênico do laser de baixa potência aliado a enxerto ósseo no 
tratamento de defeito produzidos no fêmur de ratas ovariectomisadas. Foi realizado 
ovariectomia bilateral em 108 ratas (adultas) de linhagem Wistar e após a 
comprovação da diminuição da massa óssea, feita através de análise digital da 
densidade óssea, foi realizada uma perfuração padronizada na diáfise do fêmur (2 
mm). Os animais foram divididos em grupos: Laser As-Ga-Al (660nm); Laser In-Ga-
Al-P (808nm); Laser aliado a enxerto ósseo em ambos os comprimentos de onda; 
Grupo Controle com e sem enxerto ósseo.  Os animais foram submetidos à 
eutanásia após 7, 14 e 28 dias. Os segmentos foram destinados à histologia para 
analise de células ósseas: Trabéculas ósseas, osteoblastos, osteócitos, fibroblastos 
e colágeno. Foi realizada ainda analise descritiva histológica e a avaliação 
morfométrica para a quantificação das áreas representativas de osso neoformado. A 
análise histológica e mormometrica evidenciaram que nos animais tratados com 
Laser In-Ga-Al-P (808nm) e Laser As-Ga-Al (660nm) apresentaram melhores 
resultados em relação ao grupo Grupo controle com p< 0,05. Possibilitando indicar 
parâmetros de terapia laser para induzir ao aumento de células responsáveis pela 
proliferação e reparo ósseo.  
 
Palavras-chave: Laser de Baixa Potência. Ovariectomia. Enxerto. Reparação 
Óssea.  
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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 Pós-Graduação em Saúde e Desenvolvimento 
na Região 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 INTRODUÇÃO 

 

 

Uma fratura pode representar potenciais alterações musculoesqueléticas e 

meses de hospitalização, acarretando graves problemas à saúde e altos custos 

socioeconômicos. A osteoporose reconhecida como um dos maiores problemas de 

saúde pública do século tem contribuído com o aumento da incidência de fraturas 

todos os anos (RIERA-ESPINOZA, 2009; SIRIS et al., 2009; PIPI, 2010).   

 O remodelamento ósseo depende da atividade das células ósseas, para 

produção de novo tecido, evento crucial ao processo de remodelamento ósseo e 

recuperação após lesão. Quando ocorre um desequilíbrio entre as células ósseas 

leva a diminuição da densidade óssea, seguida de intensa diminuição de densidade, 

osteoporose; a osteoporose principal patologia responsável pelo aumento da 

incidência 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). 

Vários estudos vêm investigando os efeitos de tratamentos não invasivos para 

o controle da redução da massa óssea, reparo e crescimento ósseo. Entre estes, 

podemos citar a aplicação do laser terapêutico de baixa potência, seus efeitos 

positivos atuam na aceleração do processo de cicatrização, aumento da 

vascularização, proliferação celular, maior resistência mecânica no tecido ósseo 

recém-formado além do aumento da calcificação da matriz óssea (BLAYA et al., 

2008; TORRES et al., 2008; MÁRQUEZ MARTÍNEZ 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 consolidação rápida e sem complicações se faz 

também fundamental uma estrutura óssea adequada no local da lesão, o uso de 

enxerto ósseo na prática cirúrgica veio auxiliar à consolidação de fratura, 

promovendo a formação de calo precoce através de um processo chamado de 

substituição invasiva, associado ao processo de osteoconducão, osteoinducão e 

biocompatibilidade, disponibilizando variedade de materiais como a hidroxiapatita, 

vidro bioativo, osso liofilizado bovino, carbonato de cálcio, fosfato tricálcio e 

Polímero 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 

composição; osso liofilizado bovino e que diariamente são utilizados em medicina 

ortopédica e em ortodontia. Sobrepujando características ósseas e fatores 

diferenciadores, cuja importante função é induzir a transformação 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, o osso bovino é um 

material muito utilizado pela sua semelhança estrutural e mecânica com o osso 

humano (HALLMAN, 2008; TORRES et al., 2008) 

Favorecer e possibilitar o processo de consolidação é essencial, 

principalmente para indivíduos em casos graves que necessitam de substituto 

ósseo em grande quantidade sem que necessite de procedimento cirúrgico. O 

conhecimento de métodos que estimulem a consolidação de fratura em osso 

osteoporótico adquire considerável importância. Assim sendo, o objetivo deste 

estudo foi analisar o efeito osteogênico do laser de baixa potência (In-Ga-Al-P e As-

Ga-Al) aliado a enxerto ósseo e membrana reabsorvível de cortical óssea no 

tratamento de defeito produzido no fêmur de ratas ovariectomisadas, por meio de 

analise histológica e por morfometria.  
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2.1 Osteoporose: Considerações gerais 

 

 

A osteoporose, uma doença osteometabólica, decorre de uma alteração do 

equilíbrio entre formação e reabsorção óssea, intimamente ligada ao avançar da 

idade e nas mulheres pós-menopausais em decorrência da deficiência do hormônio 

ovariano, o estrógeno (WARD, 1995; CHANG et al., 2004; ARDILA 2003). Na 

osteoporose, observa-se que o predomínio da reabsorção óssea acaba levando a 

redução da densidade mineral óssea (DMO).  

A osteoporose é a alteração metabólica mais freqüente acometendo os ossos, 

caracterizando-se pela diminuição lenta e progressiva da massa óssea. A 

Organização Mundial de Saúde (OMS) define osteoporose como uma doença 

esquelética sistêmica caracterizada por diminuição da massa óssea e deterioração 

microarquitetural do tecido ósseo, com conseqüente aumento da fragilidade óssea e 

susceptibilidade à fratura (PIPPA, 1996; ORGANIZACIÓN MUNDIAL DE LA SALUD, 

2000; SHARP; DOHME, 2001; NASCIMENTO, 2003; ARAÚJO et al., 2005; HAACH, 

2006). Apresenta caráter multifatorial, que envolve aspectos hormonais, genéticos e 

nutricionais (HEISS et al., 2008).  

A osteoporose é diagnosticada quando se observa alteração na síntese e 

absorção de tecido ósseo, criando cavidades excessivamente profunda que não 

consegue ser preenchida suficientemente (BEMBEM, 1999; SEEMAN; EISMAN, 

2004; EIS, 2003; NASCIMENTO, 2003; HAACH, 2006). Tornando os ossos mais 

frágeis e mais suscetíveis a fraturas (ELFFORS, 1998; CARVALHO; CLIQUET, 

2003; DINIZ, 2006).  

A forma mais comum da doença acomete as mulheres com deficiência de 

estrogênio, mulheres na pós-menopausa ( LERNER, 2006).  Portanto, devido sua 

prevalência na população mundial a osteoporose tem recebido atenção como 

grande problema de saúde pública (SIQUEIRA, 2013).  As fraturas não são o único 

inconveniente da osteoporose, já que complicações secundárias podem deixar os 

pacientes muito debilitados, podendo levar à morte. Sendo sua prevenção essencial 

para a manutenção da saúde, da qualidade de vida, e da independência durante o 

envelhecimento (SBEM, 2010).                           
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Um estudo publicado por Araujo, 2005 sobre o custo médio da hospitalização 

por paciente para tratamento cirúrgico de fratura osteoporótica de quadril revelou 

uma cifra de R$ 24.000,00 no sistema privado de saúde brasileiro e mostrou que 

apenas 24% dos pacientes receberam tratamento clínico, inclusive medicamentoso, 

para osteoporose após a fratura. A população brasileira está propensa a 

desenvolver osteoporose, estimativas revelam que a patologia aumentou de 7,5 

milhões, em 1980, para 15 milhões, em 2000 (SBEM, 2010).                          .  

      A perda de massa óssea pode ser evidenciada através de exames 

diagnostico, pois, as perdas de massa óssea podem ser observadas por meio das 

alterações na densidade do osso cortical e trabecular como a radiografia (Raio-X). O 

raio-X é o método de escolha para a verificação de fraturas, por ser simples e 

acessível. 

O sistema digital Digora (versão 1.51) tem sido muito utilizado em estudos, 

com recursos de manipulação de imagem e obtenção de medidas de distância e 

densidade radiográfica (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 é utilizada na área da saúde como um exame complementar 

no diagnóstico de patologias ósseas. Os avanços da imagem digital têm constituído 

uma alternativa na detecção de perdas ósseas. 

A medida da qualidade de vida relacionada à saúde em pacientes com 

osteoporose tem sido alvo de estudos nos últimos anos, com o intuito de determinar 

as mudanças necessárias para obtenção 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 prevenção das fraturas osteoporóticas é um 

dos fatores mais importantes na manutenção da qualidade de vida (LIPS; VAN 

SHOOR, 2005; OLIVEIRA, 2003; GARDNER et al., 2005). Projeta-se que as fraturas 

somente as osteoporóticas no Brasil alcancem 600.000 por ano, sendo 400.000 

vertebrais e 200.000 femorais (CARNEIRO, 2001). Estima-se que o número de 

fraturas de quadril na população mundial cresça de 1,26 milhões em 1990 para 2,6 

milhões em 2025 e para 4,5 milhões em 2050 (GULLBERG et al., 1997; HAACH, 

2006).  

As fraturas osteoporóticas vertebrais são responsáveis por grande 

comprometimento estético, as da extremidade proximal do fêmur são as mais 
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graves, com maior numero de seqüelas e mortalidade elevada no primeiro ano 

(MENDONÇA; ALVES, 2004; GARDNER et al., 2005). Este tipo de fratura 

representa perda significativa da autonomia onde cerca de metade dos indivíduos 

torna-se incapaz de deambular e um quarto necessita de cuidado domiciliar 

prolongado (ARANHA et al., 2006). O risco da fratura proximal de fêmur nas 

mulheres caucasianas, na fase pós-menopausa é de 14-17% e esse risco aumenta 

com o avanço da idade (EDDY et al., 1998; PARKER & PALMER, 1995; CRANNEY, 

2003; ARAÙJO et al., 2005). 

 A osteoporose afeta uma grande quantidade de pessoas e a prevalência 

aumenta com a idade da população. Nos Estados Unidos atualmente existem 10 

milhões de indivíduos com a doença e mais 18 milhões têm massa óssea baixa; 

80% dos acometidos são mulheres. Segundo a Organização Mundial de Saúde 

(2000), um terço das mulheres brancas acima dos 65 anos apresenta a doença 

(ORGANIZACIÓN MUNDIAL DE LA SALUD, 2000).  

 Os fatores que aumentam os riscos de osteoporose são: idade pós-

menopausa, raça caucasiana ou asiática, tabagistas, alcoolistas, portadores de 

insuficiência renal crônica, baixo peso, baixo índice corporal, menopausa precoce, 

menarca tardia, sedentarismo, história prévia de fratura após os cinqüenta anos, 

história familiar de osteoporose, baixos níveis de testosterona, ingestão deficiente de 

cálcio, muito café, baixa exposição ao sol, doenças que afetem o metabolismo 

ósseo, como o hiperparatireoidismo primário e o uso crônico de corticosteróide 

(ARAÙJO et al., 2005; DINIZ, 2006).   

 Em pesquisa realizada Amadei et al., (2006) relata que a diminuição dos 

níveis de estrógeno altera tanto o processo de remodelação quanto o de reparação, 

embora nem todos os mecanismos estejam completamente elucidados.  

Houve uma crescente demanda por cuidados com os pacientes 

osteoporóticos, isso provocou uma expansão dos serviços de avaliação e tratamento 

da osteoporose. Desta forma, buscar medidas mais avançadas para as possíveis 

complicações da osteoporose, como é o caso das fraturas, tornou-se de vital 

importância. 
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2.2 Ovariectomia e Osteoporose  

 

 

Um modelo experimental que simula a deficiência estrogênica pós-

menopausa em mulheres é a ovariectomia de ratas, a qual resulta na diminuição dos 

níveis de estrógeno. Como resultado, a ovariectomia causa perda óssea em ossos 

como maxila, mandíbula, fêmur, entre outros. Contudo, considerando-se que os 

sinais apresentados pelas mulheres acometidas pela doença não são idênticos aos 

que ocorrem nas ratas neste modelo, considera-se apropriada, a utilização do termo 

osteopenia que reflete a diminuição da massa óssea nestes animais em decorrência 

da deficiência estrogênica (PRADO, 2008). 

Estudando diferentes tempos de ovariectomia e orquiectomia (ratos machos), 

Most et al. perceberam que em cultura de células a deficiência estrogênica causa 

aumento transitório na osteoclastogênese. Sete dias após a cirurgia, o potencial 

osteoclastogênico das células de medula hematopoiética foi acentuado e se 

estabilizou após 30 dias de deficiência hormonal. Seriam estas células, as 

responsáveis por uma fase precoce de rápida perda óssea.  

Para Colombo e colaboradores (2003), cirúrgia dos ovários nas mulheres, ha 

maior perda de taxa óssea, sugerindo que os hormônios gonadais desempenham 

importante função na prevenção da perda óssea. 

Como já foi visto varias são as dificuldades enfrentadas para que ocorra uma 

boa remodelação em tecido ósseo osteoporótico. As pesquisas buscam a melhor 

forma de tratamento, e para isso é necessário à utilização de cobaias para indução 

da osteoporose sendo importantes que as alterações encontradas no modelo 

experimental estudado se assemelhem as encontradas em humanos.   

 A ovariectomia é um procedimento cirúrgico o qual é retirado o(s) ovário(s), o 

que reduz os níveis séricos de estrógeno e progesterona. O estrógeno e a 

progesterona são hormônios sexuais femininos estão ligados direta ou indiretamente 

aos osteoclastos, estes hormônios produzidos principalmente nos ovários, sendo 

responsáveis pela manutenção das características femininas durante a vida 

(COLOMBO et al., 2003).  
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A osteoporose induzida pela castração embora seja decorrente 

principalmente da redução na aposição óssea, tem-se depois de três meses 

aumento da reabsorção óssea, potencializando a osteopenia (SERAKIDES, 2001). 

O modelo de ratas ovariectomizadas para estudos da perda de massa óssea 

pós menopausa é bem aceito, sendo o modelo preconizado pelo Food and Drug 

Administration (FDA) para estudos pré-clínicos de drogas para prevenção e 

intervenção da osteoporose (KODAMA, 2003; MELLO; GOMIDE, 2005; 

CANETTIERI, 2006; RENNO, 2006; POPPI et al., 2012).  

Embora não haja um animal que atenda a todos os requisitos de modelo 

ideal, ratas ovariectomizadas (ovx) têm sido utilizadas como modelo animal de 

osteoporose experimental, pois, fornecem dados fundamentais semelhantes aos 

observados no esqueleto adulto pós-menopáusico (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 lesão em tecido ósseo osteoporótico  

 

 

O numero de casos de fraturas no mundo tem aumentado, um fato a ressaltar 

é que com o avanço da idade, os ossos tornam-se finos e relativamente quebradiços 

(BANDEIRA et al., 2006; OTT, 2004). A osteoporose há anos vem causando  

milhares de fraturas no mundo e representa um elevado custo no orçamento dos 

países.    

O osso apresenta como funções primaria: Suporte, Depósito de minerais e 

lipídios, produção de células sanguínea proteção, sistema de alavancas – (MARTINI, 

1998; KATCHBURIAN; ARANA, 1999; KESSEL, 2001) (BEZERRA, 2005). 

O tecido ósseo é constituído de 90% de fibras colágenas tipo I e outras 

proteínas que representam 10%. Na osteoporose as fibras colágenas foram 

observadas alinhadas frouxa e irregularmente com espaços alargados, algumas 

delas começando a evidenciar diferentes graus de defeitos entre elas (YUN SHEN et 

al., 2009). 
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Histologicamente existem dois tipos de tecido ósseo: imaturo e maduro os 

diferencia são as organizações tridimensionais em suas fibras colágenas (FREITAS, 

2001).  

 O tecido ósseo primário é o primeiro tecido ósseo a aparecer na formação da 

estrutura óssea. A matriz neste estágio apresenta feixes entrelaçados de fibras 

colágenas, sem organização definida. O tecido ósseo secundário substitui 

gradativamente o tecido ósseo primário pela deposição 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 porção cortical óssea dos ratos 

perde o sistema Haversiano; responsável pela passagem de vascularização e, por 

isso, esses animais possuem pouca remodelação de osso intracortical. A perda 

óssea pós-menopausa devido à deficiência de estrogênio leva a uma perda 

desproporcional entre o osso cortical e o trabecular, sendo maior neste último (Riggs 

(1991). 

A cicatrização de defeito ósseo é utilizada em muitas experiências clássicas 

tratando-se de influências de medidas para melhorar a regeneração óssea 

(PARISIEN et al. 1995; PINHEIRO et al., 2001; CARVALHO et al., 2002; SILVA 

JÚNIOR et al., 2002; NASCIMENTO, 2003; RENNO, 2006; CANETTIERI, 2006). 

A osteoporose pós-menopausa é uma doença silenciosa na qual ha 

diminuição da produção de hormônios sexuais, reduzindo a formação da matriz 

protéica onde é depositado o cálcio, diminuindo a aposição por uma diminuição da 

ação osteoblástica, ocorrendo perda de conexões entre as trabéculas ósseas 

criando grandes cavernas de reabsorção (SERAKIDES, 2001; LANNA, 2003; 

ARDILA, 2003). 

ARDILA, 2003, em seu estudo destaca que o estrogênio pode alterar a 

velocidade de crescimento osteoblastica, além, de inibir a PGE2 (prostaglandina E2) 

e alterar a sintese e secreção de proteínas responsáveis pela ativação de fatores 

que diminuem a reabsorção óssea (TGF-B, Transforming growth factor Beta). Os 

receptores E2 controlam 70% da reabsorção óssea.  

 A porosidade do osso é importante, pois afeta diretamente as características 

mecânicas do tecido osso lamelar e osso esponjoso (HALL, 2000). O tecido ósseo 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 modificações das 

forças a que está submetido o osso tende a resistir “imóvel” ou deformar-se. As 

forças ou cargas superiores ao limite elástico ósseo e pouco tempo de recuperação 

podem levar á deformações plásticas permanentes ou fraturas (GUYTON, 1988).                                 

Nos períodos iniciais do reparo, o ácido ribonucléico (RNA) mensageiro do 

IGF-I foi expresso pelas células mesenquimais, por condrócitos imaturos, pré-

osteoblastos, osteoblastos e osteócitos no calo ósseo. Após duas semanas de 

reparo, os osteoblastos continuavam a expressar IGF-I. Tal fator parece estar 

envolvido na proliferação e diferenciação de osteoblastos e condrócitos, atuando 

como um fator mitogênico autócrino e parácrino durante o reparo ósseo.  Apesar de 

ser encontrado em menores quantidades quando comparado como IGF-II, o IGF-I 

promove maior síntese de colágeno, sendo mais ativo sobre o tecido ósseo. 

O reparo de lesão de tecido ósseo osteoporótico continua representando um 

problema para os cirurgiões, paciente e ao Sistema Único de Saúde. Os implantes 

ortopédicos normalmente carecem de características básicas dos tecidos vivos, 

como capacidade de auto-reparo e manter um adequado suprimento sanguíneo, e 

capacidade de modificar a sua estrutura e propriedades em resposta a fatores 

ambientais como, por exemplo, cargas mecânicas.  

O mecanismo de ligação 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 haverá algum tipo de resposta nos tecidos provocada pela inserção do 

mateiral.  

No entanto, o que torna um material bioinerte elegível é a sua capacidade de 

ser tolerado pelo organismo, com mínima formação de envoltório fibroso no sítio de 

implantação, e ausência de resposta local do sistema imunológico (RIGO et al., 

1999). Outra consideração observada nos materiais bioinertes é a presença escassa  

de células fagocitárias na interface, com rápida resposta fagocitária e formação de 

uma pseudocápsula ao redor do implante, imperceptível em muitos casos. Os 

suportes que proporcionam ligações de natureza química entre o material e o tecido 

ósseo são bioativos e induzem osteointegração. Os materiais reabsorvíveis, após 

permanecerem em contato com os tecidos, são degradados, solubilizados ou 
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fagocitados pelo organismo ao longo do tempo, possibilitando osteocondução e uma 

ligação mais próxima 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, multiplicação, migração e função por parte das células. De uma maneira 

geral, as propriedades desejáveis em um material para crescimento ósseo podem 

ser resumidas da seguinte forma (AGRAWAL & RAY, 2001): 

1. Ser biocompatível e bioativo; 

2. Ser biodegradado à medida que o processo de reparação ou regeneração ocorre; 

3. Ter porosidade e ser permeável para permitir uma difusão apropriada; 

4. Possuir poro com tamanho adequado para prover crescimento do tipo celular a 

que se destina; 

5. Possuir adequada propriedade mecânica para o meio a que se destina; 

6. Oferecer uma superfície condutiva para a aderência celular; 

7. Facilitar ou, se possível, induzir a formação pelas células semeadas; 

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

Quanto à biodegradação, esse substrato deve ser degradado no corpo 

humano a uma taxa que possa ser controlada, e a resultante da degradação deve 

ser não-tóxica, biocompatível e ser facilmente excretada pelo corpo (WANG, 2003). 

 

 

2.4 Substitutos ósseos  

 

 

Diversas substâncias demonstraram propriedades de acelerar ou iniciar o 

processo de reparo, induzindo a osteogênese. Estas substancias são utilizadas 

como material de implante osteoindutor, apresentando potencial osteogênico e 

quimiotático, sendo estas propriedades atribuída à presença de proteínas ósseas 

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 ósseos pós-traumáticos podem exigir enxertos 

ósseos, se tornando um procedimento comum no mundo somando  2,2 milhões de 

cirurgias (CALORI et al,. 2011; GIANNOUDIS et al., 2005; CUNHA, 2012 ). 

Para auxiliar no reparo ou formar novo osso, vários materiais implantares são 

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 arcabouço para o crescimento vascular e posteriormente 

calcificação são conhecidos como osteocondutores. Os materiais denominados 

osteoindutores possuem fatores de crescimento, que regulam a proliferação celular 

de tecidos diferenciados. Os morfogenes, incluindo a proteína óssea morfogenética, 

são osteoindutores controladores de substância que iniciam o desenvolvimento de 

tecidos, órgãos e sistemas pela indução de células indiferenciadas a conversão 

fenotípica (LOURENÇO, 2002; BALDINI et al., 2011; CALORI et al., 2011; CUNHA 

2013).  

Osteogênese também é importante no reparo e consolidação de farturas por 

caracterizar, a capacidade de formar novo osso a partir de osteoblastos viáveis 

presentes no próprio enxerto ou osso HERFORD, 2011; OLIVEIRA et al., 2012).    

Os primeiros experimentos foram realizados para estudar a reparação óssea 

em 1938, por Levander, que relatou inicialmente a implantação de fragmentos 

ósseos vivos de 1,0 a 1,5 cm de comprimento tanto subcutaneamente quanto 

intramuscularmente, Lavander concluiu que havia uma substancia possível de ser 

extraída do osso e capaz de ativar células mesenquimais para formação tecido 

ósseo (LOURENÇO, 2002).  

 A descoberta chave foi encontrada por Marshall Urist (1965), constituiu na 

implantação de fragmentos ósseos desmineralizados tanto subcutaneamente quanto 

intramuscularmente em animais. Estes fragmentos possuíam a capacidade de 

induzir a formação óssea ectópica. A auto-indução ocorre quando uma célula 

indutora – um monócito – atua sobre uma célula induzida – um macrófago ou um 

pericito - causando a diferenciação tanto para uma célula osteoprogenitora quando 

para uma célula condroprogenitora (URIST, 1965; CHIN, 2004).   

 Um estudo posterior revelou que a pulverização das partículas ósseas, levava 

à inativação da propriedade morfogenética óssea, muito provavelmente pela 

formação de radicais livres da absorção de energia e quebra da cadeia molecular, 
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ambas levando à desnaturação protéica. Estes estudos auxiliaram a confirmação 

que a propriedade osteoindutora na matriz óssea era o resultado de uma proteína 

óssea morfogenética não colagênica (SYFTESTAD & URIST, 1979; LOURENÇO, 

2002; RESENDE et al., 2006). 

 Segundo Wozney (1992), as BMPs são proteínas encontradas em altas 

concentrações no tecido ósseo e são consideradas as responsáveis pela habilidade 

indutiva e regenerativa dos enxertos ósseos desmineralizados (RESENDE et al., 

2006). 

Os enxertos ósseos heterógeno, são materiais ósseos porosos derivados dos 

ossos de animais como, por exemplo, o boi. Este material pode ser fabricado de 

diferentes texturas, tamanhos e formas (GARG, 1999). 

A extração de enxerto é obtida de vários animais, como bois, porcos, renas, 

cães 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 utilização na regeneração óssea devem apresentar um controle 

rigoroso na sua fabricação, no que diz respeito às suas propriedades físicas, 

químicas e mecânicas, a fim de permitir uma resposta celular previsível ao material 

enxertado (GARG, 1999). 

Mais de 250.000 enxertos de ossos são realizados, anualmente nos EUA, 

fazendo com que este seja o segundo tipo de enxerto mais comum (KENLEY et al., 

1993; MOREIRA, 2004). 

O enxerto alógeno é obtido dos tecidos de cadáveres humanos que são 

processados em condições de esterilidade e armazenamento em várias formas e 

tamanhos nos bancos de ossos humanos. Este tipo de enxerto possui algumas 

limitações: dificuldade de obtenção de osso humano viável em quantidade, proibição 

em vários países da comercialização de produtos de órgãos e tecidos humanos, 

além da possibilidade de transmissão de doenças (GONÇALVES et al., 1998 

(SASSIOTO et al., 2003).   

 O enxerto autógeno é a retirada do material do próprio paciente, também é 

uma alternativa, porém sua aquisição agrega riscos ao paciente, incluindo incisão 

cirúrgica adicional, aumento da morbidade pós-operatória e enfraquecimento do 

local doador. Além disso, ocorrem circunstâncias na qual a quantidade de enxerto 
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autógeno disponível é insatisfatória, como nas crianças e nos adultos submetidos a 

procedimentos operatórios 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 estão sujeitas à influência de fatores 

inerentes ao organismo receptor, como a tensão de oxigênio, desnutrição protéica, 

doenças metabólicas, hormônios 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 o sucesso ou fracasso de enxertos ósseos indutores em cirurgias 

reconstrutivas é a eficiência do material carreador. O carreador ideal deve aumentar 

a exposição dos tecidos do hospedeiro à substância de crescimento e assegurar 

uma distribuição uniforme sem permitir que o material implantado ultrapasse os 

limites do sítio. O carreador deve ser absorvido na medida em que for ocorrendo à 

formação óssea. Além disso, deve ser seguro, biodegradável, biocompatível e 

formulado para permitir tamanho e formas adequados para o enxerto (GONÇALVES 

et al., 1998). 

Enxerto ósseo composto de origem bovina, obtido a partir de uma porção 

inorgânica medular, orgânica cortical e um aglutinante natural composto de colágeno 

ósseo desnaturalizado; Composto por proteína, mineral e aglutinante natural. A 

manutenção da estrutura original do tecido ósseo confere resistência e permite 

osteocondução; A matriz orgânica cortical otimiza a reabsorção, enquanto a matriz 

inorgânica medular confere resistência ao leito; na maioria nos enxertos o material 

enxertado corre o risco de sair do sitio retardando o processo de consolidação. 

Existem no mercado produtos que evitam esse processo; como a membrana 

reabsorvível de cortical óssea bovina; por ser reabsorvível; sua permeabilidade 

permite a troca de nutrientes e impede a invaginação de células não osteogênicas; 

atua como barreira para o tecido mole e ao mesmo tempo estabiliza a falha 

permitindo a remodelação óssea; Possui estudos clínicos que demonstra a eficácia e 

segurança. Material de fácil manipulação, flexível e permite ajuste após hidratação 

com soro fisiológico; Barreira biológica natural osteoprotetora.  

 Os carreadores mais utilizados são materiais a base de fosfato de cálcio, 

como as hidroxiapatitas, fosfato tricalcio, e o cálcio.  
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 A hidroxiapatita devido a sua excelente biocompatibilidade e bioatividade 

originada durante a aplicação ou após a implantação se tornou de grande 

importância nas áreas médica e odontológica (ROSS et al., 1995; DAMIEN et al., 

2003; ABDUL et al., 2004). 

 A associação de hidroxiapatita com fibras colágenas é responsável pela 

dureza e resistência do tecido ósseo. Quando é feita a remoção do cálcio, os ossos 

mantêm sua forma intacta, tão flexível quanto os tendões, este procedimento é 

realizado quando se deseja produzir cortes (no osso), para Análises 

Histomorfológicas (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1999).  

  O cimento de hidroxiapatita facilita o contorno ósseo, podendo ser implantada 

sob a forma de blocos ou grânulos, apresenta similaridade com a composição do 

osso mineral e capacidade osteoindutora (DUJOVNY et al., 1997; DAMIEN et al., 

2003; RESENDE et al., 2006). 

 Ripamonti & Reddi, (1994), afirmaram que a engenharia de regeneração 

tecidual tem se desenvolvido rapidamente no campo da biologia celular e molecular. 

Os grandes processos recentes na elucidação da biologia molecular das BMPs e 

seus receptores ajudaram na promoção e entendimento de um grande campo de 

uso futuro para as BMPs. 

  

 

 

2.5 Efeito da TLBP sobre a osteogênese 

 

 

O reparo ósseo é um processo regenerativo altamente complexo e, 

essencialmente, uma repetição de eventos de desenvolvimento. Com técnicas de 

tratamento mais avançadas pode-se facilitar e/ou acelerar este processo. O tecido 

ósseo esta em constante remodelamento é um processo dinâmico entre reabsorção 

e formação. 

O acometimento de uma lesão no tecido ósseo, traumática ou cirúrgica, é 

seguido por seqüências histológica definida, destinada a reparar a lesão. Podemos 

considerar o processo de consolidação de um osso como ocorrendo em cinco 

estágios: hematoma, proliferação, calo ósseo, consolidação remodelação e a seguir, 
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substituído por osso secundário ou lamelar (KAPLAN et al., 1994; LIRANI, 2004; 

AMADEI et al., 2006; LUSTBERG, 2012 TESETOP).  

  À medida que o tecido celular cresce de cada fragmento, este 

amadurece, e as células básicas dão origem aos osteoblastos os condroblastos 

formam cartilagem em certas regiões da lesão. Os osteoblastos depositam uma 

matriz intercelular de colágeno e polissacarídeos que logo se torna impregnada de 

sais de cálcio para formar o osso não amadurecido do calo da fratura (CROCI, 1997; 

CROCI et al., 2003). 

A consolidação pode ocorrer diretamente entre as superfícies dos ossos e 

não precisa ocorrer através do calo externo ou do calo endosteal como em um osso 

cortical (CROCI et al., 2003).  

A palavra laser é um acrônimo com origem na língua inglesa: Light 

Amplification by Stimulated Emission of Radiation (Amplificação de Luz por Emissão 

Estimulada de Radiação), cuja teoria é do físico Albert Einstein, que em seu artigo 

“Zur Quantum Theories der Strahlung”, de 1917, expôs os princípios físicos da 

emissão estimulada (fenômeno laser), sendo este classificado como de “alta 

potência” e em “baixa potência” (COOMBE et al., 2001; VINCK et al., 2003; LIRANI, 

2004; LANDA, 2005). Esta radiação é eletromagnética não ionizante, sendo um tipo 

de fonte luminosa com características bastante distintas daquelas de uma luz 

fluorescente ou de uma lâmpada comum (TATARUNAS et al., 1998).    

Os lasers são classificados de acordo com o material que é excitado, como 

lasers gasosos (CO2 Argônio, Hélio-Neônio, Excimer, Kriptônio), lasers sólidos 

(Rubi, Neodímio), lasers líquidos (Rodamina) e lasers diodo ou semicondutores 

(Arseniato de Gálio-Alumínio e Gálio-Alumínio Índio e Fósforo). O laser diodo é um 

chip semicondutor que funciona como um diodo elétrico, sendo a região ativa 

formada por materiais semicondutores diferentes.  

As radiações são diferenciadas pelo comprimento de onda, pois todas 

consistem do mesmo tipo de energia. Podemos dividir o espectro em três partes: 

radiação infravermelha, luz visível e radiação ultravioleta. Nos últimos anos os 

aparelhos laser apresentam comprimento de onda variando entre 630nm a 685nm e 

790nm a 904nm. 

A fluência (ou densidade de energia ou ainda, dosimetria), é o resultado do 

produto da potência óptica (expressa em Watts), pelo tempo de duração da sessão, 
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expresso em segundos, dividido pela área da secção transversal do feixe laser, 

expressa em centímetro quadrado.  

A chave da operação do laser está no processo de emissão estimulada, 

previsto por Albert Einstein em 1917. A luz laser é gerada através de um 

componente o fóton, os elétrons situados nos vários níveis de energia após serem 

provocados por uma energia de excitação giram ao redor do átomo, com a agitação, 

os eletros passam para níveis superiores, no entanto tendem a permanecerem 

estáveis, voltando de níveis e assim liberando fótons (DINIZ, 2006).   

Uma característica fundamental dos átomos é que eles emitem e absorvem 

luz em freqüências bem definidas, que é conseqüência de apenas poderem existir 

em determinados estados quânticos, cada estado com sua energia especifica. A luz 

de um laser, como a luz de qualquer outra fonte resulta de emissão radiativa dos 

átomos. As características da luz laser são monocromaticidade, colimação, 

brilhancia, direcionalidade e coerência. Então, a luz gerada pelo laser possui um 

único comprimento de onda, com uma amplitude muito limitada, raios de luz que são 

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

espaço.  

Mester foi o primeiro pesquisador a investigar a aplicação clinica experimental 

do laser em baixa potencia, tanto in vitro como clinicamente. Em um de seus 

estudos, compara a evolução de feridas por queimaduras em animais, concluindo 

que a terapia laser promovia efeitos sistêmicos (MESTER et al., 1983).  

Estudos em vivo e em vitro afirmam que a terapia LBP estimula a atividade de 

osteoblastos, fibroblastos e osteoclastos na área 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 

reabsorção e formação óssea em fraturas de fêmures de ratos, cinco dias após a 

cirurgia o volume ósseo e a superfície de osteoclastos do grupo tratado eram 

maiores que o controle e em quinze dias pós-cirúrgicos a superfície de osteoblastos 

e a taxa de aposição 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 

combinação com bifosfonatos na estrutura do osso osteopênico. Os 35 ratos fêmeas 

Wistar divididos em grupos e submetidos a tratamento com laser gálio-alumínio-

arsênio, 830 nm, 50 mW e 4 J / cm2 nos segmentos vertebrais. Ambos os 

tratamentos foram realizados ao longo de um período de 8 semanas. Na associação 

entre laser e bisfosfonato, o volume de osso trabecular foi significativamente maior 

nas vértebras irradiadas. Concluiu que a terapia a laser local associada com 

tratamento com bifosfonatos sistêmica é 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 liberação de fatores de crescimento, os quais estimulam a 

diferenciação e proliferação celular, possibilitando a maior deposição da matriz.       

A terapia LBP é um método aceito pela Food and Drug Administration (FDA) 

como tratamento clínico eficaz para cicatrização de tecidos, por ser amplamente 

estudado, porém, seu uso em seres humanos ainda não foi aprovado pela FDA 

(VINCK et al., 2003; LIRANI & LAZARETTI-CASTRO,  2005). 

              O estudo de soluções que favoreçam a regeneração óssea é de vital 

importância, pois a perda óssea, derivada da osteoporose, pode ser agravada por 

seqüelas de traumas, processos patológicos ou após determinados procedimentos 

cirúrgicos. Em função disso, o processo de reparo ósseo tem sido ao longo dos 

anos, motivo de varias pesquisas e diversos métodos de tratamento têm sido 

preconizados como o uso do laser de baixa potência visando um efeito de 

biomodulação positiva sobre o reparo de um defeito ósseo (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 JÚNIOR 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; OBRADOVIĆ et al., 2008; MÁRQUEZ MARTÍNEZ et al., 2008; 

DINIZ et al., 2009, Se-Jeong Pyo et al., 2012). 

 Estudos realizados utilizando o laser relatam seus efeitos na estimulação de 

diferentes tipos de células, sendo capaz de promover um aumento da síntese de 

DNA e da síntese de proteínas. Além de promover a reabsorção de exsudatos, 

aumentar a deposição de colágeno, melhora da vascularização, regeneração 
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nervosa e a cicatrização de úlceras cutâneas (GONÇALVES & 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 I expressão de colagénio foi 

aumentado em culturas de curto prazo. Portanto, a hipóxia pode ter um duplo efeito 

em colagénio do tipo I expressão. No entanto, é interessante que o colágeno tipo I 

expressões eram em grande parte afetada pelo LBI em nossos sistemas. Hirata et 

al. demonstraram que LLLT aumentos de colágeno tipo I expressão em células 

osteoblásticas. Além disso, laser de baixa intensidade estimula a mineralização via 

aumentou BMPs nas células osteoblásticas. 

Schwartz-Filho et al., (2011) observaram em estudo em vitro a influência da 

terapia laser de baixa intensidade na osteogênese de células osteogênicas da 

calvárias de rato a irradiação laser usando (InGaAIP), no comprimento de onda de 

685 nm, potência de 35 mW, nas doses 25, 77 e 130 J / cm2 (7, 22 e 37 s, 

respectivamente). Os parâmetros avaliados foram curva de crescimento (4, 7, e 11 

dias) e formação nodular de matriz mineralizada (14 dias). Seus resultados não 

mostraram diferenças significativas relacionadas com a curva de crescimento (4, 7, e 

11 dias). Dentro de 14 dias, as culturas osteogênicas mostraram áreas com matriz 

calcificada, com diferenças entre as doses de 25 e 130 J / cm2. Concluíram que a 

irradiação laser 685nm (25, 77 e 130 J / cm2) não influenciou o crescimento e 

proliferação celular, embora o processo extracelular de mineralização possa ter seu 

padrão alterado pelo LBI em culturas de células osteogênicas. 

Como exposto acima existem evidências científicas que demonstram os 

efeitos biológicos positivos do laser de baixa intensidade, no entanto escaça as 

literatura que demostram de forma clara a relação do laser com tecido ósseo 

osteoporótico e enxerto ósseo e quais os parâmetros devem ser utilizados.  
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3 OBJETIVOS 

 

  

3.1 Objetivo Geral 

   

Analisar o efeito osteogênico do laser de baixa potência aliado a enxerto 

ósseo e membrana reabsorvível de cortical óssea no tratamento de defeito 

produzido no fêmur de ratas ovariectomizadas. 

 

 

  

3.2 Objetivos Especificos  

  

Analisar através de técnica morfometrica o quociente entre a área de 

neoformação e a área total do defeito observando a neoformação óssea na interface 

osso-enxerto e no crescimento de tecido ósseo em direção ao centro do defeito. 

Analisar através de técnicas histológicas as características do processo de 

osteogênese e neoformação tecidual, os aspectos morfológicos e estruturais a 

quantida de trabéculas ósseas, osteoblastos, tecido osteoide, fibroblastos e 

colágeno em defeito ósseo tratados com estimulação laser de baixa potência aliado 

a enxerto ósseo no fêmur de ratas ovariectominazadas. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS    

  

 

4.1 Animais de Experimentação 

 

  

A amostra foi composta por 108 ratas (Rattus norvergicus), da linhagem 

Wistar, com peso corpóreo 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 à Comissão de Ética no Uso de Animais da 

Universidade Federal de Mato grosso do Sul protocolo no 388 de 13/12/2011 (Anexo-

A).   

 

 

4.2 Grupos Experimentais 

 
 
Todos os 108 animais foram submetidos a ovariectomia e ao defeito ósseo, 

posteriormente divididos igualmente em grupos e subdivididos pelos dias de 

eutanásia conforme figuras abaixo: 
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             4.3 Análise Radiológica e Digital Óssea  

 

 

A técnica radiológica foi realizada com o aparelho de raios X marca Dabi 

Atlante, indústria Médico Odontológica, modelo Spectro (70x) e classe I - tipo B 

comum. Programado com 40 kVp (pico de quilovoltagem), com distância 

diafragma/chassis (foco-filme) de 70cm e o tempo de exposição de 0,25 mAs 

(miliampère-segundo). O animal foi contido e posicionado e foram obtidas 

radiografias simples em incidência ântero-posterior (AP).  

O processamento (revelação, fixação, lavagem e armazenamento) foi feito em 

câmera escura e tanque com solução processadora reveladora e fixadora (Kodak 

Rp-X-Omat para 38 litros) em temperatura ambiente. A revelação dos filmes (Dental 

Filme Speed E - tamanho 3,1x 4,1cm2) foi manual e padronizado da seguinte forma:   

 

 

- Vinte segundos (20) no revelador 

- Banho intermediário por trinta segundos (30) em água corrente 

- Dez minutos (10) na solução fixadora 

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

- Secagem até que a solução evapore naturalmente 

Após a secagem os filmes foram armazenados em cartões com etiqueta 

informando o numero do animal, data da realização da tomada radiológica e do 

processamento. Todos os procedimentos radiográficos ocorreram na sala de Raios-

X da UFMS. 
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O procedimento radiológico foi realizado em duas etapas, as quais ocorreram 

da seguinte maneira: os animais foram submetidos ao primeiro exame radiográfico 

em seguida foi realizado o primeiro procedimento cirúrgico (ovariectomia), 

transcorridos os sessenta dias com os animais em repouso, o exame radiológico foi 

repetido.  

Estas radiografias foram posteriormente analisadas pelo sistema digital 

Digora versão 1.51 for Windows da Orion Corporation SOREDEX (Finland) onde 

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

localização.  

 

Figura 1. Layout da tela do programa computacional sistema digital Digora versão 

1.51 utilizado na leitura da densidade óssea, resultado pós-cirúrgico. 
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4.4 Procedimentos Cirúrgicos 

 

 

4.4.1 Ovariectomia 

 

Para realização da ovariectomia bilateral os animais foram submetidos à 

anestesia dissociativa composta por cetamina a 5% e Xilazina a 2% associado a 

(opióide) Morfina na proporção 1:2 em doses de 0,10 – 0,15 ml/100g de peso 

corpóreo por via peritonio. Após a anestesia os animais foram posicionados em 

plano cirúrgico em decúbito ventral e foi realizada a tricotomia da região abdominal 

lateral seguida de antisepsia com álcool iodado. A pele e a musculatura foram 

incisadas longitudinalmente, na linha média próximo da região renal abaixo da ultima 

costela, e o ovário identificado e exposto. Foi realizada a hemostasia através da 

ligação da parte superior da trompa com fio de seda nº 4 Ethicon – Johnson & 

Johnson e excisão ovariana juntamente com a gordura circundante, o oviduto e uma 

pequena porção do útero. Terminado o procedimento cirúrgico os planos foram 

suturados com fio absorvível categute nº 4 e a pele com fio de seda nº 4.  

Os animais submetidos à ovariectomia receberam analgésico pós-operatório 

que foi realizada com buprenorfina na dose 0,05 mg/kg, por via intramuscular e 

antiinflamatório diclofenaco de sódio por via intramuscular na coxa posterior 

esquerda do animal, após prévia antissepsia com álcool iodado à 2%, utilizando-se 

seringa e agulha de insulina. Esta administração foi realizada logo após o 

fechamento da parede abdominal e posteriormente de 12/12 h durante 4 dias 

consecutivos na proporção de 10mg/kg/dia. 
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4.4.2 Produção dos defeitos ósseos  

 

A produção dos defeitos ósseos foi iniciada após a comprovação de 

osteoporose, que foi realizada por exames radiológicos feitos antes e depois da 

ovariectomia e comparados através do Software Digora 1.51.   

O protocolo cirúrgico foi realizado por médicos veterinários no Hospital 

Veterinário da UFMS no mês de fevereiro de 2012. Após exame semiológico 

Figura 2 – Fotomontagem representativa: A – Tricotomia, B – incisão 
longitudinal e indentificação, C- ovário identificado e exposto. D- 
hemostasia ligação da parte superior da trompa E- excisão ovariana, F- 
procedimento cirúrgico terminado os planos suturados com fio. 
 

B A 

C D 

E F 
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realizado pelos Médicos Veterinários, os animais receberam medicação 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 manutenção anestésica foi administrado Isoflurano, por via inalatória, através 

de um cone facial com oxigênio e vaporizador universal com fluxo de 1 L.min-1.  

Constatado o plano anestésico, os animais foram posicionados para 

raspagem dos pêlos na face lateral do membro inferior direito. Sob técnica 

asséptica, foi feito acesso à diáfise do fêmur na face proximal (crânio-lateral) para 

confecção do defeito ósseo. Após a exposição óssea, foi realizado um defeito de 

2mm de diâmetro empregando uma broca diamantada do tipo esférica nº 1016 (KG 

Sorensen), de baixa rotação 4.000 RPM sob irrigação constante com soro fisiológico 

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 substância osteoindutora 

Gen – Mix (Genius Baumer biomaterial division), compósito de enxerto ósseo de 

origem bovina obtido a partir de uma porção orgânica medular, orgânica cortical e 

um aglutinante natural composto de colágeno ósseo desnaturalizado; a presença do 

aglutinante natural (colágeno), quando aglutinado ao sangue ou soro fisiológico, 

homogeneizado com solução salina 9%. Para que o biomaterial não sofra disperção 

os defeitos serão recobertos com membrana biológica constituída de cortical óssea 

bovina descalcificada Gen Derm (Baumer biomaterial division S/A). Após estes 

procedimentos realizar-se-á síntese por planos com nylon poliamida 0,30, agulhado. 

Imediatamente após a cirurgia e durante 4 dias consecutivos (24/24 horas), os 

animais receberam medicação anti-inflamatória e analgésica de flunixina meglumina 

(Banamine® - Schering-Plough, Indústria Brasileira) administrado via intra-peritoneal 

na dose de 1,1 mg/kg.  
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Figura 3.  Fotomontagem representativa: A - incisão cirúrgica com exposição do 
osso do fêmur e inicio da confecção da falha óssea; B confecção da falha óssea 
utilizando broca  esférica nº 1016; C - perfuração da cortical do osso ate atingir o 
canal medular; D fêmur dissecado, onde observa-se a falha óssea produzida. 
 

                
 
 
 

 

 

 

 

 

 

Figura 4 –. Gen – Mix (Genius Baumer biomaterial division), e 
Gen Derm (Baumer biomaterial division S/A).  
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4.5 Lasers de baixa potência   

 

 

Os grupos, 3, 4, 5 e 6 no segundo dia de pós-operatório (defeito ósseo) foi 

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

III (D.M.C. Equipamentos LTDA São Carlos – S.P., Brasil), diodo que é um 

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

Infravermelho) com emissão continua conforme os parâmetros abaixo.  

 

                  Emissor visível                    Laser vermelho 

           Densidade de energia (DE)                        130J/cm2 

                       Potência                        100 mW  

                Comprimento de onda   660nm 

                  Modo de Aplicação  Pontual 

                          Tempo                44 segundos por ponto 

Protocolo de irradiação com laser InGaAlP.  

 

                      

                 Emissor visível                Laser Infravermelho 

          Densidade de energia (DE)             130J/cm2 

                      Potência             100 mW  

               Comprimento de onda                        808nm 

                   Modo de Aplicação            Pontual 

                           Tempo               44 segundos por ponto 

Protocolo de irradiação com laser AsGaAl. 

 

Os animais tratados receberam irradiação transcutânea apartir do primeiro dia 

da cirurgia, uma aplicação por dia em cinco pontos por aplicação 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 ósseo.   
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             Figura -5 Photon Laser III equipamentos LTDA São Carlos – S.P., Brasil. 

                                                                                                                      

As aplicações foram realizadas por um mesmo pesquisador, com laser a 90 

graus, os animais não sofreram nenhum tipo de anestesia para tal procedimento.  

Os animais foram submetidos à eutanásia após 7, 14 e 28 dias.  

 

 

4.6 Eutanásia  

 

 

Decorrido o período de observação de 7, 14, 28 dias, os animais foram 

submetidos à eutanásia com injeção intraperitoneal letal Tiopental Sódico (Cristalia – 

Produtos Químicos e Farmacêuticos Ltda. – Campinas, SP) na dose de 120mg/ml. 

Após serem cuidadosamente dissecados os tecidos moles suprajacentes, os 

fêmures dos animais foram desarticulados, removidos, e em seguida as peças foram 

avaliadas macroscopicamente com o objetivo de observar a condição do implante e, 

posteriormente, foram imersas em frascos herméticos, individuais, com formol 

tamponado a 10% e encaminhadas para estudo histopatológico.   
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7.7 Procedimentos Histológicos  

 

 

Os animais foram identificados, pesados em seguida os fêmures testados 

foram retirados para análise histológica e histomorfometrica.  

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

horas. Após este período, descalcificados por EDTA, incluídos em blocos de 

parafina e submetidos a cortes transversais de 5 μm de espessura preparando-se 

lâminas coradas com Hematoxilina e Eosina. Toda a extensão do defeito foi 

seccionada seqüencialmente com cortes no sentido longitudinal de tal modo que a 

região central do defeito cirúrgico fosse avaliada. 

A avaliação histológica dos eventos ocorridos foi feita de forma descritiva, 

utilizando-se de um método semi-quantitativo baseado no conhecimento dos 

aspectos relacionados à normalidade e foi seguido requisitos utilizados por Leonel et 

al., (2004) e Abo Elsaad et al., (2008). Foi utilizado para análise um microscópio 

óptico de luz. Alguns parâmetros foram verificados para determinar os efeitos 

osteogenicos da terapia laser de baixa potência aliado a enxerto ósseo bovino em 

fêmur de ratas osteoporóticas para tanto, estes se basearam: trabéculas ósseas, 

osteoblastos, tecido osteoide, fibroblastos e colágeno. 

 Para quantificar as variáveis foi utilizado um sistema de Scores de 

intensidade zero a três cruzes no período de eutanásia dos animais (7, 14 e 28 dias) 

classificadas conforme figura abaixo. 

    Scores de intensidade (0 a 3 cruzes).                 

 
 

 
  

 

 

                        Ausente                               (Ø) 

                  Pouca Presença                               (+) 

               Moderada Presença                              (++) 

                 Intensa Presença                             (+++) 
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4.8 Análises histomorfométrica  

 

 

As áreas totais do implante e de neoformação óssea foram calculadas por 

meio da delimitação manual das áreas e a mensuração foi realizada utilizando o 

programa ImageJ 1.0 (Figura 6). As medidas iniciais das áreas (pixels) foram 

convertidas para µm, na proporção de um para 6,25 (1 pixel = 6,25 µm). Para 

análise estatística foram consideradas as proporções de neoformação óssea, 

através do quociente entre a área de neoformação e a área total do defeito 

proporção de osso neoformado: área de osso neoformadoárea total do defeito, 

sendo expressas em porcentagem.  

As imagens das lâminas destinadas à histomorfometria foram capturadas em 

aumento de 10X, que possibilitou um campo de visão amplo, permitindo a 

observação geral da área do defeito e dos tecidos adjacentes (Figura 6). 

 

  

 
        
 
 

 

 

 

 

 

Figura 6 – Delimitação manual das áreas e mensuração das imagens das 
lâminas utilizando o programa ImageJ 1.0. 
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4.9 Avaliação histopatológica descritiva 

 

 

As observações e considerações histopatológicas foram realizadas por um 

especialista em histopatologia animal, que recebeu as lâminas de forma cega, sem 

identificação de grupo e período de eutanásia. As imagens de cada campo foram 

obtidas a partir de um microscópio de luz Olympus® Japan - BX41 com uma câmera 

fotográfica acoplada de 10 mega pixel. 

Os aspectos avaliados na análise microscópica basearam-se, 

fundamentalmente, na observação de neoformação óssea na interface osso-enxerto  

e no crescimento de tecido ósseo em direção ao centro do defeito. Outros critérios 

como a presença de células inflamatórias, tipo de tecido na área do defeito presença 

de fibroblastos, formação tecido fibroso, presença de osteoblastos, osteócitos e 

osteoclastos também foram considerados.  

 

 

4.10 Análise estatística  

 

 

Os dados foram inicialmente avaliados quanto à hipótese de normalidade de 

distribuição. Foi realizada a compilação das leituras de forma categórica onde foi 

aplicado o teste G para independência, verificando a dependência das leituras em 

relação 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 neoformação óssea em relação à área do defeito por meio de 

análise histomorfométrica. As comparações intergrupos foram realizadas utilizando-

se o Teste de Kruskal-Wallis e pós-teste t Student. O nível de significância 

considerado foi de 95% (p<0,05). 

As características do processo de osteogênese e neoformação tecidual, os 

aspectos morfológicos e estruturais foram analisados e os resultados foram 

expressos de forma descritiva. 



 

 

 

45 

 

 5 RESULTADOS 

 

 

5.1 Avaliação histopatológica semi-quantitativa e descritiva 

 

 

5.1.1 Grupos tratados sem o uso de enxerto ósseo 

 

5.1.1.1 Periodo de 07 dias  

 

Nos animais controle, observaram-se, aos 07 dias, áreas de neoformação 

óssea na borda lateral para o centro do defeito, nota-se formação de tecido ósseo 

imaturo e formação trabéculas ósseas em pequena intensidade (Figura 7). 

                         

 
 
 
 
 

 

Os animais do Grupo 2 - LIV receberam irradiação laser de baixa potência em 

comprimento de onda de 880nm. Observou-se neste grupo que o defeito ósseo foi 

ocupado por células ósseas, possuindo fibras colágenas se dispondo em camadas 

concêntricas em torno de canais centrais; formando a matriz primaria, células 

inflamatórias escassas.  Observou-se, ainda, grande proximidade e contato do 

tecido ósseo em formação com o osso cortical antigo (Figura 8). 

 
 

* 

A B 

* * 

* 

Figura 7 - Montagem de fotomicrografias das lâminas obtidas dos animais do 
G1A- após 07 dias da confecção do defeito: A – Vista geral do local do defeito 
(↑). HE, 10X. B – Neoformação óssea (*). HE, 20X. C – Atividade de células (+). 
HE, 25X. 
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Nos animais do Grupo-3 Laser Vermelho Visível (LVV), observou-se, aos 07 

dias, intensa área de neoformação óssea no centro do defeito. Nota-se intensa 

atividade osteogênica em direção ao interior do defeito com formação da trama 

óssea unindo as margens, com tecido ósseo em formação (Figura 9). 

 

  

+ 

+ 

+ 

+ 
+ + 

  A   B 

  C   D 

+ 

* 
* 

Figura 08 - Montagem de fotomicrografias das lâminas obtidas dos 
animais do G2 após 07 dias de Laser Infra Vermelho A – Visão geral 
do local do defeito, (↑) HE, 10X. B - Camadas concêntricas formando 
trama para vascularização (*). 20X C – Tecido recém-formado em 
organização (+), integração da matriz antiga com a recém formada 
(↑) 40x. D – Trabéculas ósseas recém-formadas com tecido osteóide 
(↑). 

* 

* 
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A análise histológica semiquantitativa no período de 07 dias nos grupos 

tratados com Laser Vermelho Visivel e Infravermelho evidenciou valores superiores 

de trabéculas ósseas, osteoblastos, osso primário, matriz colágena e tecido 

osteóide, presença de fibroblastos volumosos e poucas células características de 

processo inflamatório na comparação com o grupo controle (Figura 10). 
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Figura 10 - Gráfico comparativo entre a média e desvio padrão dos escores de 
intensidade (0 a 3) obtidos pela análise semi-quantitativa de trabéculas ósseas, 
osteoblastos, matriz osteóide, fibroblastos e matriz colágeno aos 7 dias após a 
confecção do defeito ósseo com P < 0.05. 
 

Figura 9 - Montagem de fotomicrografias das lâminas obtidas dos animais do G3 
após 07 dias de utilização do LVV: A – Vista geral do local do defeito ósseo (↑). 
HE, 10X. B – Arcabouço ósseo e exsudato nas margens (*). HE, 20X. C – Tecido 
ósseo em transformação (+) ocupando os espaços do defeito. HE, 40X. 
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5.1.1.2 Período de 14 dias 

 

 

 Nos animais controle, a análise histológica evidenciou no período de 14 dias, 

áreas de neoformação óssea com tecido invaginando a área interna e buscando a 

parte central do defeito (Figura 11). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Os animais do Grupo LIV houve intensa neoformação óssea nas bordas do 

defeito, com áreas ocupadas por osso bem organizado nas margens para região 

central, notou-se angiogênese e intensa vascularização oriundas do canal medular. 

Observou-se atividade de células osteoprogenitoras fibroblastos e osteoblastos 

(Figura 12). 

 

 

 

Figura 11 - Montagem de fotomicrografias das lâminas obtidas dos animais do 
Controle após 14 dias de confecção do defeito: A – Vista geral do local do defeito 
com crescimento ósseo (↑). HE, 10X. B – Presença de lacunas ao centro do 
defeito osteoblastos nas margens (*). HE, 20X. C – Tecido ósseo antigo se 
integrando ao novo em organização (+). Notar a presença de trabéculas 
neoformadas (↑). HE, 40X. 

* 

+ 

+ 
A B C 

* 
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Nos animais do Grupo LVV que receberam irradiação laser de baixa potencia 

comprimento de onda de 660nm Laser Vermelho Visível, observou-se aos 14 dias o 

aumento do crescimento ósseo no interior do defeito, presença de trabeculado 

ósseo e tecido ósseo em formação. A ocupação óssea no interior do defeito ocorreu, 

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

 
 
 
 
 
 

  A    B    C 

  D    E    F 

Figura 12 - Montagem de fotomicrografias das lâminas do Grupo LIV-14: A – Defeito 
ósseo, apresentando neoformação óssea ao redor e no seu interior (↑). HE, 10X. B – 
Tecido ósseo neoformado integrado a margem do defeito (↑). HE, 20X. C e D- Osso 
secundário em formação (*) e tecido osteoide (+), E e F – Processo de neoformação 
vinda na margem para dentro do defeito, integrando o osso novo ao antigo (+), 
formação organizada de tecido ósseo com trabéculas ósseas e intensa atividade de 
células osteoprogenitorase (↑) com osteoblastos sintetizando osso presença de 
osteócitos e canais de Haverns (*). HE, 40X.   
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Figura 13 - Montagem de fotomicrografias das lâminas obtidas dos 
animais do Grupo LVV após 14 dias de realização de tratamento: A – 
Vista geral local do defeito demonstrando a neoformação óssea do centro 
para a parte superior (↑). HE, 10X. B – Demostra lacunas interligando as 
margens (*). C – Osso em processo de maturação (↑), integrado a matriz 
antiga (+). HE, 40X.  D- Canais de Havers em formação (↑) osso primário 
em processo de maturação (+), HE, 65X.  
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Fig
ura 14 - Gráfico comparativo entre a média e desvio padrão dos escores de 
intensidade (0 a 3) obtidos pela análise semi-quantitativa de trabéculas ósseas, 
osteoblastos, matriz osteóide, fibroblastos e matriz colágeno aos 14 dias após a 
confecção dos defeitos ósseos. As barras representam o valor médio de cada grupo 
± EPM. * indica diferença estatisticamente significante em relação ao Grupo 
Controle. # indica diferença estatisticamente significante em relação ao Grupo LIV. 
 
 

A análise histológica semiquantitativa evidenciou no período de 14 dias nos 

grupos tratados com Laser Vermelho Visivel e Infravermelho valores superiores de 

trabéculas ósseas, osteoblastos, matriz colágeno, tecido osteóide e poucas células 

características de processo inflamatório na comparação com o grupo controle, P < 

0.05, como mostra a Figura 14.  

Na análise entre os períodos estudados observou-se um aumento na 

quantidade de matriz colágena no Grupo tratado com Laser Infravermelho no 

períodos entre 07 e 14 dias com significância de p=0,0253 (Figura 15). 
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Figura 15 - Gráfico comparativo entre a média e desvio padrão dos escores obtidos 
pela análise semi-quantitativa de Matriz Colágeno nos períodos de 07 e 14 dias após 
a confecção do defeito ósseo, * indica diferença estatisticamente significante em 
relação ao período de 07 dias com p=0,0253. 
 
 
 

5.1.1.3 Período de 28 dias 

 

   

 

 Observou-se que os animais controle aos 28 dias apresentaram área de 

neoformação óssea nas bordas superiores do perioesteo em direção ao centro do 

defeito, sem o seu preenchimento total. Nota-se pouca presença de células no 

interior do defeito (Figura 16). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16 - Montagem de fotomicrografias das lâminas obtidas dos animais do 
Grupo Controle após 28 dias de confecção dos defeitos: A – Vista geral do local 
do defeito com crescimento ósseo (↑). HE, 10X. B – Neoformação óssea para o 
interior do defeito (*). HE, 20X. C – Tecido ósseo imaturo desorganizado (+) 
ocupando as margens superiores do defeito. HE, 40X. 
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A avaliação histológica dos animais do Grupo LVV - 28 dias revela 

neoformação óssea ao redor do defeito, com intensa atividade fibroblástica 

formando matriz colágena em direção ao interior do defeito, caracterizando a 

formação da matriz óssea imatura que esta dando lugar ao tecido ósseo maduro 

com osteocitos e canais de vascularização (Figura 17).  

 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
        Foi observado para os animais do Grupo LVV um aumento progressivo na 

quantidade de fibroblastos do tratamento no período de 14 dias para o de 28 dias, 

com relevância estatística, p= 0,0164 (Figura 18). 

 

Figura 17 - Montagem de fotomicrografias das lâminas do G3-28 dias: A -  
Neoformação óssea nas margens do defeito (↑). HE, 10X. B, C - Notar tecido 
ósseo primário em formação (*). HE, 20X. D- Intensa presença Fibroblástica (↑). E 
– Matriz osteóde em formação (*). HE, 40X. F- Osso secundário (+). Notar 
presença de Canais Havers e Volkmann (↑). HE, 65X.  
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Figura 18 - Gráfico comparativo entre a média e desvio padrão dos escores obtidos 
pela análise semi-quantitativa de fibroblastos 14 e 28 dias após a confecção do 
defeito ósseo. * Demostra aumento progressivo na quantidade de fibroblastos para o 
Grupo LVV no período 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 maturação (Figura 19).  

        

        
 
 
 
 

Figura 19 - Montagem de fotomicrografias das lâminas do Grupo 
LIV-28 dias: A – Área do defeito apresentando neoformação óssea 
(↑). HE, 10X. B – Tecido em processo de maturação com intensa 
presença de células ósseas (*). C – Osso no interior do defeito (*). 
HE, 40X. D – Células formando trabéculado ósseo e em processo de 
maturação (+). HE, 60X.   
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Figura 20 - Gráfico comparativo entre a média e desvio padrão dos escores de 
intensidade (0 a 3) obtidos pela análise semi-quantitativa de trabéculas ósseas, 
osteoblastos, matriz osteóide, fibroblastos e matriz colágeno aos 28 dias após a 
confecção do defeito ósseo. As barras representam o valor médio de cada grupo ± 
EPM. * indica diferença estatisticamente significante em relação ao Grupo Controle e 
Grupo LIV. Nível de significância P < 0,05. 

 

 

5.1.2 Grupos analisados que receberam enxerto ósseo  

  

5.1.2.1  Grupos analisados para período de 07 dias  

 

 

Na análise histológica dos fêmures na região do defeito ósseos, nos animais 

Grupo controle Enxerto, tratado com enxerto ósseo observou-se ao período 07 dias, 

pequenas áreas de neoformação óssea na interface osso-enxerto. Além de tecido 

ósseo recém-formado nas margens do defeito ósseo, mas com pequeno contato 

com osso antigo, nota-se discreta presença de células ósseas em direção ao interior 

do defeito ósseo (Figura 21-A e D). 
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As lâminas dos animais pertencentes ao Grupo LVV+E, com 07 dias de 

tratamento mostraram crescimento ósseo ao redor e no interior do enxerto, vindo da 

margem inferior para o centro e vice-versa, abundante atividade de células 

osteoprogenitoras e colágeno que posteriormente dará lugar à tecido ósseo 

secundário. Nota-se, a osteointegração, e osteocondução. Não foram notados sinais 

inflamatórios (Figura 21-B e E). 

Os achados histológicos referentes ao Grupo LIV+E, no período de 07 dias 

evidenciam células mesenquimais indiferenciadas, envolvendo as áreas de 

neoformação óssea, preenchendo a parte interna do defeito.  Note-se ainda a 

Figura 21 - Montagem de fotomicrografias das lâminas dos Grupos avaliados 
utilizando enxerto ósseo, para o período de 07 dias de observação. Grupo 
Controle Enxerto, A - Vista geral do local do defeito com crescimento ósseo nas 
margens (↑) HE, 10X, Grupo LVV+E - B – Vista geral do local do defeito; osso 
recém-formado nas margens e no centro (↑), Grupo LIV+E. C- Vista geral do 
local do defeito com presença de células osteoprogenitoras tomando o centro e 
as margens do defeito (↑), HE, 10X, Grupo Enxerto. D - Presença tecido recém-
formado envolvendo parte do enxerto e osso imaturo (*), HE, 20X, Grupo LVV 
+E - E- Área de neoformação óssea no centro do defeito integrado ao enxerto 
envolto por intensa atividade de células osteoprogenitoras (*), Grupo LIV+E, 
HE, 20X. F – Presença de intensa atividade de células mesenquimais 
envolvendo o enxerto; preenchido e integrado por osso imaturo (+), HE, 40X.   
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absorção e osteointegração do tecido ósseo enxertado sendo preenchido por tecido 

ósseo recém-formado (Figura 21- C e F). 

A análise histológica apresentada mostrou que os animais com defeito 

preenchido por enxerto ósseo aliado com laser Infravermelho (808nm) e Vermelho 

Visível (660nm) apresentaram melhores resultados na avaliação de trabéculas 

ósseas quando comparado ao grupo controle, os melhores resultados foram para o 

LVV com p= 0,0192 (Figura 22). 
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Figura 22 - Gráfico comparativo entre a média e desvio padrão dos escores (0 a 
+++) obtidos pela análise semi-quantitativa de trabéculas ósseas, osteoblastos, 
matriz osteóide, fibroblastos e matriz colágeno aos 7 dias após a confecção dos 
defeitos ósseos e uso de enxerto ósseo. As barras representam o valor médio de 
cada grupo ± EPM. * indica diferença estatisticamente significante em relação ao 
Grupo Controle Enxerto. # indica diferença estatisticamente significante em relação 
ao Grupo LIV+E. Nível de significância P < 0,05. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.1.2.2  Grupos analisados para o Período de 14 dias  
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Nos animais do controle Enxerto, observaram-se áreas de tecido imaturo no 

interior do defeito e partes de enxerto sendo absorvidos e envolvidos por células 

(Figura 23 A e B). 

B A 

D C 

F E 

Figura 23 - Montagem de fotomicrografias dos animais dos Grupos 
analisados para o período de 14 dias: A e B Grupo- Controle Enxerto – Área 
total do defeito ósseo. HE, 10X nota-se áreas de osso imaturo nas margens 
entre osso-enxerto (↑), HE, 40X tecido ósseo recém-formado envolvendo o 
enxerto (*). C e D Grupo LVV+E Área total do defeito ósseo. HE, 10X, nota-se 
trabéculas ósseas, matriz colágena e o osso recém-formado tomando o 
centro e as margens do defeito (↑), tecido ósseo em maturação, integrado a 
matriz antiga (*), HE, 40X. E e F Grupo LIV+E – Área total do defeito ósseo. 
HE, 10X, nota-se células osteoprogenitoras secretando a matriz osteóide em 
faixas das margens para o centro do defeito (↑), osso bem organizado com 
característica lamelar com osteócitos e canais de Havers (+). HE, 40X. 
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Ao período de 14 dias, os animais do grupo LVV+E; apresentaram 

trabeculadpo ósseo com matriz colágena e osso em processo de organização nas 

margens e no interior do defeito, vindo de diferentes direções interligando o centro 

do defeito, sobre o enxerto ocorreu formação de novo osso, unindo-se a matriz 

antiga (Figura 23 C e D). 

Foi observado neoformação óssea ocorrendo das margens para o interior em 

animais cujo defeito ósseo foi preenchido por enxerto bovino ósseo aliado a 

irradiação laser de baixa potência infravermelha LIV+E. Nota-se osso com 

características lamelar e intensa presença das células osteoprogenitoras, grande 

quantidade de osteócitos aprisionados na matriz bem vascularizada (Figura 23 - E e 

F). 

A análise histológica apresentada mostrou que os animais com defeito 

preenchido por enxerto ósseo aliado com laser Infravermelho (808nm) e Vermelho 

Visível (660nm) apresentaram melhores resultados na avaliacapo de trabéculas 

ósseas quando comparado ao grupo controle, com significância estatitica de p= 

0,0037 e p= 0,0024 respectivamente (Figura 24).  

0

0,5

1

1,5

2

2,5

3

Controle Enxerto LVV+E LIV+E

Trabeculas osseas Osteoblasto Matriz Osteóide

Fibroblasto Matriz Colageno

 

Figura 24 - Gráfico comparativo entre a média e desvio padrão dos escores obtidos 
pela análise semi-quantitativa de trabéculas ósseas, osteoblastos, matriz osteóide, 
fibroblastos e matriz colágeno aos 14 dias após a confecção do defeito ósseo. As 
barras representam o valor médio de cada grupo ± EPM. * indica diferença 
estatisticamente significante em relação ao Grupo Controle Enxerto. Nível de 
significância P < 0,05. 
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5.1.2.3 Grupos analisados para o período de 28 dias   
 

 

Nos animais do Grupo Controle Enxerto observou-se aos 28 dias áreas de 

neoformação óssea tecido ósseo nas margens em direção ao centro, presença de 

tecido osteóide.  
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Figura 25 - Montagem de fotomicrografias dos animais dos Grupos para o 
período de 28 dias: A - Grupo Controle Enxerto – Área total do defeito ósseo. 
HE, 10X. Presença osso nas margens e ao centro (↑), B - Tecido ósseo maduro 
invaginando para o interior do defeito (*), HE, 40X. C e D– Grupo LVV+E – Área 
total do defeito ósseo. HE, 10X. Neoformação ocupando o defeito (↑), notar 
osso maduro integrado a matriz antiga (*), HE, 40X. E - F Grupo LIV+E - Área 
total do defeito ósseo. HE, 10X. Osso maduro com osteocitos preenchendo o 
defeito, calo ósseo formado (↑), Osso secundario (+) e Canais de Havers 
esparsos e volumosos (*). HE, 40X.  
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Os animais do Grupo LVV+E, apresentaram intensa neoformação óssea, 

preenchendo o defeito e permitindo o contado entre as margens. Observa-se ainda 

rede vascular intensa através das lacunas e canais de irrigação.  

Após 28 dias tratamento com irradiação laser de baixa potência Laser 

Infravermelho e enxerto ósseo, os animais apresentaram preenchimento do defeito 

ósseo com a comunicação entre as bordas e o centro do defeito, formada por canais 

de vascularização canais de Havers. Nota-se ainda um tecido maduro e bem 

organizado com intensa quantidade de osteócitos, demostrando o pôtencial 

osteogênico da Irradiação laser no tecido ósseo de ratas ovariectomizadas. 
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Figura 26 - Gráfico comparativo entre a média e desvio padrão dos escores (0 a 
+++) obtidos pela análise semi-quantitativa de trabéculas ósseas, osteoblastos, 
matriz osteóide, fibroblastos e matriz colágeno aos 28 dias após a confecção do 
defeito ósseo. As barras representam o valor médio de cada grupo ± EPM. * indica 
diferença estatisticamente significante em relação ao Grupo Controle Enxerto e 
LVV+E. # indica diferença estatisticamente significante em relação ao Grupo 
Controle Enxerto e LIV+E. Nível de significância P < 0,05. 

 
A análise histológica apresentada mostrou que os animais com defeito 

preenchido por enxerto ósseo aliado com laser Infravermelho (808nm) e Vermelho 

Visível (660nm) apresentaram melhores resultados quando comparado ao grupo 

controle, quando avaliado formação de trabéculas ósseos sendo os melhores 

resultados para o grupo LVV com significância estatística de p= 0,0478 (Figura 23). 

Na análise entre os períodos estudados observou-se um aumento na 

quantidade de fibroblastos no grupo LIV+E nos períodos 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 Análise Histomorfométrica 

 

 

Os resultados da Histomorfometria na análise de osso recém-formado no 

período de 07 dias demostraram no Grupo controle 20,2% do defeito preenchido por 

osso recém-formado, enquanto para os grupos tratados com laser Vermelho Visível 

e Laser Infravermelho os resultados foram de 22,7% e 25,3% respectivamente. 

Quando avaliado os Grupos tratados com enxerto ósseo para o mesmo período, o 

Grupo Enxerto mostrou 23,2 de preenchimento, nos grupos tratados com Laser 

Vermelho Visível e Infravermelho apresentaram 35,0% e 28,6% respectivamente 

(Figura 25). 
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Figura 27 - Gráfico representando os resultados da porcentagem de 
neoformação, em relação à área do defeito, para os grupos com e sem enxerto, 
analisados 7 dias após os procedimentos. As barras representam o valor médio 
de cada grupo ± EPM. * indica diferença estatisticamente significante em relação ao 
Grupo controle. # indica diferença estatisticamente significante em relação ao Grupo 
Enxerto. + indica diferença estatisticamente significante em relação ao Grupo LVV. 
@ indica diferença estatisticamente significante em relação ao Grupo LIV. Nível de 
significância P < 0,05. 
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Os resultados da Histomorfometria na análise de osso recém-formado no 

período de 14 dias demostraram no Grupo controle 47,8% do defeito preenchido por 

osso, para os grupos tratados com Laser de baixa potência com comprimento de 

onda no espectro do Vermelho Visível e Laser Infravermelho os resultados foram de 

54,6% e 54.1% respectivamente. Quando avaliado os Grupos tratados com enxerto 

ósseo para o mesmo período o Grupo controle Enxerto mostrou 49,7% de 

preenchimento enquanto nos grupos tratados com Laser Vermelho Visível e Laser 

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

Figura 26. 
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Figura 28 - Gráfico representando os resultados da porcentagem de 
neoformação, em relação à área do defeito, para os grupos com e sem enxerto, 
analisados 14 dias após os procedimentos. As barras representam o valor médio 
de cada grupo ± EPM. * indica diferença estatisticamente significante em relação ao 
Grupo Controle. # indica diferença estatisticamente significante em relação ao Grupo 
Enxerto. Nível de significância P < 0,05. 
 

Os resultados no período de 28 dias demostraram no Grupo Controle 50,0% 

do defeito preenchido por osso, enquanto para os grupos tratados com laser de 

baixa potência Vermelho Visível e Laser Infravermelho os resultados foram de 

52.3% e 53.8% respectivamente. Quando avaliado os Grupos tratados com enxerto 

ósseo para o mesmo período o Grupo Controle Enxerto mostrou 41,7 de 

preenchimento enquanto nos grupos tratados com Laser Vermelho Visível e Laser 

Infravermelho apresentaram 43,3% e 57,4% respectivamente (Figura 27). 
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Figura 29 - Gráfico representando os resultados da porcentagem de 
neoformação, em relação à área do defeito, para os grupos com e sem enxerto, 
analisados 28 dias após os procedimentos. As barras representam o valor médio 
de cada grupo ± EPM. * indica diferença estatisticamente significante em relação ao 
Grupo Controle. # indica diferença estatisticamente significante em relação ao Grupo 
LIV. + indica diferença estatisticamente significante em relação ao Grupo LVV. @ 
indica diferença estatisticamente significante em relação ao Grupo Enxerto. ® indica 
diferença estatisticamente significante em relação ao Grupo LVV+E. Nível de 
significância P < 0,05. 
 

 
Na analise histomorfométrica para medias de porcentagem de neoformação 

na relação entre todos os grupos avaliados para os períodos 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 período 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 DISCUSSÃO 

 

 

A retirada bilateral dos ovários conduz a uma diminuição dos níveis de 

estrógeno o que induz à uma diminuição da da massa óssea; osteopenia e 

osteoporose. Este método é utilizado por ser eficaz e de fácil realização (RENNO, 

2006; DUARTE, 2004; PYTLIK et al., 2004; CANETTIERI, 2006; AMADEI et al., 

2006; POPPI et al., 2011).  

Optamos por utilizar neste estudo tecido ósseo osteoporótico, de forma que 

os animais estariam num mesmo estado biológico. Os dados obtidos da análise 

radiológica evidenciaram que a ovariectomia (OVX) bilateral induziu a diminuição da 

densidade óssea de forma eficaz. Os valores de densidade óssea sessenta dias 

após a ovariectomia foram significativamente menores que os iniciais (Kruskal-Wallis 

p<0,05). A avaliação desse parâmetro foi efetuada tomando-se como intervalo dx e 

dy = 2.124, onde foram estabelecidas áreas de leitura da densidade com o mesmo 

tamanho e localização sendo o ponto de referência à diáfise do fêmur.  

Observou-se um ganho de massa corporal crescente nos animais após serem 

submetidos à ovariectomia. Efeito este comprovado em outros estudos, o que 

sugere que com a diminuição da produção hormonal pelos ovários ocorra o aumento 

da massa corporal como compensação (CANETTIERI, 2006; POPPI et al., 2011).  

Em estudo realizado com tomografia computadorizada e histomorfometria 

para avaliar tíbias de ratas ovariectomizadas, Prado et al., 2008 encontrou 

decréscimo de até 27% na conectividade óssea entre cinco e oito dias após a 

ovariectomia. Este fenômeno parece estabilizar-se até 30 dias e novamente tem um 

pico no nível de deterioração que se estende até 50 dias após a ovariectomia. 

Contudo, os níveis do marcador de reabsorção óssea avaliado na urina dos animais 

tiveram um acréscimo no décimo terceiro dia após a ovariectomia, que foi 

gradativamente maior até o último período avaliado de 50 dias.  

O comportamento biológico dos enxertos ósseos é divergente ainda mais em 

se tratando de fratura osteoporótica, diferentes tipos de enxertos ósseos e 

biomateriais são testados aliado a técnicas não invasivas de tratamento, visando 

possibilitar e acelerar o reparo ósseo. Neste sentido aliar enxerto ósseo a laser de 

baixa potência tornou-se essencial visto as suas vantagens descobertas. Atuando na 
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aceleração do processo de cicatrização, proliferação celular, maior resistência 

mecânica no tecido ósseo recém-formado, além do aumento da calcificação da 

matriz óssea (BLAYA et al., 2008; TORRES et al., 2008; MÁRQUEZ MARTÍNEZ 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 consolidação do defeito optou-se em utilizar dois 

tipos de laser, um no espectro do vermelho visível com comprimento de onda 

660nm, densidade de 130J/cm2 e potência de 100mw, e outro no infravermelho com 

comprimento de onda 808nm, densidade de 130J/cm2 e potência de 100mw. Foi 

eleita a técnica pontual de aplicação do laser sobre o tecido ósseo pela possibilidade 

de aproximar a ponteira do aparelho em direção à área lesada exercendo leve 

pressão sobre os tecidos. Foram realizados cinco pontos de aplicação, ao redor e 

em cima do defeito, 44 segundos por ponto; totalizando três minutos e 40 segundos 

por dia de aplicação. Baseado nos resultados estatísticos encontrados, os 

parâmetros e métodos utilizados mostraram-se eficaz para estimular o processo de 

osteogênese, elevando a quantidade de células ósseas, no local do defeito 

acelerando a proliferação celular, absorção e integração do enxerto com a estrutura 

óssea do fêmur nos períodos 07, 14, 28 dias.  

Para o período de 07 dias observou-se que os animais tradados com 

irradiação laser infravermelhos, apresentaram preenchimento do defeito com células 

potencialmente ativas, fibras colágenas inicialmente sendo dispostas em camadas 

concêntricas em torno de um canal central, células inflamatórias escassas. 

Observou-se grande proximidade e contato do tecido ósseo em formação com o 

osso cortical antigo. Nos animais que receberam irradiação laser Vermelho Visível 

(LVV), observou-se aos 07 dias, intensa área de neoformação óssea no centro do 

defeito. Intensa formação óssea em direção ao interior do defeito com formação da 

trama óssea, mas com um espaço ainda a ser preenchido, apresentando resultados 

melhores que o grupo controle. 

A análise histológica apresentada mostrou que os animais com defeito 

preenchido por enxerto ósseo aliado com laser Infravermelho 808nm e Vermelho 

Visível 660nm apresentaram melhores resultados quando comparado ao grupo 

controle, quando avaliado formação de trabéculas ósseas com significância 

estatística de p< 0,05. O que demostra os efeitos favoráveis da irradiação Laser de 
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baixa potência na estimulação osteogênica nas células de tecido ósseo 

osteoporótico, aliados a enxerto ósseo bovino liofilizado no tratamento de defeito no 

fêmur de ratas. A osteocondução existiu, pois o enxerto favoreceu o preenchimento 

do defeito ósseo por trabéculas ósseas e o laser acelerou esse processo pela 

presença de osso neoformado avançando em diferentes direções. 

 O resultado da análise histológica quando avaliado a matriz colágena 

mostrou que os animais com defeito preenchido por enxerto ósseo aliado com laser 

apresentaram resultados melhores estatisticamente que o grupo controle Enxerto, 

para o período de 28 dias com significância de p< 0,05. Nota-se ainda na relação 

entre os grupos tratados com enxerto e laser quando comparados entre si; LVV 

mostrou resultados melhores nos períodos de 07 e 14 dias e o LIV resultados 

estatisticamente favoráveis nos períodos de 28 dias com p< 0,05. O que pode 

sugerir parâmetros de terapia laser para períodos agudo, subagudo e crônico.  

Sendo o efeito fotoquímico biomodulador importante em um perido inicial e o efeito 

fotofisico estimulador da produção de ATP, por conseguinte a mitose das células; 

em um período posterior.  

  Baseado nos resultados pode-se sugerir que a luz Laser agiu na indução da 

produção de novo osso auxiliando a chegada e diferenciação das células. 

Acelerando a integração entre as margens do defeito provavelmente ao facilitar a 

angiogenese, passagem de nutrientes e células de defesa, controlando o processo 

inflamatório e permitindo uma veloz formação da trama óssea.  

 Na região dos defeitos ósseos dos grupos irradiados foi encontrada intensa 

atividade fibroblastica e formação de colágeno que serve de arcabouço para 

formação de canais de Haverns, onde existe formação óssea e potencial maturação 

conferindo maior rigidez ao tecido. Podendo concluir que o laser acelerou a 

velocidade de produção do colágeno e fibroblastos. Os resultados encontrados 

corroboram com os estudos que mostram que TLB induzem a proliferação celular, 

relatam ainda a liberação 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 neoformação 

na relação entre todos os grupos avaliados para o período de 07 e 14 dias de 

tratamento, o Laser Vermelho Visível aliado a enxerto ósseo, apresentou melhores 



 

 

 

68 

resultados 35.0±0,2 e 56.2±0.3 respectivamente, enquanto para período de 28 dias o 

melhor resultado foi do grupo 6 tratado com laser Infravermelho e aliado a enxerto 

ósseo, 57,4±0,1. O que sugere a indicação de parâmetros de terapia laser com 

comprimento de onda distinto para os diferentes eventos do processo inflamatório. 

Em pesquisa realizada Fávaro-pipi et al., encontrou resuldados parecidos avaliando 

o laser de 830 nm e demostrando seus efeito positivo sobre a reparação óssea, a 

produção de uma maior quantidade de osso recém-formado e um aumento da 

vascularização na local da fratura. 

Com metodologia similar Tim et al., 2013 observou através de análise por 

Histomorfometria a partir de imagens digitalizadas do defeito, a quantidade de osso 

recém-formado. Em 30 dias após a cirurgia, os autores relatam que as bordas da 

lesão ainda podiam ser observadas, com uma quantidade moderada de osso recém-

formado e remodelação óssea trabécula cercado por tecido de granulação.  

 No presente estudo a dose escolhida 130J/cm2 mostrou-se eficaz em ambas 

as terapias. Outros estudos encontraram resultados similares utilizando 120 J/cm2 

sugerindo um provável efeito dose dependente onde doses maiores seriam mais 

eficazes na estimulação óssea (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 formação óssea, imunossupressão de fatores 

osteogénicos, propriedades biomecânicas em um modelo de defeito ósseo em tibial 

de ratos. Sessenta ratos masculinos foram distribuídos em grupo controle e grupo 

irradiado laser. Os animais foram sacrificados em 15, 30 e 45 pós-lesão. A análise 

histológica e análise morfométrica mostraram que os animais tratados não 

apresentaram infiltrados inflamatórios e uma organização do tecido melhor em 15 e 

30 dias pós-cirurgia. Maior quantidade de osso recém-formado foi observada aos 15 

dias pós-cirurgia. Não houve diferença estatisticamente significativa entre os grupos 

no teste de carga máxima em qualquer período avaliado.  

 A análise histológica evidenciou que nos animais tratados com laser LVV e 

LIV sem o uso de enxerto ósseo, apresentaram melhores resultados em relação ao 

grupo controle Grupo Controle quando avaliado neoformação óssea e quantidade de 

células osteoprogenitoras no local do defeito, o que sugere a facilitação exercida 
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pela luz laser na chegada de células ósseas, modulando o processo, o mesmo 

ocorreu quando foi avaliada a presença de osteoblastos.  

Na presente pesquisa a energia da Terapia a laser de baixa intensidade 

causou uma bioestimulação 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 reparação; equilibrando a produção de fibroblastos e de 

colágeno e aumentos circulação sanguínea periférica.  

O mecanismo pelo qual a estimulação age no tecido ósseo osteoporótico não 

é ainda inteiramente compreendido, duvidas existem em relação às quais 

parâmetros utilizar, sendo a fase inflamatória importante na escolha dos parâmetros 

como comprimento de onda e dose.  

Nota-se a escassez de estudos que utilizem tratamentos em osso com 

osteoporose, com intuito de aperfeiçoar o tratamento das fraturas, buscando 

diferentes tipos de enxertos e implantes, aliados a terapias não invasivas como a 

laser terapia em diferentes comprimentos de da, na proliferação de células, 

neoformação óssea e força mecânica óssea, em períodos maiores que 28 dias.  

  Nesta situação criar formas de auxiliar a deposição óssea é importante em se 

tratando de fraturas em osso osteoporótico.  Buscando parâmetros ideais para 

induzir ao aumento de células responsáveis pela proliferação e reparo ósseo, além 

de investigar o sinergismo entre as formas de tratamentos; como enxertos ósseos e 

terapia laser.  
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7 CONCLUSÕES 

 

 

Após análise, conclui-se no modelo experimental estudado, que as Terapias 

Lasers de Baixa Potência; 808nm e 660nm dose 130/jcm2 aliado a enxerto ósseo e 

membrana de cortical óssea no tratamento de defeito produzido no fêmur de ratas 

ovariectomizadas; possibilitou o aumento do processo de neoformação, proliferação 

e diferenciação de células ósseas responsáveis pela formação da nova matriz 

óssea, para os períodos estudados. 

Através das análises histológica e morfometrica pode-se concluir que o grupo 

submetido a enxerto ósseo e tratados com Laser Vermelho Visivel 660nm dose 

130/jcm2 apresentou melhores resultados nos períodos 7 e 14 dias. O grupo tratado 

com enxerto ósseo e Laser Infravermelho apresentaram os melhores resultados no 

período de 28 dias, estatisticamente significativo P< 0,05. Concluindo assim que a 

Terapia Laser de Baixa Potencia sobre enxerto ósseo em defeito de ratas 

osteopenicas, induz o processo de reparo; permitindo o seu preenchimento para os 

períodos de 07, 14 e 28 dias. 
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