A,

0
'

UNICAMP
Ac¢ao do laser de HeNe na osteogénese

Ivania Garavello Forte Freitas

Tese apresentada a Faculdade de Engenharia
Elétrica e Computagdo da Universidade
Estadual de Campinas para a obtencdo do

Tilo de DOUtor em Engenharia Elétrica

Orientador: Prof. Dr. Vitor Baranauskas

Co-orientadora: Prof”. Dr". Maria Alice da Cruz-Hsfling

Banca Examinadora;

Prof Dr’ Maeli Dal Pai-Silva
Prof Dr. Mario Jefferson Quirino Louzada
Prof Dr. Edson Moschim
Dr. Alfredo Carlos Peterlevitz
Prof Dr. Vitor Baranauskas

.......................................
.......................................
.......................................
.......................................

Departamento de Semicondutores, Instrumentos e Fotdnica
Faculdade de Engenharia Elétrica e Computagao
Universidade Estadual de Campinas

2001



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA

BIBLIOTECA DA AREA DE ENGENHARIA - BAE - UNICAMP

F884a

Freitas, Ivania Garavello Forte
Acdo do laser de HeNe na osteogénese /Ivania Garavellg
Forte Freitas -- Campinas, SP: [s.n.], 2001.

Orientadores: Vitor Baranauskas ; Maria Alice da Cruz-
Hofling.

Tese (doutorado) - Universidade Estadual de Campinas,
Faculdade de Engenharia Elétrica e de Computagao.

1. Ossos - Crescimento. 2. Laser helio-neonio. 1.
Baranauskas, Vitor. II. Cruz-Hofling, Maria Alice da. III
Universidade Estadual de Campinas. Faculdade de
Engenharia Elétrica e de Computacdo. IV. Titulo.




Dedicatoria

Ao meu filho Rafael, que me dd
vida, forca e sabedoria

para que eu consiga

torna-lo homem

Aos meus pais, Maria Dolores e Eugénio
que me ensinaram que honestidade

e humildade sdo as raizes para
producdo de bons frutos

A Ismael, meu amor, marido,
companheiro e colega,

com quem divido os

frutos colhidos

Aos meus irmdos Carmem e Guido
e a Sr* Maria Antonieta

pelo apoio, carinho

durante a realizacdo

deste trabalho



Agradecimentos

Ao Prof. Dr Vitor Baranauskas, meu orientador, por ter me acolhido nesta drea, com
toda sua competéncia e sabedoria, conduzindo-me a producdo deste trabalho e por ter sido
compreensivo pelas dificuldades que passei durante estes anos, muito obrigada.

A Prof®. Dr* Maria Alice da Cruz-Hofling pela orientagdo, competéncia, dedicacio,
amizade e carinho com que me acolheu em seu laboratério e sua residéncia. Pelos
ensinamentos, muito obrigada.

As Chefias dos Departamentos de Semicondutores Instrumentos e Fotdnica da
FEEC/Unicamp e de Histologia e Embriologia IB/Unicamp, pela utilizacdo de materiais e
das estruturas fisicas para que eu pudesse desenvolver meus estudos.

A Chefia do Departamento de Morfologia - Instituto de Biociéncias da Universidade
Estadual Paulista-Unesp, campus Botucatu, pela utilizagdo de seu Laboratorio.

A Direcio da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade Estadual
Paulista —Unesp, campus de Presidente Prudente, a Chefia, a Coordenacdo e aos colegas do
Departamento de Fisioterapia, que me deram respaldo e me apoiaram nos momentos que
precisei ficar afastado de minhas obrigacdes académicas.

A Chefia e funciondrios do Laboratério de Cirurgia Experimental do
Departamento de Ortopedia e Traumatologia da Faculdade de Medicina da Universidade
Estadual Paulista —Unesp, campus de Botucatu, pela utilizagdo da estrutura fisica, pelo
auxilio no preparo e manuseio com 0s animais.

Ao Z. Jingguo, pela obtencio das imagens no microscopio de forca atomica.

Aos tios José e Olinda Costenaro, pelo lar e o incentivo que me deram, tornando
mais branda esta conquista, muito obrigada.

A UNESP e CAPES, que forneceram suporte financeiro para a realizacio deste

trabalho.

v



Resumo

A lesdo traumadtica ou cirtdrgica de ossos longos ¢ imediatamente seguida de processos
de reparo por células osteogénicas, para proliferacdo e diferenciacdo em células
osteoblasticas. Neste trabalho, nds exploramos a influéncia do laser de HeNe na osteogénese
ap0s lesdo. Utilizamos ratos da linhagem Wistar, machos, com peso corporal entre 250-300 g.
As lesdes foram provocadas em apenas uma das corticais da tibia por uma broca com
didmetro de 1,6 mm. As aplica¢des de laser iniciaram 24 h apds as cirurgias. Os animais
foram separados em trés grupos, sujeitos a diferentes doses de irradiacao didria (3,15; 31,5 e
94,5 Jem™) e sacrificados & e 15° dia ap6s a lesdo. Andlises feitas por microscopias de luz,
eletronica de varredura e de forca atbmica, mostraram que doses didrias de 31,5 € 94,5 J cm’™
por 7 dias consecutivos, resultaram na formagdo de trabéculas dsseas mais espessas e
aceleracdo da angiogénese, indicando que o aumento na sintese de fibras coldgenas e
atividade osteoblastica ocorreu pela irradiacdo do laser de baixa poténcia, acelerando o reparo
da fratura.

Palavras chaves: osso —crescimento, laser hélio-neonio
Abstract

The traumatic or surgical cutting of a long bone is immediately followed by a sequence
of repair processes in which the osteogenic cells to proliferate and differentiate in osteoblast
cells. In this work, we explored the influence of a HeNe laser on osteogenesis. We used
young male adult Wistar rats (with masses between 250 and 300 g). Piercing a 1.6 mm-
diameter hole in just one cortical tibia surface provoked the injury. Laser treatment was
started 24 h after the surgery. The animals were separated into three groups, for different
radiation doses (3.15; 31.5 e 94.5 Jem™), and after daily applications, they were sacrificed at
8" or 15™ days. Light, electron and atomic force microscopies revealed that the laser
treatment of the lesion during 7 days consecutively with doses of 31.5 and 94.5 J cm™
resulted in the formation of thicker bone trabeculae, increase of angiogenesis. These results
indicate a greater synthesis of collagen fibers and therefore that the osteoblastic activity was
increased by the low-energy laser radiation.

Keywords: bone growth , laser helium-neon
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Capitulo I

Introducao

1. Introducio a tese

Os efeitos dos lasers de baixa poténcia nos diferentes tecidos bioldgicos tem
despertado a atencdo para suas possiveis aplicacdes terapéuticas.

Tém sido relatados na literatura cientifica efeitos positivos da irradiacdo do laser de
baixa poténcia no reparo de lesdes de tecidos como: musculo [1-4], nervos periféricos [5],
pele [6, 7] e ossos [8 -11]. Também tem sido documentado que tecidos irradiados com laser
de baixa poténcia, apresentam maior nimero de vasos sangiiineos [3, 5, 7, 10-13] e maior
proliferacdo de células como, por exemplo, de fibroblastos [14]. Por outro lado, sao
encontradas evidéncias na literatura que revelam que a irradiacdo nio provoca alteragdes,
ou, ainda, que seus efeitos sdo negativos para regeneracdo dos tecidos bioldgicos [15-19].

Essas variacdes nas respostas do tecidos bioldgicos frente a acdo do laser de baixa
poténcia podem ser explicadas, pelas diferentes doses e periodos de irradiacio, em tecidos
com estruturas e composicdo distintas [20]. Segundo Simunovic et al [20], resultados
positivos somente serdo obtidos a partir de técnicas, corretamente aplicadas, e doses
selecionadas individualmente, visto que doses muito baixas ndo provocam efeitos e, em
contrapartida, doses elevadas podem provocar danos ao tecido irradiado.

Na presente tese foi investigada a acdo da irradiacdo com laser de baixa poténcia em
um modelo de lesdo, induzido cirurgicamente, em tibia de ratos adultos jovens. Os efeitos
de trés doses de laser HeNe foram avaliados. Cada dose foi ministrada diariamente em
periodos de 7 e 14 dias e os efeitos por elas produzidos foram avaliados por parametros
quantitativos e qualitativos em relacdo a fendmenos indicativos de atividade regenerativa
aumentada.

A seguir serdo apresentadas consideracdes sobre o tecido dsseo de forma a auxiliar

o leitor ndo especializado no entendimento do contetudo do trabalho.



Tecido Osseo

O tecido 6sseo € um tipo especializado de tecido conjuntivo de sustentagdo,
formado por células e por material extracelular calcificado, denominado matriz dssea. As
células que compde o tecido dsseo sdo: osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos. A parte
organica da matriz dssea € composta principalmente por fibras de coldgeno do tipo I (que
compde cerca de 90% do peso seco do material orginico) e € sintetizada pelos osteoblastos,
e portanto, células responsdveis pela formacdo do osso. Este processo ¢ denominado
osteogénese [21-23]. A medida que os osteoblastos sdo circundados pela matriz Gssea que
secretam, deixam de ser células poligonais e desenvolvem extensdes longas e delgadas.
Neste momento, o metabolismo dessas células se altera, cessam a sintese de matriz dssea e
passam a ser chamadas ostedcitos. Os ostedcitos situam-se em cavidades ou lacunas no
interior da matriz, mas mantém comunicagdo entre si através dos longos prolongamentos
citoplasmaticos, que se intercalam e estabelecem vias de transporte de nutrientes e
metabolitos.

As células responsdveis pelo remodelamento 6sseo sdo os osteoclastos. Sdo células
multinucleadas portadoras de grande quantidade de enzimas digestivas e capazes de erodir
o tecido Osseo ao atacar a matriz, e, desta forma, participam do processo de remodelagcdo do
tecido e da regulacdo dos niveis plasmaéticos de calcio.

A matriz 6ssea recém formada constitui a por¢do organica nio calcificada e recebe o
nome de tecido ostedide [21, 23]. O tecido dsseo formado possui dois graus de organiza¢ao
histoldgica os quais caracterizam a forma imatura ou osso primdrio, e a forma matura ou

tecido 4sseo secundario.

Tipos de tecido dsseo

Histologicamente existem dois tipos de tecido dsseo: imaturo (ou primério ou
trabecular) e maduro (ou secundério ou lamelar). Os dois tipos possuem as mesmas células
e 0os mesmos constituintes da matriz dssea, porém, apresentam diferentes organizagdes
tridimensionais em suas fibras coldgenas.

O tecido 6sseo primario é o primeiro tecido Osseo a aparecer na formagdo da
estrutura dssea. O tecido 6sseo neoformado organiza-se em trabéculas, na periferia das

quais alinham-se, em fileiras, os osteoblastos produtores da matriz dssea trabecular. A



matriz neste estdgio apresenta feixes entrelacados de fibras coldgenas, sem organizacdo
definida, contendo grande nimero de ostedcitos irregularmente distribuidos no interior das

trabéculas 6sseas neo-formadas [21, 23] (Figura 1).

Osteoblasto Osteoclasto  Ostedcito

Figura 1- Esquema da formacdo trabecular pelas células osteogénicas. Podemos observar
alinhamento dos osteoblastos (arranjo epitelidide) envolvendo a trabécula neo-formada.

O tecido 6sseo secunddrio substitui gradativamente o tecido dsseo primério pela
deposi¢do gradual de estratos ou camadas de matriz, que o transformam da forma trabecular
para lamelar. Sua principal caracteristica € apresentar fibras coldgenas organizadas em
lamelas, dispostas paralelamente umas as outras, em camadas concéntricas em torno de um
canal central, denominado canal de Havers, por onde ocorrem vasos sangiiineos e nervos.
Cada conjunto desses forma um sistemas de Havers. Este sistema € tipico do tecido ésseo
secunddrio. Os canais medulares de Havers comunicam-se entre si com a cavidade

medular, e com a parte externa do 0sso por canais transversais ou obliquos, os canais de

Volkmann [21, 23] (Figura 2).
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O remodelamento dsseo depende da atividade integrada de dois tipos de células: os
osteoblastos, para producdo de tecido neo-formado, e os osteoclastos, para destruicdo do
tecido, ambos os eventos cruciais ao processo no decorrer do crescimento dsseo normal, ou

apos lesao.

Canal de Havers Casal de Volkmann

Figura 2- Desenho esquematico da microanatomia tipica do sistema Haversiano.

Reparo de lesiao do tecido dsseo

O acometimento de uma lesdo no tecido dsseo, traumdtica ou cirdrgica, é seguido
por seqiiéncia histolégica definida, destinada a reparar a lesdo. Assim, imediatamente apos
a lesdo, ocorre um sangramento que € seguido pela formacao de codgulos que interrompem
o fluxo sangiiineo local. Apds quarenta e oito horas inicia-se o processo de proliferacdo das
células osteogénicas, os osteoblastos, que dao origem as trabéculas dsseas constituidas por

0sso primério, dando origem assim a formacdo do calo 6sseo. O calo é remodelado e, a
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seguir, substituido por osso secundario ou lamelar. Concomitantemente, ha necessidade de
formacdo e/ou reconstitui¢do dos vasos sanguineos que irdo suprir o tecido 6sseo em
processo de regeneracdo, através de brotamento de vasos pré-existentes. O processo é
denominado angiogénese, e ¢ acompanhado por intensa atividade dos osteoclastos. Estes se
dispdem junto as trabéculas Osseas formando tineis, que serdo revestidos por laminas

concéntricas de tecido sseo maduro, constituindo o sistema Haversiano [21, 23-24].

Fatores que influenciam a reparacao 6ssea

A formacao do calo cicatricial de lesdes Osseas, através da osteogénese, depende de
varios fatores que podem ser modificados ou alterados por diferentes tratamentos
(vitaminicos, hormonais, elétricos, etc.) ou pela alteracdo na circulacdo sangiiinea local
[8,10-11].

Relatos mais recentes t€m mostrado que o tecido 6sseo irradiado por laser de baixa
poténcia pode apresentar aumento da vascularizacdo e aceleracdo dos processos bioldgicos
envolvidos no reparo de lesdes [8], aumento da calcificacdo da matriz éssea [8, 10], maior
resisténcia mecanica no tecido 6sseo neo-formado [11] e aumento do ndmero de
osteoblastos e osteoclastos [9], além da proliferacdo, diferenciacdo de células osteobldsticas
[11]. Além disso, é importante mencionar que a irradiacdo por laser de HeNe de baixa
poténcia promove aceleracao no reparo de lesdes no tecido 6sseo por acdo fotoestimuladora
dos processos bioldgicos sem, contudo, provocar efeito térmico [8, 25-27].

Apesar das evidéncias a respeito dos beneficios fisiolégicos da utilizacdo da
terapia por laser de baixa poténcia e da sua a¢do no tecido dsseo, ndo h4, até o presente
momento, consenso em relacdo a dose e ao periodo de irradiagdo adequados para
promoverem efeitos positivos na osteogénese. Muito dessas dificuldades advém da
complexidade inerente a cada tipo de tecido do organismo, do seu estado funcional e de
outras varidveis, o que dificulta o estabelecimento de padrdes que possam ser

extrapolados para as diferentes situagcdes de terapia a laser.
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2. Objetivos

O presente trabalho visa contribuir para o entendimento dos fendmenos envolvidos.
Os efeitos da aplicacdo do laser de HeNe, de baixa poténcia, no reparo de lesdo de tecido
dsseo de ratos, feita cirurgicamente, serdo investigados utilizando-se trés doses distintas por
um periodo de 7 ou 14 dias, iniciada a irradiacdo apds 24 horas da cirurgia ter sido
efetuada. Os resultados obtidos poderdo ser interpretados como decorrentes de mecanismos

fotobioldgicos moduladores dos fendmenos biolégicos em curso durante a reparacio dssea.

3. Modelo Experimental

Para realizacdo deste trabalho foram utilizados um total de 90 Rattus norvergicos
albinus, linhagem Wistar, machos jovens, fornecidos pelo Biotério Central da
Universidade Estadual Paulista — Campus de Botucatu e o procedimento experimental de
lesdio e irradiacdo foi realizado no Laboratério de Cirurgia Experimental do
Departamento de Ortopedia e Traumatologia da Faculdade de Medicina de Botucatu da
Universidade Estadual Paulista—Unesp. Os animais foram divididos em grupos de acordo
com a técnica de andlise.

O modelo experimental utilizado foi a tibia pela facilidade de acesso para
provocar a lesdo e pela pouca massa muscular entre a tdbua Gssea e a pele.

As tibias lesadas cirurgicamente foram irradiadas com laser de baixa poténcia
com doses de 3,15 Jcm'z, 31,5 Jem? e 94,5 Jem™. As diferentes doses foram obtidas
variando-se o tempo de exposicao ao feixe de luz. Os animais foram irradiados por 7 ou

14 dias consecutivos e sacrificados 24 h apds a ultima irradiacdo (Figura 3).
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Periodo de irradiacao

i
| |
7 dias 14 dias

3,15Jem™?| [31,5Jem? | [94,5Jem? | |3,15Jem? | [31,5Jem? | | 94,5 Jem®

dos animais

8° dia < . Sacrificio E .> 15° dia

_____________________

Figura 3 - Esquema do periodo de irradiagdo nas diferentes doses e sacrificio dos
animais

4. Métodos

Para investigacdo estrutural do tecido 6sseo neo-formado foram utilizadas
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e Microscopia de Forca Atdmica (MFA).
Para andlise histolégica do tecido 6sseo neo-formado utilizou-se a microscopia de luz
com técnicas de colorac¢do por Tricromico de Masson, para a caracterizacdo morfolégica
e andlise quantitativa de vasos sangiiineos no tecido neo-formado; coloragdo de Schmorl
para andlise dos componentes organicos da matriz 6ssea e método de Picrossirius-
Hematoxilina com microscopia de polarizacdo, para avaliacdo do estado de organizagdo
da matriz 6ssea, baseado na birrefringéncia apresentada pelos feixes das fibras de
coldgeno e andlise morfométrica da drea trabecular neo-formada por método
computacional. O nimero de animais utilizados para cada diferente técnica de andlise

estd representado na Tabela 1.
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Tabela 1 - Distribuicio do nimero de animais de acordo com as técnicas de

analise

Técnicas nimero de animais
MEV 18
MFA 18
Microscopia de luz:
coloracdo: Schmorl 18

Tricromio de Masson e

Picrossirius-Hematoxilina 18
Controle 18
Total 90

5. Organizacao da Tese

Esta tese foi organizada em: Capitulo I — Introdugdo, contendo alguns conceitos
necessdrios a apresentacao do tema e subseqiiente descri¢dao dos resultados da pesquisa.

A seguir, considerando os varios aspectos relacionados a metodologia empregada
na presente pesquisa € os diferentes métodos usados para caracterizar os efeitos da
irradiagdo por laser de HeNe na osteogénese, apresentamos os resultados sob a forma de
capitulos, sendo sua maioria publicada na forma de papers em importantes revistas
cientificas.

O Capitulo II [28] contém os resultados da acdo do laser de HeNe sobre a
reorganizagdo estrutural do tecido dsseo neo-formado e irradiado com as doses de 3,15;
31,5 e 94,5 Jem™, vista por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e por
Microscopia de luz utilizando-se a coloracao de Schmorl.

No Capitulo IIT [29], utilizando-se o método de luz polarizada em cortes do
tecido 6sseo corado pela técnica de Picrossirius-Hematoxilina analisou-se indiretamente,
por microscopia de polarizagdo, a orientacdo dos feixes de fibras coldgenas do tecido
neo-formado irradiado por laser de HeNe associado a andlise morfométrica da 4rea

trabecular neo-formada, utilizando-se programa computacional.
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No Capitulo IV [30] redirecionamos nossos experimentos para a evolucdo natural
da regeneracdo do tecido 6sseo neo-formado, analisado por Microscopia de Forca
Atomica (MFA). Tanto quanto sabemos, fomos pioneiros na investigacio do
remodelamento dsseo apods lesdo, pelo método de MFA.

No capitulo V [31], pudemos analisar e comparar as imagens obtidas do tecido
0sseo neo-formado irradiado por laser de NeHe nas doses de 3,15; 31,5 e 94,5 Jcm'z,
combinando MEV e MFA, o que nos possibilitou caracterizar a organizagao
tridimensional das fibras coldgenas da matriz no nivel tecidual e macromolecular.

No capitulo VI [32], foi feita andlise quantitativa dos vasos neoformados
(angiogénese) no local da lesdo cirtirgica do tecido dsseo irradiado por laser de HeNe nas
doses de 31,5 € 94,5 Jem?.

No capitulo VII, apresentamos algumas consideracdes finais sobre os efeitos do

laser de baixa poténcia na osteogénese, analisados neste estudo.
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Capitulo II

Efeito do Laser na Osteogénese

1. Introducao

As propriedades e os efeitos da irradiacdo por laser em materiais biolégicos t€m
sido amplamente pesquisados, e alguns resultados ja sdo aplicados em novas técnicas,
como, por exemplo, os procedimentos de micro-cirurgias. Alguns destes procedimentos
j4 sdo utilizados como processo de rotina para o tratamento de vdrias doencas em
humanos, tais como a miopia, a retinopatia diabética, o glaucoma, o descolamento de
retina, o angioma cavernoso, o angioma de face. O laser também € amplamente utilizado
em processos cosméticos para eliminagdo de rugas, a remog¢do de tatuagens, etc. Nestes
procedimentos sempre € utilizada uma alta densidade de energia, e a acdo do laser
consiste em remover ou cicatrizar tecidos, como também destruir células, através de
processos puramente térmicos [1-3].

Durante as décadas passadas, também foram pesquisados novos métodos para o
emprego da irradiacdo por laser de baixa poté€ncia em processos puramente foto-
terapéuticos. Estes procedimentos sdo classificados na literatura inglesa como Terapia
de Laser de Baixa Poténcia ("LLLT - Low Level Laser Therapy”) [4]. Estudos com os
procedimentos da LLLT sugerem que a osteogénese pode ser estimulada pela irradiacdo
de laser de HeNe de baixa poténcia [5-7]. Trelles e Mayayo [5], com experiéncias em
fraturas induzidas (manualmente) em tibias de ratos, verificaram aumentos na
vascularizacdo e regeneracdo Ossea, quando irradiados por laser de HeNe. Estes
pesquisadores usaram uma energia incidente de 2,4 J (laser com poténcia de 4 mW),
irradiando os animais diariamente, durante 1 segundo. Entretanto, ndo informaram o
diametro do feixe ou a densidade de energia utilizada. Yaakobi et al. [6] aplicaram doses

de 31 Jem?, utilizando um aparelho de laser com poténcia de 5,3 mW, sobre um furo
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feito na cortical de tibias de ratos machos $prague- Dawley). Através de métodos
radioativos de *Ca’" e fosfatase alcalina, verificaram a ocorréncia do aumento da
calcificacdo nos animais irradiados. Luger et al. [7] irradiaram fraturas completas de
tibias de ratos com trés doses de 297 Jem™ cada, com um aparelho de laser de poténcia
35 mW, aplicados diariamente sobre a les@o e dreas imediatamente abaixo e acima da
mesma. Usando medidas biomecénicas, como carga maxima e dureza estrutural da tibia,
eles concluiram que houve acelera¢do do reparo 6sseo com a irradiagcdo do laser.

Neste Capitulo, analisou-se o efeito do laser de HeNe no reparo ésseo em ratos
machos, linhagem Wistar, submetidos a doses de 3,15; 31,5 e 94,5 Jem™?. Foram feitas
andlises histoldgicas qualitativas pela Microscopia de Luz, e andlises da organizacio
estrutural em 3D através de microscopia eletronica de varredura (MEV). Foi utilizado
um laser de baixa poténcia (I mW), com a inten¢c@o de minimizar a indu¢d@o de eventuais
reacdes térmicas. Nas tibias irradiadas com doses de 31,5 e 94,5 Jem™ foi observada
uma evidente acelerac@o na formacdo dssea. Os melhores resultados foram observados
nas tibias que receberam doses de 94,5 Jem™. Entretanto, as tibias que receberam doses
bem menores (3,15 Jem™) ndo apresentaram, aparentemente, nenhuma diferenca em

relacdo aos resultados observados nas tibias do grupo de controle.

2. Procedimento Experimental

As experiéncias foram realizadas utilizando 36 Rattus norvergicos albinus,
linhagem Wistar, machos, com idade de 75 dias e com peso corporal variando entre 250 -
300 g. ApOs anestesia com pentobarbital sodico, foi realizada uma pequena incisdo na
pele dos animais, para exposi¢do da face antero-medial da tibia. Em seguida, foi feito um
furo de 1,6 mm de didmetro, através de uma broca de uso odontolégico, com
profundidade apenas para perfurar uma das corticais da tibia, e posteriormente a sutura da
pele. Foi utilizado laser de HeNe de baixa poténcia para irradiar o local da lesdo, através

da pele. O laser utilizado tem poténcia nominal de 1 mW, comprimento de onda de A =
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633 nm e produz um feixe de luz Gaussiano, com diametro de w = 1,1 mm, sem lentes
convergentes.

A aplicacdo do laser foi iniciada vinte e quatro horas apds a cirurgia. Os animais foram
divididos em trés grupos, onde receberam radiacio didria com doses diferentes. As doses
diferentes foram obtidas aplicando-se o laser com a mesma poténcia, mas em diferentes
tempos. Foram utilizados tempos de 30 s, 5 min, e 15 min, para cada grupo,
correspondendo as doses de energia incidente de 3,15; 31,5 € 94,5 Jcm'z, respectivamente.
As tibias contralaterais nao irradiadas foram utilizadas como controle para referéncia do
processo evolutivo da regeneracdo dssea natural. As tibias irradiadas e as de controle foram
retiradas, dissecadas e fixadas imediatamente em formol 10%, por 24 h. Apds
descalcificacdo, as dreas lesadas das tibias foram selecionadas e processadas para andlise
em Microscopia eletronica de varredura. As amostras de dreas lesadas também foram
processadas para cortes histoldgicos pele técnica de congelacdo, com espessura de 14 um,
montados em laminas histolégicas e corados pela técnica de Schmorl [8], para andlise dos

componentes organicos da estrutura ossea.

3. Resultados e Discussao

A Figura 1(A - D) mostra imagens das tibias completas, obtidas por microscopia
eletronica de varredura, apresentando o local da lesdo ja em processo de remodelamento.
As Figuras 1A e 1B mostram as tibias controles no oitavo e décimo quinto dia apds a
lesdo, respectivamente; e as Figuras 1C e 1D mostram imagens das tibias de ratos que
receberam exposicdes didrias de laser com dose de 94,5 Jem™, durante 7 e 14 dias,
respectivamente, sacrificados no mesmo periodo anterior. Nas imagens o tecido dsseo
ndo lesado € identificado pela letra (N), e a drea da lesdo é identificada pela letra (I).
Podem ser observadas diferencas entre as tibias irradiadas e as ndo irradiadas. Por
exemplo, pode-se observar na Figura 1D que, no décimo quinto dia apds a lesdo, ja
houve uma completa regeneracao da lesao no osso irradiado.

A Figura 2 (A - F) mostra cortes histolégicos tipicos de tecido 6sseo, corados pela

técnica de Schmorl, de tibias nao irradiadas (A - C) e de tibias irradiadas (D - F). Os
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tecidos Osseos normais € lesados também sdo indicados nas imagens pelas letras (N) e
(I), respectivamente.

Oito dias apds a lesdo (Figura 2 A), as tibias contralaterais ndo irradiadas
(controles) mostraram uma auséncia de ostedcitos, com desorganizacdo da estrutura
Haversiana de osso secundério (a estrutura de osso maduro estd descrita por varios
sistemas de Havers, com o arranjo de fibras coldgenas dispostas em lamelas concéntricas
e que sdo paralelas umas as outras, envolvendo um canal vascular contendo vasos

sangiiineos € nervos).

Figura 1- Imagens de tibias de ratos obtidas através de microscopia eletronica de varredura,
apresentando o local da fratura (I). A e B s@o controle no 8 e 15° dia apéds a lesdo,
respectivamente. C e D sdo tibias irradiadas (exposi¢des didrias de 94,5 Jem?) no oitavo e
décimo quinto dia apds a lesdo, respectivamente. O local da lesdo € indicado pela letra (I) e
a drea fora da les@o (osso normal) € indicada pela letra (N).

Quinze dias apds a lesdo (Figuras 2B e 2C), como seria esperado, o reparo tecidual

estd em andamento. Podem ser vistas as trabéculas (t) do tecido 6sseo neoformado primério
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(trabéculas sdo septos de osso ainda imaturo ou primdrio, que estd sendo formado pelos
osteoblastos, que sdo as células responsdveis pela sintese do componente organico da
matriz 6ssea). Também podem ser observadas células da medula 6ssea (b) ocupando os
espacos intra-trabeculares, ndo permitindo uma clara visualizacio do alinhamento dos
osteoblastos. No décimo quinto dia apds a lesdo, ainda persiste o tecido 6sseo primario.
Notou-se que a eficiéncia das aplicacOes de laser, iniciadas vinte e quatro horas
apos a lesdo, depende da dose didria aplicada no animal. As tibias irradiadas com doses
didrias de 3,15 Jem™ ndo apresentaram diferencas em relacdo 3s tibias-controles, tanto no
oitavo como no décimo quinto dia apds a lesdo. Entretanto, aplicagdes com doses didrias
de 31,5 Jem™ e 94,5 Jem™ induziram uma aceleracio progressiva da consolidagio dssea,
comparativamente ao processo evolutivo observado nos controles. Aplicacdes didrias de
laser, durante 7 dias, produziram um aumento univoco das trabéculas neoformadas (t),
como ilustra as Fguras 2 D e 2 E. Os osteoblastos podem ser vistos localizados lado a
lado (seta), de maneira que aparentam ser um simples epitélio, na periferia da trabécula
Ossea (epitélio € um tipo de tecido onde as células sdo bem agrupadas e com muito pouca
substancia intercelular). Esta disposicao é uma forte caracteristica indicadora de que os
osteoblastos estdo atuando efetivamente na sintese da matriz 6ssea (Figura 2 E). A
terapia com laser ndo diminuiu apenas o tempo de regeneracdo da lesdo (compare, por
exemplo, as imagens presentes na Figura 2A e 2D de osso nio irradiado e irradiado, apds
8 dias de lesdo, respectivamente), mas também produziu uma maior drea de 0sso
neoformado. No décimo quinto dia apds a lesdo (14 dias de exposi¢do didria de laser
com dose de 94,5 Jem™) aparecem nitidamente as dreas de osso secundério. A Figura 2
F mostra a consolidacdo de um sistema Harvesiano em lamelas concéntricas de 0sso
envolvendo um canal contendo vasos sangiiineos (c). As lamelas externas aparecem ja
totalmente formadas, enquanto que o interior ainda estd imaturo. Nao foram observados
osteoblastos neste estdgio. Os ostedcitos derivados dos osteoblastos acomodam-se nas
lacunas situadas entre as lamelas. Pode-se observar também na Figura 2 F finos
canaliculos (seta), muito bem desenvolvidos e interpostos entre as lacunas osteociticas,

indicando que o intercdmbio molecular ente as células Osseas adjacentes estd muito ativo.




Figura 2- Cortes histolégicos de tibias controle (A-B) 8 dias ap6s a lesdo e (C) 15 dias apds
a lesdo. As imagens (D-E) sdo de tecido 6sseo no 8° dos ap6s a lesdo e (F) no 15° dia apés a
lesdo, irradiado por 94,5 J cm2. Sdo observadas trabéculas Gsseas (t) neo-formadas e células
da medula éssea (b). Nota-se em (E) arranjo epiteliéide dos osteoblastos (seta) e em (F)
observa-se a formagdo de um canal de Havers (c) contendo vasos sangiiineos (cabeca de
seta). Coloracao Schmorl, analise por de Microscopia de Luz.

Barra de escala (A - D) = 100 pm, (E) = 50 ym e (F) = 20 pm.

As Figuras 3 (A - D) e 4 (A - D) apresentam imagens tipicas de microscopia
eletronica de varredura. A amplificacdo utilizada na Figura 4 é maior do que a utilizada

na Figura 3, conforme indicado pelas barras nas imagens. Em ambas as figuras, a&
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imagens indicadas por A e B sdo de tibias controle do oitavo e décimo quinto dia apds a
lesdao, respectivamente; as imagens indicadas por C e D s@o de tibias irradiadas
(exposicOes didrias de 94,5 Jcm’z), também no oitavo e décimo quinto dia apds a lesao,
respectivamente. A interface entre a drea lesada (I) e o tecido 6sseo normal (N) é
indicada pela letra (E). Como pode ser visto na Figura 3 D, nas tibias irradiadas, o
aspecto do tecido 6sseo neoformado na drea lesada (I), no décimo quinto dia apds a
lesdo, assemelha-se com o aspecto das dreas de osso normal (N), indicando que o
tratamento com o laser de HeNe foi efetivo para o processo de regeneracdo. Pode-se
observar claramente na Figura 4 D que as trabéculas das tibias irradiadas sdao mais

espessas e que possuem uma melhor organizacido concéntrica (seta).

calo da falha 6ssea. As imagens da coluna esquerda (A e B) s@o de tibias controle no oitavo
e décimo quinto dia apds a lesdo, respectivamente; as imagens da coluna direita (C e D) sdo
de tibias irradiadas (exposicdo didria de 94,5 Jcm?), também no oitavo e décimo quinto dia
apos a lesdo.
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Figura 4 Imagens obtidas por microscopia eletronica de varredura da cito-arquitetura do
calo 6sseo no local da les@o. As imagens da coluna esquerda (A e B) sdo tibias controle no
oitavo e décimo quinto dias ap0s a lesdo, respectivamente; as imagens da coluna direita (C e
D) sio tibias irradiadas (exposicdes didrias de 94,5 Jcm?), também no 8° e 15° dias apés a
lesdo (ver detalhes no texto).

A combinagdo das andlises por microscopia eletronica de varredura e por
Microscopia de luz permitiu comparar a reorganizacio 6ssea tridimensional no local da
lesdo com a estrutura trabecular primaria do osso neoformado com sua evolugdo para a
estrutura Haversiana secunddria de um osso completamente regenerado como totalidade
de reparo 6sseo. Como as amostras preparadas para estas anélises foram descalcificadas,
ndo pudemos medir a presenga de calcio e fésforo, usualmente presentes na forma de
cristais de hidroxiapatita.

Os resultados demonstram que aplicagdes didrias e sucessivas de laser HeNe com
doses de 31,5 e 94,5 Jem™ (por um periodo de 7 e 14 dias de irradiacio) produzem uma
melhor regeneracio nos sitios lesados do osso, sendo que as doses de 94,5 Jem™ séo
aparentemente mais eficazes do que as doses de 31,5 Jem™. Os resultados positivos

concordam também com os dados obtidos por Yaakobi et al. [6], que utilizaram doses de

25



31 Jem™. Nossas observacdes de que as doses de 94,5 Jem™ sdo mais eficientes e que
doses menores (por exemplo de 3,15 Jem™) ndo apresentam nenhum efeito positivo,
também contribuem para a controvérsia entre resultados neutros ou positivos obtidos na
regeneracdo de fraturas completas de tibias de ratos, realizados independentemente por
David et al. [9] (efeitos neutros) e Luger et al. [7] (efeitos positivos). O diametro da tibia
no local onde as fraturas completas foram feitas, é de aproximadamente 5 mm. Como o
diametro do feixe de laser tem poucos milimetros, devem ser necessarios aplicacdes em
varios pontos da lesdo, ou mesmo a varredura do laser sobre toda a drea lesada, incluindo
a falha entre as duas partes 6sseas. David et al. [9] usaram apenas um dnico ponto de
irradiacdo (de aproximadamente 3 mm de didmetro) e, deste modo, mesmo na maxima
densidade de poténcia que utilizaram (56 Jem™), eles ndo teriam a possibilidade de obter
uma dose de irradiacio apropriada (de pelo menos aproximadamente 31 Jem™) em todas
as areas da fratura. Eles também optaram por realizar irradiacdes em dias alternados, o
que resulta na reducdo pela metade da dose total acumulada no tratamento. Em
contraste, Luger et al. [7], usando trés pontos de irradiacdo com doses didrias de 297
Jem™? cada, certamente conseguiram uma dose apropriada de irradiacdo, talvez com
intensidade excessiva no ponto focal do feixe, mas com energia suficiente para promover
o excitamento em uma grande area da fratura com doses de irradiagdo convenientes (de
pelo menos aproximadamente 31 Jem™).

Para que esta técnica possa ser aplicada para a regeneracdo de fraturas dsseas de
animais maiores, deve se prever a necessidade de um mecanismo 6ptico de varredura que
possa irradiar homogeneamente o local da lesdo com doses de energia, provavelmente
semelhantes as doses utilizadas neste trabalho.

Os mecanismos bioldgicos envolvidos na melhora do crescimento do tecido sseo
irradiado por laser ainda nao sao claramente entendidos. A hipdtese mais provavel € que
a energia do laser possa excitar as porfirinas e os citocromos (que sdo cromoforos
intracelulares) e desta maneira induzir um aumento da atividade celular [10-13],
aumentando a concentracio de ATP, ALP e liberando cilcio. E importante observar que
os resultados obtidos neste experimento confirmam indiretamente este modelo foto-
bioldgico, pois usando um laser de 1 mW de poténcia, os efeitos térmicos sdo

despreziveis e portanto ndo devem interferir nos mecanismos.
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4. Conclusao

Os efeitos da aplicacdo do laser de HeNe sobre o reparo 6sseo de lesdes foram
analisados através das Microscopias de Luz e Microscopia Eletronica de Varredura.
Foram observadas diferencas na evolucdo regenerativa das lesdes entre os ossos dos
animais irradiados e dos animais ndo irradiados. As doses diarias de 31,5 e 94,5 Jem™
(durante um periodo de 7 e 14 dias de aplicac¢do) induziram uma aceleragdo progressiva
na consolidacdo Ossea da lesdo das tibias tratadas, quando comparadas ao processo
regenerativo natural das lesdes das tibias-controles. A eficiéncia do laser foi mais
pronunciada nos animais que receberam doses didrias de 94,5 Jem?. Como foi
propositalmente utilizado um laser de baixa poténcia (1 mW), os resultados deste estudo
também demonstram que processos puramente foto-bioldgicos (e ndo foto-térmicos)
devem estar envolvidos nos mecanismos de aceleragdo da regeneracio do tecido dsseo.
Os resultados obtidos sdo promissores para que esta técnica tenha futuras aplicacdes em

outros mamiferos.

5. Referéncias

J.S.M. Lai, C.C.Y. Tham and D.S.C. Lam, Eye 13 (1999) 26.

J.M. Bauerberg, J. Refract. Surg. 15 (1999) 66.

D.C. MacCarth, Photonics Spectra 32 (1998) 90.

S.S. Kitchen and C. J. Partridge, Physiotherapy 77 (1991) 161.

M.A. Trelles and E. Mayayo, Lasers Surg. Med.7 (1987) 36.

T. Yaakobi, L. Maltz and U. Oron, Calcif. Tissue Int. 59 (1996) 297.

E.J. Luger, S. Rochkind, Y. Wollman, G. Kogan and S. Dekel, Lasers Surg. Med. 22
(1998) 97.

N o s

27



8. G. Schmorl, in: Die Pathologisch-Histologische Untersuchungsmethoden, F.G.W.
Vogel, Leipzig, Germany, (1922) 243 p.

9. R. David, M. Nissan, I. Cohen and M. Soudry, Lasers Surg. Med. 19 (1996) 458.

10. B.M. Zaturunsky, Lasers Light Opthalmol. 2 (1988) 63.

11. T. Karu, Phys. 56 (1989) 691.

12. H. Friedmann, R. Lubart, I. Laulicht and S. Rochkind, J. Photochem. Photobiol. B 11
(1991) 87.

13. S. Rochkind and G. E. Ouakinine, Neurol. Res. 14 (1992) 2.

28



Capitulo III

Efeito da Irradiacdo Laser de Baixa Poténcia na Organizacao

Lamelar e Parametros Histomorfométricos no Reparo de

Lesao Ossea em Ratos

1. Introducgao

Em geral, a utilizac@o do raio laser para propdsitos clinicos, cirtirgicos, ou estéticos
¢ realizada com lasers de alta poténcia [1- 4], embora haja um crescente interesse na
pesquisa com lasers de baixa poténcia, tanto para futuras aplicacdes clinicas quanto para o
entendimento dos processos secunddrios que possam advir do emprego do laser de alta
poténcia nos tecidos adjacentes ou subjacentes as de aplicacdo do laser [5- 9]. A diferenca
fundamental entre os dois tipos de utilizagdo do laser (alta e baixa poténcia) € a
diferenciacdo entre a excitacdo foto-térmica ou foto-bioldgica dos tecidos e células. O laser
de alta poténcia permite que o raio seja concentrado com intensidade suficiente para cortar,
soldar, evaporar ou fundir os tecidos, de modo imediato, por efeitos puramente térmicos.
Os lasers de baixa poténcia ndo tém esta possibilidade e seu mecanismo de acdo sé €
possivel através de processos foto-biologicos, envolvendo efeitos correlatos a biologia
celular e molecular.

Foi demonstrado no Capitulo II, através das andlises de microscopia de luz e
microscopia eletronica de varredura, que o laser de HeNe, aplicado em doses sucessivas e
diarias em ratos, pode ter efeitos na aceleracdo da regeneracdo dssea de lesdes provocadas
em suas tibias, quando comparadas a velocidade de regenerac@o natural das lesdes sem
aplicacdo de laser, ou com aplicacdo de doses baixas [10]. Entretanto, ndo foi apresentada
até aqui nenhuma andlise quantitativa da matriz dssea neo-formada, nem foi discutido com

detalhes o padrao de reorganizacdo das fibras coldgenas.
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No presente Capitulo, utilizou-se a morfometria com auxilio computacional para
quantificar a drea 6ssea neoformada na lesdo das tibias. Analisou-se também o arranjo da
matriz das fibras de coldgeno com a utilizacdo da técnica de luz polarizada (Picrossirius-

polarizacdo [11- 15]).

2. Materiais e Métodos

Procedimentos ciriirgicos e de irradiacdo laser

Foram utilizados 36 Rattus novergicos albinos, linhagem Wistar, com peso corporal
variando entre 250-280 g, e com idade de aproximadamente 75 dias. Apds anestesia com
pentobarbital sddico, foi feita uma pequena incisdo na pele dos animais, para expor a face
antero-medial da tibia D. Um furo de 1,6 mm de didmetro foi feito no terco médio da
didfise (eqiiidistante das epifises), em apenas uma das corticais, utilizando-se broca de uso
odontoldgico.

Um grupo contendo 18 animais foi irradiado com laser de HeNe de 1 mW de
poténcia, A = 633 nm (feixe de luz Gaussiano, com didmetro w = 1,1 mm, sem lentes
convergentes). A irradiacdo foi feita através da pele, sobre o local da lesdo, incidindo-se o
raio do laser perpendicular ao eixo longitudinal da tibia.

A irradiacdo foi iniciada vinte e quatro horas apds alesdo e foram realizadas exposicdes
didrias durante 30 s, 5 min e 15 min, correspondendo a doses de energia de 3,15; 31,5 e
94,5 Jem™, respectivamente, para os trés subgrupos de animais (n = 6 para cada dose de
irradiacdo). Os animais foram sacrificados por dose excessiva de pentobarbital sédico, no
oitavo (n = 3 para cada dose) e décimo quinto (n = 3 para cada dose) dia apds a lesdo. Um
grupo de 18 animais ndo irradiados foi igualmente sacrificado no oitavo e décimo quinto
dia apds a lesdo e utilizado como controle. A Tabela 1 resume a divisdo dos grupos e
procedimentos. ApOs o sacrificio, as tibias lesadas dos animais irradiados e controle foram

1mediatamente removidas, dissecadas e fixadas.
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Tabela 1 — Esquema de Irradiacao

.D/i?.S de ] Perfqdo fie Tempo Eie Dos_e2 N de. Ntmero Total
sacrificio apds a | Irradiacdo Irradiacio | (Jem™) animais de animais
lesdao (dias) irradiados
0 (controle) 0 0 0 9
7 0,5min 3,15 3
8 9
7 5 min 31,5 3
7 15 min 94,5 3
0 (controle) 0 0 0 9
14 0,5 min 3,15 3
15 9
14 5 min 31,5 3
14 15 min 94,5 3
36
Morfometria

Ap6s fixacdo em solucdo de formol 10% por vinte e quatro horas, as amostras foram
descalcificadas em acido acético 10% durante vinte e cinco dias, posteriormente colocadas
em EDTA 5% por quarenta e oito horas, sendo realizada a troca diaria de ambas solucdes.
As areas lesadas das tibias foram selecionadas, removidas e desidratadas em concentracao
crescente de dlcool, embebidas em parafina e seccionadas com 5 Um de espessura. Os
cortes foram montados em laminas de vidro e corados pelas técnicas de tricrdmico de
Masson e Picrossirius-Hematoxilina, para andlise histolégica da organizacdo de
osteoblastos, presenca de ostedcitos, osteoclastos e vasos sangiiineos na trabécula Ossea.
As laminas foram utilizadas para o cédlculo da drea do tecido 6sseo neo-formado. A andlise
morfométrica foi feita a partir de medidas de dreas de trabéculas neo-formadas contendo
osso primdrio. Foram medidos doze campos de osso trabecular neoformado de cada dose

de laser usada, em ambos os periodos de irradiacdo (7 e 14 dias), juntamente com o grupo
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controle correspondente. Foi utilizado um Microscopio de Luz (40x - objetiva 6,3x,
optovar 1,25) acoplado a um computador, contendo o programa para andlise de imagem
Optimas 4.1 para medidas das dreas trabeculares. Os dados obtidos a partir da medida das

areas, foram tratados estatisticamente.
Método de Polarizagdo por Picrossirius

Para avaliar as alteracOes da estrutura da matriz trabecular neoformada, os cortes
histolégicos corados pele técnica de Picrossirius-Hematoxilina foram analisados sob luz
polarizada [11-14, 7]. Este método permite uma avaliacdo indireta do estidgio da
organizacdo da matriz dssea, baseado na birrefringéncia apresentada pelos feixes de fibras

coldgenas apos coloragdo por Picrossirius € Hematoxilina.

Andlise Estatistica
Foi utilizado o teste ndo paramétrico de Tukey [16] para comparar os dados das
diferentes doses (3,15; 31,5 ¢ 94,5 Jcm’z) e diferentes periodos de aplicacdo (7 e 14 dias).

As diferencgas foram consideradas significantes para p < 0,05.

3. Resultados

As andlises histologicas e morfométricas mostraram que ocorreu, do oitavo para o
décimo quinto dia apds a lesdo, uma evolugdo significante no crescimento do 0sso
trabecular nas tibias dos animais do grupo de controle (Tabela 2, Figuras 1(A-B)).
Entretanto, a area das trabéculas dsseas neo-formadas das tibias irradiadas com dose diarias
de 3,15 Jem™ néo apresentou nenhuma evolugio significativa, quando comparada ao grupo
controle (Tabela 2), tanto no periodo de 7 como 14 dias de irradiagdo. De modo similar, a
andlise pelo método de Polarizacdo por picrossirius também nao revelou diferencas na
organizacdo do coldgeno na matriz ssea nas tibias irradiadas, quando comparadas aos

controles correspondentes (dados ndo mostrados).
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Tabela 2- Medida da area dssea * desvio padrao (n = 36)

Tempo de aplicacdo Dose Area Trabecular
do laser al cm'z) (mmz)
8° dia 15° dia
0 (controle) 0 0,270 + 0,042%+ 0,376 + 0,071*
0,5 min 3,15 0,399 + 0,098 0,513 + 0,088
S min 31,5 0,531 + 0,249 + 0,509 + 0,102
15 min 94,5 0,495 + 0,188%*5 0,304 + 0,056*
(*) = Significante em relag¢@o ao periodo de irradiagdo
() = Significante em relacio a dose de irradiacdo
p <005

Em contraste, as medidas do tecido trabecular neoformado de tibias irradiadas por 7
dias consecutivos, com doses diarias de 31,5 e 94,5 Jem™ (5 e 15 minutos de irradiacgdo,
respectivamente), mostraram um aumento significante na espessura das trabéculas, quando
comparadas ao grupo controle (Tabela 2). Contudo, no décimo quinto dia apds a lesdo (isto
€, apos 14 dias de irradiacdo didria com dose de 31,5 Jcm'z), nao houve aumento
significante na drea trabecular neo-formada, quando comparada as tibias controles, ndo
irradiadas (Tabela 2). Por outro lado, as tibias submetidas as irradiacdes didrias com doses
de 94,5 Jem™, durante 14 dias, mostraram um decréscimo (ndo significante) na area das
trabéculas neoformadas, quando comparadas ao grupo controle (Tabela 2), mas a
comparacao feita entre os grupos irradiados, com dose de 94,5 Jcm'z, durante 7 e 14 dias,
indica que a drea do osso trabecular neo-formado foi significativamente maior no primeiro
periodo. A comparag@o entre as tibias controles ndo irradiadas no 8% e 15 dia apds a les@o

revelaram um aumento no osso trabecular no dltimo periodo.
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Figura 1- Secgoes de tecido 6sseo de tibias de animais controle, no 8° e 15° dia apds a lesdo (A
e B, respectivamente), coradas pela técnica de Picrossirius-Hematoxilina, fotografadas sobre
um campo de luz convencional. Em A e B observa-se osso intacto (I) (osso secundario),
trabéculas neo-formadas (t), compartimento da medula éssea (b) e as cabecas de setas apontam
os ostedcitos. Note em B a espessura das trabéculas (t) e o arranjo epitelidide dos osteoblastos
(O). Barra de escala = 50 pum (A e B)
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As 1magens histolégicas dos cortes corados por Picrossirius-Hematoxilina nos
locais das lesdes nas tibias do grupo controle, no 8% e 15% dia apés a lesdo, sdo apresentadas
na Figura 1A e 1B. Pode-se observar que nas tibias que receberam irradiacdo por laser,
durante 7 dias (5 min ou 15 min de exposi¢do didria), os osteoblastos e ostedcitos tenderam
ao alinhamento tanto na periferia como dentro da trabécula, respectivamente. Houve
também um aumento na celularidade do compartimento intertrabecular do osso medular.
Estes achados sdo sugestivos de aumento no metabolismo do tecido. O aumento na
celularidade resultou de um aumento do nimero de fibroblastos ativos (Fig. 2 A) e de uma
afluéncia de células inflamatérias migratérias (Fig. 2B). A proliferacdo dos vasos
sangiiineos foi observada em tibias irradiadas por 7 dias (Fig. 2 A), os quais ndo foram tdo
evidentes nos correspondentes controles. Um outro achado importante foi o aparecimento
de um grande niimero de osteoclastos basofilos ativos ao redor dos septos 0sseos nas tibias
irradiadas por 7 dias (Fig. 2A), os quais ndo foram observadas abundantemente nos
controles. Os osteoclastos também foram freqiientemente observados no grupo irradiado
por 14 dias (Fig. 2 B), mas foram raramente encontrados nas tibias ndo irradiadas do grupo
controle (Figuras 1A e 1B).

Estes resultados também sdo consistentes com a andlise das amostras pelo método
de Polarizacdo-picrossirius. Os resultados do método de Polarizacao-picrossirius
demonstraram que a organizacdo das fibras coldgenas nos grupos irradiados (14 dias
durante 5 min e 15 min, com doses de 31,5 € 94,5 Jem™, respectivamente), (Figuras 3 D e 3
F) foi melhorada, quando comparada s dos grupos controle no & e 15° dia apds a lesdo
(Figuras 3 C e 3 E). A melhora na organizacido das fibras coldgenas foi vista com o

aumento das areas coloridas (areas trabeculares amareladas, avermelhadas ou esverdeadas).
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Figura 2 — Detalhes de osso primario neo-formado corado pela técnica de tricromio de Masson,
ap6s irradiagdes didrias com laser de HeNe: Em A, tibia irradiada por sete dias com dose de
94,5 Jcm™ e em B, tibia irradiada por 14 dias com dose de 31,5 Jem™. As fotomicrografias
mostram em A, osteoblastos (cabeca de seta) e osteoclastos (setas) engajados ativamente na
sintese e remodelamento Osseo, respectivamente e em B, aumento da celularidade (células
inflamatdrias) no compartimento da medula 6ssea e trabéculas dsseas (T).

Barra de escala =20 um (A e B)
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Embora em todos os grupos de ratos estudados a regeneracao Ossea tenha sido do
tipo imaturo (Figuras 3 (A — G)), ocorreram diferengas na organizacdo das fibras coldgenas
entre os grupos. Em tibias irradiadas por 14 dias, especialmente aquelas que receberam
dose de 31,5 Jem™ (Figura. 3 D) e 94,5 Jem™ (Figuras 3 F e 3 G), as fibras coldgenas
apresentaram um arranjo muito préximo ao lamelar, o qual € caracteristico de o0sso
secundério.  Além disso, feixes espessos, formadores de fibras coldgenas foram
estruturados ao redor de pré-canais de Havers, ou nos precursores do sistema intersticial da
matriz do osso maduro (Figuras 3 D, 3 F e 3G). Em contraste, nos animais do grupo de
controle foram observadas fibras esponjosas de osso com fibras finas de coldgeno, as quais
ndo estavam organizadas, isto €, as fibras mantinham o arranjo irregular tipico ao do o0sso
primério imaturo (Figura 3 A e 3 B). Além disso, o compartimento medular 6sseo foi
maior nos animais do grupo controle e vice-versa, em relagdo adrea trabecular neoformada.

O método de Polarizacdo-picrossirius revelou que, independentemente da dose
utilizada (31,5 Jem™ ou 94,5 Jem™), ap6s 14 dias de irradiacdo, alguns 6steons estavam
muito mais alinhados (Figuras 3 D, 3 F e 3 G) quando comparados aos animais do grupo
controle (Figuras 3A e 3 B) ou nos animais ap6s 7 dias de irradiacdo (Figuras 3 C e 3 E).
Nos animais irradiados por 14 dias, a dose didria de 31,5 Jem™ produziu regides de tecido
de regeneracdo com espessas fibras coldgenas vistas com uma birrefringéncia avermelhada
(Figura 3 C), mas com um arranjo tipico de osso primdrio, isto €, um arranjo lamelar
espacial ndo concéntrico. Com a aplicacdo da dose de 94,5 Jem™ durante 7 dias, as fibras
coldgenas apesar de constituirem bandas mais finas que a dose de 31,5 Jem™, apresentaram
uma tendéncia a formacgao do sistema Haversiano (Figura 3 E). O método de Polarizacdo
por picrossirius também mostrou que as fibras coldgenas do tipo I da matriz 6ssea, as quais
tém uma birrefringéncia avermelhada ou amarelada, constituem a maioria da matriz dssea
nas tibias irradiadas (Figuras 3 (C - G)), tanto no local da lesdo como no osso intacto (ndao
lesado). Esta caracteristica, entretanto, nao foi evidente no local da lesdo nas tibias dos
animais de controle (Figuras 3 A e 3 B). A birrefringéncia de coloracdo esverdeada a qual
foi provavelmente causada pela presenca de finas fibras do coldgeno tipo Il e ou por fibras
moleculares de coldgeno agregadas, foi predominante nas tibias irradiadas por 14 dias

(Figuras 3 D,3 Fe 3 G).
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Figura 3 - Fotomicrografias de Picrossirius-polarizacdo tipica de tecido dsseo. A e B, animais
controle 8 e 15 dias apds a lesdo, respectivamente; C e E animais irradiados por 7 dias com
doses de 31,5 ¢ 94,5 Jem™2, respectivamente; D, F e G animais irradiados por 14 dias com doses
de 31,5 De 94,5 Jcm? Fe G. Observe em A ¢ B zonas de birrefringéncia amareladas e
avermelhadas mais finas, e compartimento medular 6sseo (*) maior que nas tibias irradiadas,
considerando que o osso intacto (I) das zonas da periferia € fortemente birrefringente. Em C e
E, a birrefringéncia avermelhada e o inicio da formag@o dos canais de Havers estdo presentes.
Em D, F e G houve aumento na organizacdo lamelar da matriz 6ssea (birrefringéncia
amarelada), e um estigio crescente na formagdo de 6steons (O) estavam presentes com um
numero de canais de Havers bem definido. Barra de escala = 100 pm (A-F); 50 pm (G).

38



4. Discussao

O método de Polarizacdo-picrossirius combinado a morfometria auxiliada por
métodos computacionais provou ser bastante util para analisar os beneficios da acdo do
laser na regeneracdo Ossea, também permitindo analisar a correlacdo da organizagdo
estrutural das fibras de coldgeno, como também relataram outros autores [17, 18], com o
aumento da 4rea do osso primdrio (trabecular). Os parametros histolégicos adicionais
utilizados também permitiram observar uma melhor evolu¢ao do processo de regeneracao
do tecido 6sseo lesado, apds a irradiagdo por raio laser. O método de Polarizacdo-
picrossirius tem sido utilizado para a detec¢do de fibras de coldgeno do tipo I, Il e III [13], e
também como um possivel indicador da agregacdo das moléculas de coldgeno [11, 13]. A
cor e intensidade da birrefringéncia do colageno variam de acordo com o didmetro da fibra,
espessura do corte do tecido ou ambos [11, 13]. A vantagem deste método estd na
capacidade de revelar a organizacdo tridimensional das fibras coldgenas, que sao os
principais componentes do tecido ésseo.

As tonalidades birrefringentes de amarelo para vermelho, indicativos de organizacao
densa e paralela das fibras coldgenas, foram detectadas nas sec¢des com espessura de 5 pPm,
em tibias irradiadas. Esta colora¢do € indicativa de fibras coldgenas do tipo-I, as quais sdo
tipicas de osso maduro, que adquiriram uma disposi¢do de maturidade na matriz do 0sso
neo-formado. Este arranjo lamelar das fibras coldgenas foi atribuido ao efeito estimulante
da irradiacdo de laser. Este efeito torna-se mais evidente quando as trabéculas neo-
formadas, de ratos irradiados por 7 ou 14 dias com doses de 31,5 Jem?e 94,5 Jcm'z, sao
comparadas aos animais controle, pois foi claramente observado um aumento da
organizacdo paralela das fibras coldgenas da matriz dssea. Estes achados sugerem que a
energia laser nas doses utilizadas neste trabalho (exceto 3,15 Jem™), foi eficaz para
melhorar o arranjo das fibras coldgenas.

A organizacdo espacial das fibras coldgenas vistas aqui, as quais usualmente
precedem o arranjo lamelar tipico das fibras coldgenas do osso secunddrio, ja estdo
presentes em 0sso trabecular primdrio, como demonstrado por Marotti [19, 20].

A presenca de birrefringéncia esverdeada (indicativa da presenca de fibras finas de

coldgeno do tipo-IIl - o primeiro tipo que aparece durante a formagdo e/ou renovacgio
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Ossea) em tibias irradiadas pode indicar que osteoblastos estdo sendo estimulados para
produzir a maioria das fibras da matriz 6ssea das tibias irradiadas, o que explica a presenca
de novas fibras.

Outra possibilidade seria que a irradiacdo laser estimulou os osteoclastos, engajados
na absorcdo, e que estes promoveram a hidrélise de fibras para produzir uma pequena
concentracdo de coldgeno. Isto pode ter permitido uma estreita interacdo entre o corante
vermelho Sirius e as fibras coldgenas.

Como o coldgeno é constituido basicamente por proteinas, ele reage fortemente com
o 4cido do Sirius red para aumentar a birrefringéncia normal das fibras. [11]. As moléculas
do coldgeno do tipo I, possuem grandes quantidades de grupos aminos disponiveis para
reagirem com o corante, € por issofibras contendo este tipo de coldgeno mostram forte
birrefringéncia.

Outros resultados indicam que, em adi¢do ao aumento da organizacdo das fibras de
coldgeno, a aplicacdo do laser acelerou também o arranjo das fibras de coldgeno do tipo I
quando comparadas aos controles, particularmente apés 14 dias de irradiacdo. Em paralelo
com as alteragdes qualitativas, a andlise morfométrica mostrou que o0 maximo crescimento
dsseo ocorreu nos animais irradiados por 7 dias.

Nos animais irradiados por 14 dias com dose de 31,5 Jem™ ndo foram observados
aumentos significantes no crescimento 6sseo quando comparados aos grupos controle,
tendo ocorrido também um pequeno decréscimo, ndo significante, no crescimento 9sseo,
quando comparado ao grupo irradiado por 7 dias, com a mesma dose. Nos animais
irradiados com dose de 94,5 Jem™ também ocorreu um decréscimo (ndo significativo) no
crescimento 6sseo, quando comparado ao grupo controle, € uma diminui¢do significante da
area trabecular, quando comparada ao grupo irradiado por 7 dias com a mesma dose,
sugerindo uma possivel alteracdo dos efeitos do laser nos processos de regeneracdo durante
a segunda semana de tratamento. Esta interpretacio estd baseada no aumento significante
da drea Ossea trabecular (p < 0,05) dos animais do grupo controle de 15 dias apds a lesao,
quando comparado ao grupo controle com 8 dias de lesao .

A drea trabecular também foi significantemente menor (p < 0,05) no grupo irradiado
por 14 dias com dose de 94,5 Jem™, quando comparada ao grupo irradiado por 7 dias com a

mesma dose.
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Estes achados apontam uma soélida indicag@o de que as alteracdes provocadas pelos
efeitos da rradiagdo com laser promovem uma ac¢do estimulante no crescimento ¢sseo na
primeira semana e uma a¢do inibitéria na segunda semana. Estes resultados vao de
encontro aos relatos de Barushka et al. [21] e Yaakobi et al. [22], os quais mostraram que a
fracdo do volume do osso trabecular, a atividade da fosfatase alcalina e do calcio contidos
no local da lesd@o diminuiram mais rapidamente com o tempo de exposi¢ao airradiagdo com
laser de HeNe, nas tibias irradiadas por laser, quando comparadas aos controles.

Nossos resultados também coincidem com os encontrados por Barushka et al. [21],
em relacdo ao tempo de irradiacdo, onde longos periodos (15 min) ndo aceleram o processo
de reparo (aumento de drea), comparados a pequenos periodos (5 min). Em nosso modelo
experimental, um longo periodo de irradiacdo acelerou a organizacdo paralela de fibras
coldgenas e o aparecimento de um tipo de tecido semelhante a um sistema Haversiano na
matriz ossea.

Deve ser considerado que um duplo mecanismo pode estar envolvido na interacdo
da irradiacdo eletromagnética do laser com os processos de regeneracdo que ocorrem na
tibia. O primeiro mecanismo deve estar relacionado provavelmente com a ativacdo de
osteoblastos para producido de matriz dssea. Num estidgio seguinte, um mecanismo foto-
bioldgico inibitério poderia diminuir a atividade osteobléstica, envolvida na producdo de
matriz.

A irradiacdo com laser de baixa poténcia também poderia estar concomitantemente
estimulando a atividade osteocldstica, promovendo assim a reabsor¢cdo e o remodelamento
6sseo. E provével que o momento de aparecimento de osteoclastos coincida com o pico da
atividade osteobldstica, quando a drea trabecular € a maior e a formagdo do novo osso estd
sendo equilibrada pela absorcao 6ssea. Esta hipotese € coerente com a observacao de que os
osteoblastos ativos estdo dispostos em um alinhamento epitelial na periferia da trabécula
Ossea, nas tibias irradiadas com laser no 8° e 15° dia depois da lesdo Gssea, conforme vimos
no exame histolégico.

A osteoclastogénese e a atividade osteocldstica podem ser reguladas pelas células
osteoblasticas vindas da membrana molecular para o controle hormonal local ou sist€émico
da reabsorcdo Ossea [23], e as células osteobldsticas semelhantes podem secretar

simultaneamente fatores osteoliticos e osteoblasticos de diferenciacdo in vitro. Também ja
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foi observado um aumento na proliferacio de fibroblastos, em cultura, irradiados por laser
de baixa poténcia [9, 24 -27].

Como o suprimento sangiiineo ou a neovascularizacdo interferem nos processos
bioldgicos proliferativos e regenerativos, € plausivel que a irradiacdo laser possa interferir
na neoformacdo de vasos sangiiineos, conforme sugerido por Barushka et al. [21]. Em
concordancia com esta hipotese, os vasos sangiiineos observados nas tibias dos grupos de
animais irradiados por 7 dias foram muito mais numerosos do que os observados tanto no
grupo de controle como nos animais irradiados por 14 dias consecutivos. Este tltimo
periodo coincide com a fase estaciondria ou da diminui¢do do crescimento trabecular, mas
de melhora na organizacdo lamelar das fibras coldgenas, de aumento da celularidade das
células da medula Ossea e de aumento na atividade osteocldstica. O aumento da
angiogénese também foi observado na regeneracdo do miusculo gastrocnémio [28-30].

Conclui-se que a irradiacdo do laser de baixa poténcia acelerou a velocidade de
consolidacdo de lesdo de tibia produzida cirurgicamente. Estes resultados reforcam
observacdes prévias (Capitulo II) utilizando o mesmo modelo experimental [10], nos quais
cortes histoldgicos corados pela técnica de Schmorl e andlise por microscopia eletronica de
varredura foram utilizados para estudar os efeitos da irradiacdo do laser de baixa poténcia
na osteogénese no processo de regeneracdo de tibias de ratos. O aumento da area
trabecular na primeira semana e decréscimo na segunda semana de aplicacdes do laser
pode ser conseqiiéncia do aumento ou decréscimo na formagdo déssea osteobldstica, do
aumento na reabsorcdo osteocldstica [31], ou com a combina¢do de ambos mecanismos.
Sao necessdrias ainda pesquisas complementares para esclarecer os mecanismos envolvidos
na foto-modulacdio do laser de HeNe no equilibrio dos mecanismos de excitacdo
osteoblasticos e osteocldsticos. Avangos na elucidagcdo desta questdo fundamental podem
contribuir para que o laser de baixa poténcia possa ser futuramente uma ferramenta

promissora para a pesquisa da regeneracdo dssea.
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Capitulo IV

Observacgao por Microscopia de Forca Atomica
da Estrutura da Matriz Ossea e Zonas de Regeneracao em
Tibias de Ratos

1. Introducao

Estudos morfoldgicos do processo natural de remodelamento Osseo, especialmente
apés lesdo, sdo de grande importancia cientifica para o entendimento do processo de
regeneracdo que envolve a ac@o de osteoblastos (responsdveis pela produg¢dao da matriz
Ossea) e osteoclastos (células de reabsorcdo dssea) na sintese do tecido dsseo. Desta
maneira, 0s processos sao altamente complexos, visto que mecanismos reguladores e
sinalizadores como hormonais podem acelerar ou retardar a regeneracdo dssea [1-4]. Varios
estudos estdo em andamento para promover o reparo 0sseo através de implantes [5],
tratamento hormonal [6], terapia genética [7] e irradiacdo por raio laser [8]. Entretanto, é
da maior importancia ter um conhecimento morfolégico microscépico do processo natural
da regeneragdo dssea, para uma melhor avaliagc@o e tratamentos, como também a obtencao
de novos pardmetros no mecanismo de remodelamento dsseo.

Neste Capitulo, estudou-se o remodelamento natural do tecido dsseo apds lesdo,
utilizando a técnica de microscopia de for¢a atdmica (MFA) e microscopia eletronica de
varredura (MEV). A microscopia de for¢a atdbmica vem como um novo instrumento para
investigacdo de amostras bioldgicas, sem a necessidade de coloragdes, coberturas,
desidratacdes ou meio a vicuo, abrindo a possibilidade de investigar a estrutura do tecido
Osseo sobre novas condic¢des fisiologicas com excelente resolucdo [9-12]. Neste capitulo
analisou-se comparativamente a estrutura da matriz dssea de tibias de ratos em regides

intactas, ndo lesadas cirurgicamente e em regides submetidas a lesdes cirurgicas.
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2. Materiais e Métodos

O experimento foi realizado utilizando-se de 36 Rattus norvergicos albinus,
machos, linhagem Wistar com peso corporal variando entre 250-300 g, com 75 dias de
idade. Apods anestesia com pentobarbital sédico, uma pequena incisao foi feita na pele dos
animais, para expor a face antero-medial da tibia. Um furo de 1,6 mm de didmetro foi feito
em apenas uma das corticais da tibia, utilizando-se broca de uso odontolégico. Os animais
de cada grupo foram sacrificados com dose excessiva de anestésico, apds 8 e 15 dias
ocorrida a lesdo. As tibias lesadas foram imediatamente removidas, dissecadas e fixadas
em solucdo formol 10% por 24 h. Apés descalcificacdo, parte das tibias contendo parte da
area Ossea intacta e a drea da lesdao (n = 18) foram selecionadas e desidratadas através de
séries crescentes de dlcool, secas através do método de ponto critico utilizando CO; liquido,
recobertas com ouro e fixada em suporte para serem analisadas em um microscopio de
forca atdbmica (MEV) Jeol JXA 840 A com aceleracdo de voltagem de 20 kV.

Para obtencdo das imagens no microscopio de for¢ca atobmica (NanoScope Il AFM),
as por¢des contendo osso intacto e o local da lesdo (n = 18) foram fixadas sobre uma
laminula de metal. Para andlise comparativa, foram feitas imagens em ambas regides do

tecido Gsseo, tanto no 0sso intacto como no tecido em regeneragdo apds a lesao.

3. Resultados e Discussao

A Figura 1 (a) mostra imagem macroscopica (MEV) de tibia de rato, contendo na
parte central o local da lesdo ap6s 8 dias de regenerac@o. Pode ser observado que a drea do
calo dsseo (tecido 6sseo primdrio imaturo formado temporariamente para reparar a lesao)
estd em processo de preenchimento com tecido neo-formado, e que, neste periodo,

encontram-se alguns espacos vazios entre o local da lesdo e o osso intacto.
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Figura 1- Micrografia tipica de MEV de tibia de rato; (a, b) oito dias apds a lesdo e (c) quinze
dias apés a les@ao. Note que o tecido dsseo em regeneragdo estd na parte superior. O
preenchimento do calo no local da lesdo e zonas de dreas intactas sio comparados.
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Em nossas amostras, apenas uma das corticais da tibia foi lesionada para preservar as
células da medula 6ssea responsdveis pela producdo de osteoblastos [13]. Ampliacdo da
interface entre o 0sso neo-formado e osso intacto estdo presentes na Figura 1 (b) e (c) apds 8 e
15 dias a lesdo, respectivamente. Em ambas imagens, a drea intacta do tecido dsseo estd na
parte inferior da figura. Pode ser visto que a regeneracdo do tecido dsseo estd ocorrendo por
um aumento na formagao de fibras coldgenas mais ordenadas.

Algumas fibras coldgenas bem definidas e células osteoblésticas sdo claramente vistas
na parte superior da Figura 1 (c). O tecido dsseo consiste basicamente de proteinas coldgenas
do tipo I (> 90%) [14] e outras proteinas contendo uma fase mineral substituida por
hidroxiapatita, mas como nossas amostras sdo desmineralizadas, ndo hd componentes de
hidroxiapatita nas imagens captadas. Detalhes tridimensionais do aspecto da superficie 6ssea
foram revelados pela microscopia de for¢a atdbmica. A Figura 2 (a), (b) e (c), obtida por
microscopia de for¢ca atdbmica mostra imagens tipicas de tecido 6sseo intacto, em diferentes
magnitudes. Pode se observar uma organizacao mais paralela dos feixes de coldgeno e detalhes
de bandas de coldgeno periddicas existentes ao longo do eixo longitudinal das fibras em toda
imagem. Estes efeitos s@o devido ao arranjo das fibrilas de coldgeno as quais constituem as
fibras de coldgeno do tipo I da matriz 6ssea.

A Figura 3 (a), (b) e (c) mostra imagens obtidas pelo microscépio de forca atdomica
da area de regeneracdo do tecido 6sseo, apds 8 dias de lesdo. Aparentemente houve um
progresso no processo de reparo tecidual, mas a organizagdo natural da matriz 6ssea nao foi
alcancgada neste periodo

A Figura 4 (a), (b) e (c) mostra imagens de tecido 6sseo em regeneracdo no 15° dia ap6s
a lesdo, obtidas por microscopia de forca atomica. Grossos feixes de fibras coldgenas sdo
observados na superficie do tecido cortical, indicando que o remodelamento ésseo natural do
rato estd alcancando uma estrutura semelhante a do tecido d&seo intacto. A figura 4 (b)
apresenta imagem tridimensional obtida por MFA, feita da borda lateral da fibra, mostrando sua
orientacdo. Maiores aumentos desta estrutura (Figura 4 (c)) mostram que as fibras coldgenas
exibem uma boa orientacdo, se assemelhando a feixes de fibras coldgenas de tecido Gsseo
maduro (secunddrio). Secg¢des transversais mostrando o perfil da amplitude das fibras, sdo
vistos na Figura 5 (a), e uma representacio bi-dimensional da andlise derivada de Fourier esta
representada na Figura 5 (b). Os resultados mostram que o didmetro estatico das fibras de 159

nm estd de acordo com os valores encontrados na literatura para fibras coldgenas do tipo I [12].
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Figura 2 - (a, b, ¢) - Imagens de MFA de diferentes magnitudes de osso intacto, mostrando a
morfologia tridimensional da superficie.
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Figura 3 - (a, b, ¢) - Imagens da MFA feitas da superficie dssea da drea de remodelamento no
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observados numa visdo panoramica. Observe em (a) e (c) detalhes em 3-D da orientagdo das
fibras. A figura (b) mostra as laterais das fibras entre os feixes em (c) observa-se em maior
aumento imagem de feixes paralelos tipicas de fibras coldgenas de tecido maduro.
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transformada de Fourier mostrando bi-dimensionalmente que o didmetro estdtico das fibras é
de159 nm, de acordo com valores encontrados na literatura (124 -170 nm).

O uso do microscopio de for¢a atdmica (MFA) de resolu¢do molecular permitiu
observar imagens topogréficas do remodelamento natural do tecido dsseo , com a vantagem
de permitir correlacionar com a arquitetura tridimensional das imagens obtidas pela
microscopia eletronica de varredura. Estas observagdes revelaram que a MFA pode ser um
instrumento valioso no estudo de alteragcdes estruturais na organizacao das fibras coldgenas,
tanto em condigdes fisioldgicas (crescimento ou envelhecimento) como em condi¢des
patoldgicas (doencas ou traumas), ou sobre agentes exdgenos benéficos ou maléficos que

influenciam no processo de remodelamento Gsseo.
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4. Conclusao

organizagdo da matriz de 0sso intacto com a reorganizagio fisioldgica do tecido 6sseo no 8%
e 15% dia, ap6s lesdo feita cirurgicamnte. Quinze dias ap0s a lesdo, pode-se observar que as
fibras coldgenas adquiriram uma estrutura mais organizada, disposta em feixes paralelos na
matriz éssea, caracteristica de tecido 6sseo secundario.
espacial tridimensional revelaram a transicio macromolecular da morfologia da matriz
dssea em regeneracao para estruturas caracteristicas de osso maduro. Estruturas lamelares

foram observadas, mas ndo foi possivel a observacdo de periddicos feixes coldgenos,

Utilizando microscopio eletronico de varredura e de forga atdmica, comparou-se a

usualmente presentes neste periodo.
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Capitulo V

Analise por Microscopia de Forca Atdmica da Estrutura da

Matriz Ossea em Regeneracao de Tibias de Ratos Apos

Estimulacao com Laser de Baixa Poténcia

1. Introducao

A utilizacdo de novas técnicas de interferéncia nos processos biolégicos naturais,
conjuntamente com o emprego de novas técnicas instrumentais para quantificar estas
diferencas, tem avancado a nossa compreensao sobre os complexos mecanismos que estao
envolvidos nos fendmenos biolégicos. O osso é um exemplo de um importante sistema
bioldgico que requer estudos mais aprofundados para analisar e entender a cascada de
processos complexos que estdo envolvidas na regeneracdo Ossea [1, 2]. Estes processos
podem ser acelerados, atrasados ou mesmo interrompidos com a interferéncia de agentes
biolégicos (hormdnios [2], modificagdo genética [2], implante de particulas [2] ou fisicos
(ultra-som [3], microondas [4], radiacdo de laser [5], micro-gravidade [6], etc.), sendo que
seus efeitos na morfologia da regeneracdo 6ssea podem ser identificados por vérias técnicas
de obtencdo de imagens sofisticadas como, por exemplo, a micro-tomografia
computadorizada [7], a ressonincia magnética [8], a microscopia eletronica de varredura
[9], a microscopia eletronica de transmissdao (TEM) [10], e a microscopia de for¢ca atdmica
[11, 12]. Cada técnica tem um potencial diferente para produzir informacdes gerais e
especificas e a combinacdo de seus resultados pode fornecer informagdes qualitativas e
quantitativas importantes para diagnosticar o processo de recuperagdo dssea e desta forma
permitir a escolha da melhor estratégia que pode ser utilizadas nas terapias do futuro.

O diagnéstico da regeneracdo 6ssea pode ser obtido pela visualizagdo através da
MEYV, da organizacao espacial das fibrilas formadoras de coldgeno na matriz éssea, durante
o desenvolvimento da ossificacido, remodelamento ou eventos reparadores pds-ferimento

[13]. As fibras coldgenas sdo componentes importantes do tecido 6sseo: mais de 90% do
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peso seco do material organico € de coldgeno [14], e sua arquitetura espacial se altera
durante o processo de maturacdo dssea. A MFA € uma técnica de obtencdo de imagens
relativamente recente que tem a vantagem de complementar imagens obtidas pela MEV,
sem a necessidade de um sistema de véacuo, o que € um procedimento mais proéximo das
condi¢des fisioldgicas do tecido [15]. Imagens de MFA de fibras de coldgeno em tenddes
[16], tecidos subcutaneos [17], cartilagens [18], e tecidos oculares [19], tem sido
apresentados na literatura, entretanto trabalhos descrevendo o uso da MFA como uma
ferramenta de diagndstico, tem sido escassos. Recentemente a MFA foi aplicada para a
visualizacdo tridimensional (3-D) da superficie da matriz 6ssea em zonas intactas e em
zonas de regeneracdo, mas somente o processo de regeneracdo natural foi examinado [20].

Neste Capitulo descrevemos um estudo complementar da MEV e MFA realizado
para observar e caracterizar as possiveis diferencas na regeneracao Ossea foto-estimulada,
com o processo natural de regeneracdo. Foram aplicadas diferentes doses de laser de HeNe
de baixa poténcia com o intuito de tentar modular os efeitos regenerativos de ferimentos
dsseos provocados cirurgicamente na tibia de ratos. Discutiremos a seguir s resultados

desta metodologia.

2. Materiais e Métodos

Todos os procedimentos experimentais foram realizados seguindo as diretrizes do
Conselho Brasileiro de Cuidados com os Animais (COBEA). Foram utilizados ratos
machos Wistar com massa corpdrea de 250-300 g e tempo de vida médio de 75 dias (n =
24). Ap6s anestesia com pentobarbital sédico foi realizada uma pequena incisio cirdrgica
na pele dos animais para expor a superficie antero-medial da tibia direita. Em seguida com
uma broca de uso odontolégico foi feita uma perfuracio de 1,6 mm de didmetro na
superficie cortical da tibia.

Ap6s 24 horas a lesdo, dois grupos de ratos (n = 6 por grupo) foram irradiados com
laser de HeNe (1 mW, A = 633 nm, didmetro do feixe w = 1,1 mm). A radiacéo foi aplicada
diariamente por 5 min oul5 min, correspondendo as doses com densidades de energia
didrias de 31,5 e 94,5 Jem™, para cada grupo, respectivamente (n = 6 ara cada tempo de

exposi¢ao). O feixe de laser foi apontado para o local do ferimento, incidindo através da
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pele e perpendicularmente ao eixo longitudinal da tibia. Os ratos de cada grupo foram
sacrificados com uma overdose de anestésico no oitavo (n = 3 para cada dose) ou décimo
quinto (n = 3 para cada dose) dia apds cirurgia. Um grupo de 12 animais sofreu os
ferimentos mas nio foi irradiado com laser para servir como controle, seguindo o esquema

apresentado na Tabela 1.

Fabela 1 — Esquema de Irradiacao

Dias de Periodo de Tempode | Dose | Animais | Numero total
sacrificio ap6s | irradiacéo irradiacao (Jom) irradiados | de animais
leséo (Dias)
8 0 (controle) -—-- 0,0 -—-- 6
7 5 min 31,5 3
7 15 min 94,5 3 6
15 O (controle) |  ----- 0,0 -—-- 6
14 5 min 31,5 3
14 15 min 94,5 3 6
24

Ap6s o sacrificio dos animais, as tibias foram imediatamente removidas, dissecadas,
fixadas e desmineralizadas para expor as caracteristicas organizacionais do coldgeno na
matriz 6ssea. As amostras para a MEV também foram desidratadas com etanol, secas no
ponto critico (Balzers SCD 30 — Austria) e recobertas com um filme de ouro pulverizado
(Sputter Balzers CPD 30 — Austria). O microscépio eletronico de varredura utilizado foi
um Jeol JXA-840 (Japdo), operando com a tens@o de aceleragdo tipica de 20 kV.

As andlises de MFA foram realizadas utilizando um MFA NanoScope II (Digital
Instruments - USA) com pontas finas montadas em microvigas de constante de forca de
aproximadamente 0,1 Nm™'. A rugosidade vertical das amostras (r) foi calculada medindo-
se as variacOes de altura ao longo do plano x-y da drea observada e entdo ajustando o

respectivo histograma com uma fun¢do Gaussiana. As medidas quantitativas dos didmetros
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das fibras e de suas dimensdes laterais foram feitas pela analise das se¢Oes transversais das

mesmas e pela freqiiéncia espacial medida pela transformada de Fourier das imagens

digitalizadas de MFA.

3. Resultados e Discussao

As imagens das tibias ndo irradiadas com laser (Figura 1), foram comparadas as
imagens das tibias dos animais irradiados em diferentes doses e em diferentes tempos de
recuperacdo (Figuras 2, 3 e 4).

A Figura 1 apresenta detalhes morfoldgicos do processo natural de regeneracio
Ossea depois de 8 dias do ferimento. Pode-se observar uma falha na interface (drea negra)
entre o calo do osso neoformado (parte superior da figura) e a parte densa e intacta o0 0sso
ao redor do ferimento (canto direito esquerdo). Neste estdgio o novo tecido estrutura-se
como um emaranhado de fibras coldgenas (veja o destaque), caracteristico da morfologia
do osso primério ainda imaturo [21- 24]. Nas amostras provenientes dos animais irradiados
com laser foram observados resultados diferentes, conforme se apresenta a seguir.

A Figura 2 apresenta as imagens de MEV feitas na amostra sujeita a 7 doses com
aplicacdes didrias de laser 94,5 J cm™ iniciadas 24 horas depois que tibia foi lesionada. O
recorte ampliado nesta figura estd na mesma escala do recorte apresentado na Figura 1 a
fim de facilitar a comparacdo das possiveis diferencas causadas pela radiacdo. Pode-se
observar que agora as fibras de coldgeno formam feixes densos e alinhados (fibras em
paralelo) que correspondem ao estdgio de consolidacio da estrutura do osso secunddrio [21-
22,25]. A evolugdo deste processo pode ser observada nas imagens de MEV (Figura 3) de
uma tibia sujeita a uma exposicdo mais prolongada (14 doses com aplicacdes didrias de
94,5 J cm™). Podemos observar que a estrutura do osso regenerado (parte superior da
imagem) € praticamente similar a do osso intacto (parte inferior da imagem) e que a
interface entre o calo dsseo € 0 0sso intacto estd praticamente repleto de constituintes

0sseos.
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Figura 1- Imagem tipica de MEV do calo dsseo em regeneracdo apds 8 dias da cirurgia de
animais do grupo que ndo recebeu radiacdo.

Figura 2 Imagem tipica de MEV do calo 6sseo em recuperacdo feitas 8 dias depois da
cirurgia, referente aos animais irradiados por 7 dias consecutivos com doses didrias de 94,5
Jem™. A escala de amplificacio da imagem destacada desta figura é a mesma que a do
destaque apresentado na Figura 1.
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Como seria esperado na morfologia de um osso secundario, a imagem destacada
dentro da Figura 3 mostra que as fibras de coldgeno do osso regenerado organizam-se em
feixes. A Figura 4 mostra imagem tipica de tibias também sujeitas a tempos de exposi¢ao
prolongados (14 dias), mas com menores doses didrias de radiacdo (31,5 Jem?). O osso
regenerado (parte superior da figura e destaque a direita) apresenta uma estrutura densa,
mas uma superficie bastante rugosa comparada a estrutura do osso intacto (parte inferior da

figura e destaque esquerdo).

Figura 3 - Imagem tipica de MEV do calo dsseo em regeneracao realizada 15 dias depois
da cirurgia do grupo de animais irradiados por 14 dias com doses didrias de 94,5 Jem™.

As Figuras 5 e 6 mostram um conjunto de imagens da evolugao tipica da arquitetura
molecular de uma matriz dssea desmineralizada durante o processo de regeneracdo (com e
sem radiacdo de laser).

Em ambas as figuras as imagens na coluna direita representam uma ampliacdo 10
vezes maior do que as imagens apresentadas na coluna da esquerda. Também em ambas as
figuras, as imagens (a) e (b) correspondem ao processo de regeneracao natural (sem

tratamento com laser), as imagens (c) e (d) correspondem ao desenvolvimento do tecido
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0sseo que receberam doses didrias de 31,5 J cm?, e as imagens (e) e (f) correspondem as

tibias que receberam doses didrias de 94,5 J cm™.

Figura 4 - Imagem tipica de MEV do calo dsseo em regeneracdo realizada 15 dias
depois da cirurgia do grupo de animais irradiados por 14 dias consecutivos com doses
didrias de radiacdo de 31,5 J cm™.

Oito dias depois da cirurgia (veja a Figura 5 (a)) comega a aparecer algum
alinhamento nas fibras, ainda ndo bem definido. Uma maior amplificacdo desta amostra
(Figura 5 (b)) mostra que o tecido apresenta vdrias falhas e desalinhamentos, indicando
que as fibras coldgenas ainda estdo no processo de formacdo e entrelacamento. Devido a
auséncia de fibras bem definidas neste estdgio de regeneracdo ndo foi possivel medir o
diametro das fibras, mas conseguimos medir as variacdes verticais (rugosidade) e obter um
histograma cuja distribuicao estatistica apresentou um perfil Gaussiano com rugosidade
média de r = 2600 nm. As tibias dos animais que foram irradiados por 7 dias consecutivos
com doses didrias de 31,5 Jem™ apresentaram no mesmo periodo de recuperagio, uma
estrutura fibrosa mais alinhada (compare a Figura 5 (a) e Figura 5 (c)). Estas amostras
também apresentaram menor rugosidade (r = 1610 nm) tendo sido possivel medir o
didmetro médio (d = 613 nm) das fibras entrelacadas que formam as lamelas dsseas (veja a

Figura 5 (d)) que vao formar as trabéculas. As trabéculas sseas sdo septos em crescimento

61



do osso primario (osso trabecular) que procuram preencher o orificio feito cirurgicamente.
As fibras de coldgeno dentro das trabéculas t€ém uma organizacdo transiente passando de
um emaranhado fibroso (primeira fase) para uma fibragem paralela no estdgio final e no
o0sso Harvesiano maduro. Os animais que receberam doses didrias de 94,5 Jem™ também
apresentaram diferencas significativas quando comparados com as tibias dos animais nao
irradiados ou com os animais irradiados com doses de 31,5 Jem™. Pode-se verificar (veja
a Figure 5 (e)) que as fibras agora estdo formando feixes mais largos e mais empacotados
de lamelas constituindo as trabéculas 6sseas. O diametro das lamelas € por volta de 2400
nm e uma maior ampliacio revela que uma estrutura subjacente de fibras com didmetro
médio unitario de d = 650 nm. Isto sugere que as doses didrias de 94,5 Jem™ promovem a
formacdo de uma drea maior de feixes de coldgeno coalescidos e agrupados na forma de
lamelas, apesar de que as fibras formadoras das lamelas terem praticamente 0 mesmo
diametro das fibras observadas nos ratos irradiados com doses diarias de 31,5 Jem™. Assim
o didmetro das fibras subjacentes sugere que elas sdo formadas por vérias moléculas de
coldgeno entrelacadas.

Vamos discutir agora as imagens MFA apresentadas na Figura 6 que sdo
representativas da reorganizacdo espacial das fibras que ocorreu apds 15 dias da
recuperacdo do ferimento. Para os animais ndo tratados, comparando-se a evolucdo da
regeneracdo na segunda semana com a primeira semana observou-se um progresso do
arranjo lamelar (compare por exemplo as imagens da Figure 5(a) e 6(a), correspondendo a
8 e 15 dias de regeneracdo). O alinhamento das fibras estd melhor definido e mais uniforme
(mostrado com maior amplificacdo na Figure 6 (b)), e o didmetro das fibras € em torno de d
=650 nm. Entretanto, as fibras dos animais que receberam doses didrias de 31,5 J cm’ por
14 dias (veja, por exemplo, a Figure 6 (c)) aparentemente evoluiram para uma nova
estrutura quando comparadas com o periodo inicial de regeneracdo (8 dias, Figura 5 (c)), ou
quando comparadas com as tibias dos animais que ndo receberam radiacdo de laser no
mesmo periodo de recuperacdo (15 dias, Figura 6 (a, b)). Estas amostras tém formas
irregulares e mesmo com maiores ampliacdes (Figura 6 (d)) ndo foi possivel identificar um
padrdo consistente de organizacdo estrutural espacial. Corroborando com estes resultados,
as tibias dos animais tratados com doses maiores (94,5 Jcm'z) também apresentaram

superficies mais rugosas (r = 2730 nm). A Figura 6 (f) feita com maior ampliacdo revela
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que estas estruturas sao formadas por feixes paralelos de fibrilas e que estas fibrilas tem um

didmetro em torno de 360 nm.

. (b)

6600
1000

ALTURA (nm)
500

HEIGHT (nm)
3300

0
0

4000

H
ORIZONTAL DISTANCE (np,

HEIGHT (nm)
HEIGHT (hm)

HORIZONTAL DisTance (nm)

. ()

HEIGHT (nm)
HEIGHT (nm)

4000

0000 H
ORIZONTAL DisTtance (nm)

4
HORIZONTAL Distance (nm)

Figura 5 - Imagens de MFA do processo de regenera¢do 8 dias depois do ferimento
cirdrgico (a, b), sem radiacdo de laser, (c, d), irradiados por 7 dias com doses didrias de
31,51 cm?e (e, f) irradiados por 7 dias com doses didrias de 94,5 J cm™.
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Figura 6 - Imagens de MFA do processo de regeneracdo 15 dias depois do ferimento
cirdrgico (a, b), sem radiacdo de laser, (c, d), irradiados por 14 dias com doses diarias de
31,5J cm?e (e, ) irradiados por 14 dias doses didrias de 94,5 J cm?.
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A Figura 7 apresenta imagens tipicas de MFA de uma 4rea de osso intacta, isto €, de
uma parte da tibia que ndo foi irradiada com laser, aproximadamente 3 mm longe da drea
de ferimento. A Figura 7 (a) mostra uma imagem de topo mostrando o alinhamento natural
das fibras de coldgeno que formam as lamelas da matriz 6ssea. A rugosidade tipica desta
superficie € de r = 1660 nm, o que € um valor muito proximo da rugosidade superficial da
area regenerada das tibias que receberam 7 doses didrias de 31,5 Jem™, mas menor do que
as amostras que receberam 14 doses didrias 94,5 Jem™. Com imagens de MFA mais
ampliadas (Figura 7 (b)) pode-se observar que as fibras do osso intacto estdo bem alinhadas
e tém um diametro de d = 710 nm, o qual € préoximo dos diametros das fibras encontradas
no osso regenerado (613-650 nm) dos animais que receberam 7 doses didrias de laser (tanto
de 31,5 Jem™ou de 94,5 Jem™) e também dos animais que tiveram a regeneracio natural 15
dias depois da cirurgia. Este resultado indica claramente que ambas as doses de radiacio

utilizadas contribuem para a aceleracdo do processo de regeneracio dssea.
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Figura 7- Imagens de MFA de uma tibia intacta, mostrada como referéncia: (a) top-
view; (b) imagem ampliada tri-dimensional.
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4. Conclusao

A utilizacdo complementar da MEV e da MFA foi muito util para identificar o
progresso da regeneracido Ossea induzida pela radiacdo de laser. As imagens de MEV
proporcionaram uma visdo ampla do calo 6sseo e do osso intacto. A MFA forneceu
ferramentas para a medida das estruturas dsseas como, por exemplo, as lamelas e suas
fibras e fibrilas. Foi possivel acompanhar o progresso da regeneracdo Ossea proximo da
escala de resolu¢ao molecular das proteinas de coldgeno que formam as fibras matriciais.
Nossos resultados permitem concluir que a radiacdo de laser de HeNe teve boa eficiéncia
na aceleracdo da regeneracdo dssea depois de 8 dias da cirurgia (usando tanto doses de 31,5
Jem™ ou de 94,5 Jem™) ou para a promogdo da consolidacio Gssea (15 dias depois da

cirurgia) com o uso de doses didrias de 94,5 Jem™.
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Capitulo VI

Foto-estimulacao da Angiogénese por Laser de HeNe

em LesoOes de Tibias de Ratos

1. Introducao

A formacgdo de novos vasos sangiiineos pode ser um fator determinante tanto na saide
como em doencas. Processos fisioldgicos relacionados ao sistema reprodutor feminino,
reparo de tecidos, recuperacdo de tecidos danificados pds-infarto ou queimaduras, ou
processos patoldgicos tais como o crescimento de tumores, retinopatia diabética, psoriase e
artrite reumatdide, todos envolvem a angiogénese, através do brotamento de novos
capilares dos vasos pré-existentes. No caso do desenvolvimento embriondrio de novo, o
aparecimento e o crescimento de novos vasos, ocorre um evento conhecido como
vasculogénese [1-2]. Ambos sdo complexos processos envolvidos na proliferacdo e
migracdo de células endoteliais e requerem a assisténcia do fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF) [3-4], o fator mais potente e especifico, embora outros fatores
angiogénicos também participem deste processo. O entendimento do mecanismo bdsico
modulando o crescimento de vasos sangiiineos constitui uma fonte valiosa para
possibilidades de controle desejavel ou viabilizar tecidos indesejdveis. Assim, processos
para a introducio de novas opcdes terapéuticas no tratamento de uma variedade de doencgas
ou desordens poderiam ser estimulados.

Nos Capitulos anteriores, foi observado que a irradiacdo com laser de HeNe
influenciou o processo de cicatrizacdo do tecido Osseo de tibias de ratos lesionadas
cirurgicamente [5-7]. No decorrer deste estudo, suspeitou-se, que a irradiacdo com laser de
baixa poténcia poderia também estar estimulando qualitativamente a revasculariza¢do da
drea lesionada, e que isto seria um fator adicional ao aumento da 4rea trabecular dOssea,

observado no reparo das tibias submetidas a terapia com laser.
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Neste Capitulo foi feita uma andlise quantitativa dos vasos sangiiineos presentes no
tecido 6sseo em regeneracdo, com o objetivo de verificar se a irradiagdo com laser de baixa
poténcia (HeNe) seria capaz de estimular crescimento de vasos sangiiineos durante a

cicatrizacdo das tibias de ratos.

2. Materiais e Métodos

Procedimento cirirgico e irradiacdo com laser

As experiéncias foram realizadas, utilizando-se de 24 ratos Wistar, com peso
corporal entre 250 — 280 g, e 75 dias de idade (adultos jovens). Apds anestesia
intraperitonial com pentobarbital sodico (0,1 ml/100g de peso), foi feita uma pequena
incisdo na pele em uma das patas dos ratos, para que a superficie antero-medial da tibia
fosse exposta. Foi feito um furo de 1,6 mm de didmetro utilizando-se uma broca de uso
odontolégico em apenas uma das corticais do terco médio da didfise da tibia. Utilizou-se
um laser de HeNe (A = 633 nm, didmetro do feixe Gaussiano de w = 1,1 mm) para irradiar
um grupo de animais (n = 12). A irradiacdo foi feita através da pele e direcionada
perpendicularmente ao eixo longitudinal da tibia, sobre o local da lesdo. As irradia¢des
iniciaram 24 h apés a cirurgia, com aplicacdes didrias de 5 min ou 15 min em dois grupos
de ratos (n = 6 para cada grupo), correspondendo s doses de 31,5 e 94,5 Jem?,
respectivamente. Os animais de cada grupo foram sacrificados com uma overdose de
anestésico no oitavo e décimo quinto dia apds a lesdo (4 grupos com n = 3 para cada
combinacdo de dose e data de sacrificio). O controle foi realizado com um grupo de 12
animais submetidos alesdo e aos mesmos procedimentos, com excecao das aplicacdoes com

laser.
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Andlises Histologica e Quantitativa

Apés o tempo devido, tanto as tibias irradiadas quanto as controle foram
imediatamente removidas e processadas para os estudos histolégicos e morfométricos da
seguinte maneira: As tibias foram dissecadas e fixadas em uma solucdo tampao de fosfato
a 10% (pH 7,3), por 24 h, e descalcificadas em 4cido acético 10% durante 25 dias,
posteriormente colocada em 5% de EDTA, por 48 h, com ambas solucdes trocadas
diariamente. As dreas lesionadas e ao redor da lesdo foram separadas do comprimento total
da tibia. As amostras de cssos foram entdo mergulhadas em solu¢cdo tampao de fosfato
salina (duas vezes por 15 minutos cada), desidratadas em séries de concentragdo crescente
de alcool, fixadas em parafina e seccionadas com 5 pm de espessura. Os cortes foram
entdo corados, pela técnica de tricromio de Masson, para a andlise quantitativa da
ocorréncia e quantificacdo dos novos vasos sangiiineos, através da microscopia de luz. A
quantificacdo de novos vasos sangiiineos foi feita pela contagem dos vasos presentes na
matriz éssea, intercalados nas trabéculas do osso primario neo-formado. Para a contagem
dos vasos foi utilizado um diagrama de grade de pontos (“contagem de pontos”) com 100
quadros (I x 1 mm cada) ou 9 x 9 configuracdes com 81 pontos de teste cada,
representando a interseccdo das duas linhas ortogonais. Vasos que estavam posicionados
em dois ou mais quadros eram contados somente no quadro onde ocupavam a maior area.
A contagem foi sempre feita em linhas varridas da esquerda para a direita, iniciando-se
sempre no canto superior esquerdo. Para a contagem dos vasos sangiiineos foram
escolhidos aleatoriamente cinco d4reas focais (campos) dos tecidos de cada corte,
perfazendo um total de 75 campos para cada dosagem de laser em ambos os periodos de 7 e
14 dias consecutivos de irradiagio. O mesmo procedimento foi realizado para os
correspondentes grupos de controle. As medidas foram feitas, utilizando-se um

Microscépio de Luz e ampliacdo final de 500 X (10 X na objetiva de 50X).
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Andlise estatistica

Todos os dados foram expressos em média e desvio padrido (dp). As diferencas
entre os grupos foram analisadas pelo método paramétrico de Student-Newman-Keuls [8].
Os dados foram obtidos pela contagem dos vasos sangiiineos contidos nas laminas dos
animais irradiados com doses de 31,5 € 94,5 Jcm'z, em ambos periodos (7 e 14 dias,
iniciando 24 h ap0s a cirurgia) e dos respectivos controles (8 e 15 dias). Os resultados com

P <0,0001 foram considerados estatisticamente significativos.

3. Resultados

A compara¢do do nimero de vasos neo-formados presentes no compartimento da
medula dssea das tibias irradiadas e ndo irradiadas foi feita através da andlise, por
microscopia de luz, dos cortes histoldgicos das amostras de ossos. As dreas de tecido
danificado foram identificadas pela presenca de estrutura primdria de osso trabecular. A
comparagdo de animais do grupo controle, apds 8 dias de lesdo, com animais irradiados por
7 dias com dose diaria de 31,5 Jcm'z, mostrou um aumento moderado, ndo significativo de
vasos sangiiineos no grupo irradiado (Figuras 1 e 2, Tabela 1). Entretanto, quando
comparamos animais do grupo controle, no 8° dia apds a lesdo, com animais irradiados por
7 dias com dose de 94,5 Jem™, observamos um aumento significativo de vasos sangiiineos
no compartimento da medula dssea (Figuras 1 e 3, Tabela 1). Um aumento significativo
também foi observado quando comparamos animais irradiados com dose didria de 94,5
Jcm'z,com animas irradiados com dose diaria de 31,5 Jcm’z, durante 7 dias (Figuras 2 e 3,
Tabela 1).
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Tabela 1 - Comparacio entre os valores médios do niimero de vasos sangiiineos de tibias de

rato ndo irradiadas em processo de regeneracio no 8° e 15° dia depois da lesao.

Sacrificio dos
animais 8 15
(dias)
Periodo de
irradiacdo 7 14 7 14
(dias)
Dose
(Jem™?) 0 (controle) 31,5 94,5 | O (controle) | 31,5 94,5
Média 278,1% 293,9* 369,8° 291,6" 232,6° 214,1°
dp 17,7 81,4 80,6 42.4 39,8 37,7

Os resultados representam a média *+ desvio padrdo (dp) de 75 campos visuais de tecidos,
tomados aleatoriamente em cada grupo de animais; n = 6 para os grupos controle e n = 3 para
cada grupo irradiado com diferente dose e diferente periodo. Letras diferentes significam
alteracoes significantes.

p<0,001

Figura 1- Imagem histoldgica tipica do calo na tibia de rato 8 dias depois da lesdo cirtrgica
(grupo controle ndo irradiado). A drea de regeneracdo estd agora ocupada pelas trabéculas (T)
de osso primério, o qual ainda é muito fino e o seu perfil ocupa uma 4rea menor do que o
compartimento da medula 6ssea (BM). Note a nova formagao de vasos (V) espalhados neste
compartimento (tricromio de Masson). Barra de escala = 40 pm.
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Figura 2- Imagem histoldgica tipica do calo 6sseo em tibia de rato 8 dias apds a lesdo cirdrgica
e irradiada durante 7 dias por laser de HeNe com dose didria de 31,5 Jem (5 min por dia).
Regides como estas foram utilizadas para a quantifica¢do da neo-vascularizagdo. Observe que
varios vasos sangiiineos (V) aparecem no compartimento medular. Note também que junto com
a formacdo de trabéculas aparecem vdarios pontos de deposi¢dao de matriz 6ssea na forma de
feixes azuis irregulares de fibras coldgenas (setas) em torno dos osteoblastos (pontas de flechas)
em toda 4rea da medula dssea, indicando que estd em andamento a sintese da matriz Gssea.
(tricromio de Masson). Barra de escala = 40 pm.

Quando comparamos os grupos controle no 8 e 15° dia apés a lesdo, observamos
um pequeno aumento no numero de vasos, porém, ndo significante (Tabela 1).
Contrariamente, quando comparamos animais 15 dias apds a lesdo, irradiados por 14 dias,
com ambas as doses, observamos um decréscimo significante no nimero de vasos
sangiiineos tanto em relacdo aos animais irradiados por 7 dias com as mesmas doses,

quanto nos animais do grupo controle (Tabelal).
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Figura 3 — Imagem histoldgica tipica do calo na tibia de rato 8 dias apds a lesdo cirurgica e
irradiada durante 7 dias por laser de HeNe com dose didria de 94,5 Jem™ (15 min por dia). O
nimero de vasos novos e bem formados (V) aumentou significativamente neste periodo.
Observe que as trabéculas dsseas primdrias (T) t€m um aspecto mais compacto e parecido com
as formas presentes nas Figuras 1 e 2. Os simbolos em forma de seta apontam a matriz que esta
sendo depositada. (tricromio de Masson). Barra de escala = 40 pm.

Durante a progressdo do reparo, as trabéculas irregulares de osso primario
temporariamente unem as extremidades da tibia lesionada, formando o calo dsseo. Estas
alteracdes histologicas também ocorreram nas trabéculas do osso primdrio nas tibias
irradiadas. Nas tibias irradiadas por 7 dias com dose didria de 31,5 Jcm’z, a matriz 6ssea
comegou a ser depositada por toda drea intertrabecular (Figura 2). FEla aparece corada
como sobras azuis alongadas em torno dos osteblastos ativos formando um padrio bastante
distinto. Este padrao nao foi observado no calo ésseo das tibias ndo tratadas (controles)
(Figura 1). No mesmo periodo de 7 dias de irradiacdo, mas com a dose de 94,5 Jem?, este
padrdo ndo foi tdo visivel quanto na dose anterior, mas foi mais acentuado quando
comparado ao grupo controle (Figuras 1-3).  Pode-se observar uma evolucdo dos
resultados entre os periodos de irradiacdo. A aparéncia histoldgica do trabeculado de osso

primdrio ganhou consisténcia, com a matriz éssea apresentando uma maior compactagcao
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Ossea. No final da primeira semana pds-les@o, as trabéculas tornaram-se mais espessas €
conseqiientemente o compartimento da medula dssea ficou menor, tanto nas tibias controle
como nas tibias irradiadas. Um achado comum no final da segunda semana de irradiacio
didria foi o aparecimento de sistemas de Havers, ainda incipientes, que sdo caracteristicos

do osso lamelar maduro (Figura 4).

Figura 4.- Imagem histoldgica tipica do calo na tibia de rato 15 dias ap6s a lesdo cirtirgica e
irradiada por 14 dias por laser de HeNe com dose didria de 94,5 Jem™ (15 min por dia). Os
vasos sangiiineos ndo sdo tdo numerosos quanto os apresentados na Figura 3. Observe a drea
trabecular mais larga e o estreitamento do compartimento da medula 6ssea, que € uma
caracteristica tipica do reparo 6sseo neste estdgio. Observe também que em algumas regides a
matriz dssea ja assumiu um arranjo que lembra os sistema de Havers, tipico do osso secundario
maduro (H). (tricromio de Masson). Barra de escala = 40 pm.
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4. Discussao

Os resultados obtidos no presente estudo indicam claramente que a irradiagao com
laser de HeNe, aplicada transcutaneamente em lesdes de tibias de ratos, teve dois tipos de
efeitos sobre a revascularizacdo do tecido neo-formado. Pode-se observar um significante
efeito estimulatério tanto no final da primeira semana com dose didria de 94,5 J cm’z, como
um efeito inibitério significativo (independente da dose) no final da segunda semana de
tratamento. O efeito positivo na formagao de novos vasos nos animais que receberam as
aplicacdes de laser durante a primeira semana, foi atribuido ao tratamento por laser de
HeNe, visto que o mesmo ndo foi observado nos animais do grupo controle. Este efeito
ocorreu paralelamente com um aumento significante da drea trabecular de osso primario,
observado em estudos prévios por Garavello-Freitas et al. [6], mas com dose didria efetiva
de 31,5 Jem™. Com esta dose, a sintese da matriz Ossea estava bastante ativa, como pode
ser observado em numerosos pontos de deposi¢do da matriz sobre o compartimento da
matriz 6ssea (veja a Figura 2). O efeito negativo do laser na angiogénese encontrado neste
trabalho ( com ambas as doses) também demonstrou ser devido a irradiagcdo do laser, pois,
nas tibias do grupo controle, no mesmo periodo, houve um crescimento no nimero de
vasos (ndo significante, p <0.0001). De modo semelhante, comparando as tibias irradiadas
com doses diarias de 94,5 Jem? por 14 dias com as tibias irradiadas por 7 dias, Garavello-
Freitas et al. [6] demonstraram que ocorre uma inibi¢do no processo de formacao do osso
trabecular primario. Como nos controles a drea trabecular aumenta significantemente com
o tempo, comparando-se os controles de 8 e 15 dias, pode-se concluir que ocorreu um
efeito inibitério provocado pela luz do laser nas amostras irradiadas. Consideramos que
existe uma correlacio inversa entre no ganho absoluto de 4rea trabecular, que pode ser visto
no primeiro periodo de irradiacdo, com o decréscimo correspondente no compartimento da
medula 6ssea ao longo do periodo de regeneracdo Ossea e, conseqiientemente uma
diminuic¢ao no nimero de vasos sangiiineos no final do periodo.

Entretanto, Garavello-Freitas et al [6] também observaram que, apesar da area trabecular
ndo ter crescido nas tibias que receberam 14 dias de irradiacdo (em ambas as doses),
ocorreu um melhor arranjo na deposicao espacial das fibras de coldgeno, vistas pelo método

de Picrosirios-polarizacio e que ndo pode ser detectado nas tibias de controle. Como foi
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utilizado um mesmo modelo experimental, para examinar a neo-formacao de tecido 6sseo
[6] e a neo-formacdo de vasos sangiiineos, as semelhancas e as diferengas relacionadas aos
efeitos estimulatérios ou inibitérios t€ém mais confiabilidade de serem comparadas. Os
dados obtidos permitem deduzir que a terapia por laser de baixa poténcia é capaz de
interferir nos processos celulares, em coeréncia com os resultados de vdérios trabalhos
relacionados com a influéncia do laser na regeneracdo de fratura dssea [8, 9], ou de outros
tecidos, como por exemplo, no reparo de lesdes do tecido musculo-esquelético [10, 11], na
regeneracdo de tenddes [12, 13], na aceleracdo do reparo cicatricial em ulceras de pele [14],
na recuperacdo pdos-compressao do nervo cidtico [15], processos odontolégicos [16, 17],
etc. Entretanto, o sucesso do efeito foto-modulador no processo de reparo depende da
cuidadosa selecdo da dose e do periodo de aplicacdo do laser. Para este objetivo deve-se
levar em consideracdo as especificidades morfologicas e fisiologicas (bioquimicas) dos
tecidos corporeos e de seus estados metabdlicos ou de seus processos fisiopatolégicos em
desenvolvimento, pois tudo isto pode interferir na resposta a interacdo entre a luz do laser e
o tecido biolégico. ~ Em nosso modelo experimental, foram escolhidos dois tipos de
tecidos; o tecido mieldide (vasos sangiiineos localizados na medula dssea), e o tecido
esquelético duro (0sso). A agdo do laser de HeNe no tecido mieldide foi analisada neste
Capitulo e a agdo do laser no tecido esquelético foi analisada nos Capitulos anteriores [5,
6]. Com base em nossas observacdes, concluimos que a irradiacio com laser de HeNe
durante 7 dias consecutivos, na dose de 94,5 Jem™, promoveu a proliferacdo de novos vasos
sangiiineos. Isto ndo ocorreu com os animais irradiados por 14 dias (em ambas as doses),
onde a neovascularizacdo foi influenciada negativamente, em contraste com os dados
obtidos dos animais do grupo controle néo irradiados, no 8° e 15° dia ap6s a lesdo, quando
foi observado um aumento do nimero de vasos sangiiineos, embora ndo significativo.
Aparentemente existe uma quantidade Otima de energia para a promogdo da
revascularizacdo. Nossos resultados indicam que nos animais que sofreram 7 dias de
aplicagio, a dose de 31,5 Jem™ foi mais apropriada para acelerar a atividade osteobldstica e
aumentar a deposicio de matriz Gssea, enquanto que a dose de 94,5 Jem™ foi melhor para
estimular a angiogénese. Bibikova et al. (1994) pesquisando o efeito foto-bioldgico da
irradiacdo do laser de baixa energia (HeNe) na neo-formagdo de capilares durante a

regeneracido do musculo gastrocnemio de sapos Bufo viridis, verificaram um efeito positivo
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aplicando a dose didria de 31,2 Jem™ no periodo de 2 a 9 dias. O periodo em que ocorreu a
angiogénese foi similar ao observado por nés, mas a dose de irradiacdo foi diferente. Estas
diferencas podem ser atribuidas a dois tecidos experimentais distintos, que sdo o tecido
muscular/sapo (com a revasculariza¢io ocorrendo em um tecido com arranjo para-cristalino
de macromoléculas, muito bem ordenadas) e o tecido dsseo/rato (fibras coldgenas de osso
primério neo-formado, dispostas entrelacadas). Apesar dos inumeros trabalhos realizados
sobre os efeitos benéficos da terapia de laser de baixa poténcia em processos fisiologicos ou
patolégicos, os mecanismos envolvidos em cada caso, ainda sdao pouco entendidos.
Entretanto, vale a pena ressaltar que apesar de poderem existir mecanismos especificos em
um processo bioldgico particular, também devem existir mecanismos gerais que podem
estar envolvidos em todos os processos bioldgicos. E possivel entdo, que os mecanismos de
foto-estimulacdo ou de foto-inibi¢do por laser, que podem acelerar ou inibir, a angiogénese,
osteogénese (sintese de coldgeno) e a regeneragdo muscular, possam ter um caracter mais
geral, sendo que talvez as particularidades de resposta de cada tecido seja devido a
quantidade de energia capturada por estas diferentes estruturas. Neste sentido, Agaiby et
al.[19], verificaram que pequenas variacdes na densidade de energia incidente de laser de
baixa poténcia (LLLT) induzem diferencas significantes na proliferacdo de linfocitos T in
vitro. Funk et al [20], verificaram que culturas de células sangiiineas humanas
mononucleares (periféricas) irradiadas com laser de HeNe (30 min. de irradiagao com dose
de 18,9 Jem™), em seguida estimuladas com diferentes mitégenos, tinham aumentos
significativos dos niveis de alfa-interleucina-1 (IL-1 alfa), interleucina-2 (IL-2), fator alfa
de necrose tumoral (TNF-alfa) e de interféron-gama (IFN-gamma), enquanto que
irradiacdes com mais energia (60 min. com dose de 37,8 Jem™) mostraram um decréscimo
significativo nos niveis de citocinas, evidenciando portanto a influéncia da foto-modulacao
na func¢do imunolégica [20]. Estudos in vitro tém mostrado que certas freqiiéncias de laser
podem induzir a proliferacdo celular, liberar o fator de crescimento dos fibroblastos [21,
22], modular a proliferacdao de miocardidcitos fetais, e causar um aumento significante na
expressao dos genes proangiogénicos, transformando fator de crescimento beta (TGF-beta)
e VEGG por midcitos cardiacos [23]. Estudos de células endoteliais em cultura mostram
que a estimulagcdo por laser aumenta a producdo de VGEF por células de musculo liso,

fibroblastos e midcitos cardiacos [24]. Foi demonstrado também que os hematomas
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humanos provocados por fratura contém o fator citocicito angiogénio do crescimento do
endotelial vascular, e t€m a capacidade inerente de induzir a angiogénese, e, desta forma,
promover a revasculariza¢do durante o reparo dsseo [25]. Estes autores demonstraram, com
a utilizacdo de um modelo femural de roedor, que a introdugdo de fatores angiogénicos,
como o fator lipidomental e o fator de crescimento de fibroblastos, podem acelerar a
formacao dssea e a regeneracdo da fratura imediatamente apds o ferimento [26]. A foto-
estimulacdo com laser aumenta a sintese de ATP, promove a acdo do 4cido nucléico e
aumenta a divisdo celular [27, 28]. A foto-modulacdo do tecido pode ser modulada pela
mitocOndria, que poderia funcionar como uma foto-receptora da luz visivel [29]. A
absor¢cdo de energia pela cadeia respiratdria pode provocar a oxidacdo do NADPH e
produzir mudangas nas reacdes de redox, @anto na mitocondria quanto no citoplasma. A
ativacdo na cadeia de transporte de elétrons resulta o aumento do potencial elétrico através
da membrana da mitocondria, um aumento no ATP e finalmente a ativacdo da sintese dos
dcidos nucléicos. Ficou demonstrado recentemente, que, em condicdes de irradiacdo
apropriadas, o citocromo € um agente especifico que pode ser ativado pela luz do laser de
HeNe, sendo entdo considerado como foto-receptor mitocondrial [30]. A radiacdo do laser
de HeNe estimula a transcricdo citosélica e mitocondrial e a translagdo das proteinas [31,
32] e a sintese protéica nas células hepaticas [32]. Assim, torna-se claro que a terapia a
laser deve ter uma interagdo relacionada ndao apenas com o0s sistemas energéticos
biolégicos, mas também na ativacdo de sinalizadores como os genes de fator de
crescimento, as respostas imunoldgicas e de outros mecanismos essenciais, no contexto
completo dos fendmenos bioldgicos. No presente trabalho (e em outros da mesma natureza)
fica evidente que no uso do laser € muito importante que se otimize a dose € o tempo de
tratamento, de forma a se atingir a combinacao perfeita das condi¢des mais favordaveis para
o desenvolvimento das estruturas vasculares e de uma boa osteogénese (formacdo dssea).
Esta atencdo é um pré-requisito fundamental para a boa conducdo de um processo de
regeneracdo estimulado.

A existéncia de vdrias estratégias que podem modular os mecanismos relacionados
a angiogénese pode ser de grande importancia para melhorar as condi¢des de restauracio
em condi¢Oes extremas, como, por exemplo, em pessoas idosas ou em pacientes com poli-

traumatismos. A terapia a laser parece ser uma candidata promissora para estas aplicagdes,
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pois tem o predicado de ser uma técnica de tratamento que emprega procedimentos nado-
invasivos, ndo patogénicos, ndo-quimicos e nao-térmicos. Fica também claro que pesquisas
adicionais sdo necessdrias para determinar com precisdo 0s mecanismos envolvidos na

promocgdo da angiogénese pela terapia a laser.
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Capitulo VII

Consideracoes Finais

O estudo dos efeitos da aplicacdo de laser HeNe de baixa poténcia durante o reparo
de lesOes feitas no tecido dsseo, revelou resultados distintos de acordo com as diferentes
doses e periodos de irradiacdo utilizados e do tipo de anélise realizadas.

Apesar de existirem estudos relatando os efeitos benéficos da terapia por laser de
baixa poténcia em processos de reparo de tecidos bioldgicos, os mecanismos fisiolgicos
envolvidos ainda sdo pouco entendidos.

Em nosso modelo experimental o periodo de irradiagdo com laser de baixa poténcia
durante 7 dias consecutivos, mostrou ser a mais eficaz na aceleracdo da osteogénese e
angiogénese, tanto com doses de 31,5 Jem™ como de 94.5 Jcm'z, sendo que a dose maior
apresentou melhores resultados. Dose de 3,15 Jem™ ndo provocou nenhum efeito sobre o
reparo da lesdo. Tal fato foi observado tanto em relagdo ao arranjo das fibras de coldgeno
da matriz dssea, analisadas por Microscopia eletronica de varredura e por Microscopia de
forca atdmica, como pelo aumento significativo da drea trabecular neo-formada e do
nimero de vasos sangiiineos.

Os resultados obtidos pelas diferentes andlises realizadas apontam uma sélida
indicacdo de que as alteragdes provocadas pelos efeitos da irradiacdo por laser promovem
uma agdo estimulante no reparo da lesdo durante a primeira semana de irradiacdo e uma
acdo inibitdria na segunda semana. Deve ser considerado que um duplo mecanismo possa
estar envolvido na interacdo da irradiacdo eletromagnética do laser com processos de
regeneracdo do tecido 6sseo. O primeiro mecanismo, foto-estimulatorio, pode estar
relacionado com a ativac@o de osteoblastos na producdo da matriz 6ssea, promovendo o
aumento significativo da drea trabecular e do ndmero de vasos sangiiineos na primeira
semana de irradiacdo consecutiva. Num estdgio seguinte, um mecanismo foto-inibitério
deve diminuir a atividade osteobldstica e concomitantemente estimular a atividade
osteocldstica, promovendo assim, a reabsor¢do da matriz dssea e inibindo a proliferacdo de

vasos sangiiineos na segunda semana de irradiagao.
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E possivel que mecanismos fisioldgicos do tecido 6sseo, influenciados pela foto-
estimulacdo ou foto-inibi¢do, possam acelerar ou inibir a osteogénese e a angiogénese e que
estes ndo sdo apenas especificos em um processo bioldgico particular, mas envolvem
processos bioldgicos gerais, como, por exemplo, aumento da produgcdo de fatores de
crescimento, VEGF e de fibroblastos, ativando a sintese dos acidos nucléicos.

A terapia por laser de baixa poténcia parece ser promissora na aceleragdo do reparo
de lesdes em diferentes tecidos bioldgicos, pois tem o atributo de ser uma técnica de
tratamento que emprega procedimentos ndo-invasivos, ndo-patogénicos, ndo-qimicos e nao-
térmicos.

Este estudo estd em conformidade com os relatos encontrados na literatura a
respeito dos efeitos fisiologicos do laser de baixa poténcia nos tecidos bioldgicos,
entretanto maiores elucidagdes sdo necessarias, pois alteragdes na dose e no periodo de
irradiacdo podem nao apenas deixar de produzir os efeitos positivos desejdveis, mas podem

promover danos ao tecido irradiado.
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