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Resumo
O presente estudo investigou através da microscopia de força 

atômica o efeito sistêmico e local da radiação laser sobre a placa de 
crescimento ósseo. Foram utilizados ratos Wistar, com 30 dias de 
idade, divididos aleatoriamente: Grupo GC (n = 5), não irradiados 
pelo laser; Grupo G5J (n = 10), irradiado por um laser (fl uência = 
5 J/cm2) e fi nalmente, o grupo G60J (n = 10) também irradiados 
por um laser de baixa intensidade (60 J/cm2). Dos grupos tratados, 
foi avaliado o efeito sistêmico na placa contralateral, sendo deno-
minados como G5JS (n = 10) a avaliação da placa de crescimento 
contralateral à irradiada do grupo G5J e o grupo G60JS (n = 10) a 
avaliação da placa de crescimento contralateral à irradiada do grupo 
G60J. O tratamento consistiu de 06 aplicações de laser pela técnica 
pontual na pata traseira direita sobre a região ântero-medial da placa 
de crescimento proximal da tíbia, com intervalo de 48 horas entre 
as irradiações. Observamos aumento na espessura dos feixes de 
colágeno, alteração do sentido de orientação e organização destes 
feixes, principalmente através de seu efeito local. O laser pode pro-
vocar alterações estruturais nos feixes de colágeno, porém os nossos 
resultados não são sufi cientes para afi rmar que o crescimento ósseo 
possa ser afetado.
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Artigo original

Abstract
Th is study investigated through the microscopy of the atomic 

force the systemic and local eff ect of the laser radiation on the bone 
growth plate. 30-day-old Wistar rats, randomly divided, were used in 
this experiment: Group GC (n = 5), not irradiated by laser; Group 
G5J (n = 10), irradiated by laser, (ö = 780 nm, mean output power 
= 20 mW, fl uency rate = 5 J/cm2, time = 10 seconds) and fi nally, the 
Group G60J (n = 10) also irradiated by low intensity laser (ö=780 
nm, mean output power = 20 mW, fl uency rate = 60 J/cm2, Time = 
120 seconds). From these groups, we evaluated the systemic eff ect on 
the contra lateral plate and we named them as G5JS (n = 10) – the 
evaluation of the contra lateral growth plate to the irradiated one 
of the Group G5J and the Group G60JS (n = 10) – the evaluation 
of the contra lateral growth plate to the irradiated one of the Group 
G60J. Th e treatment consisted of six laser applications through the 
punctual technique on the back right paw over the antero-medium 
region of the growth plate near the tibia, with a 48-hour interval 
between the irradiations. We observed an increase on the thickness of 
the collagen sheaves, changing of orientation sense and organization 
of these sheaves, mainly through the local eff ect. Laser can cause 
structural changes on the collagen sheaves, but our results are not 
enough to claim that the bone increase can be aff ected.
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Introdução

Recentemente alguma atenção tem sido dada um fator 
potencialmente modulatório às células presentes em tecidos 
em franco desenvolvimento ou em reparação, a irradiação 
laser de baixa potência. Resultados promissores têm sido 
reportados, como o aumento da atividade de células sanguí-
neas, macrófagos, fi broblastos [1], condrócitos, osteoblastos e 
osteoclastos na área da fratura irradiada pelo laser, incremento 
na vascularização [1,2,3] alterações na síntese de RNA [4], 
efeitos positivos na proliferação, diferenciação e calcifi cação de 
clones de células osteoblásticas [5,6], aumento na velocidade 
de reorganização da estrutura trabecular e canais haversianos 
[7,8].

Porém há poucos estudos que verifi cam a infl uência 
desta radiação eletromagnética sobre a placa de crescimento 
ósseo, tecido esse que é o responsável pelo crescimento em 
comprimento para a metáfi se e para a diáfi se do osso longo. 
Sabe-se que os fatores responsáveis pela coordenação do 
desenvolvimento e do crescimento pós-natal envolvem prin-
cipalmente as infl uências ambientais, fatores de crescimento 
e o controle genético [9], os quais podem ser modulados por 
ação da laserterapia.

A fotobiomodulação laser é o efeito da radiação eletromag-
nética do laser de baixa intensidade em materiais biológicos, 
através da estimulação ou inibição de atividades bioquímicas, 
fi siológicas e proliferativas. A magnitude do efeito é referida 
sendo dependente do comprimento de onda, das doses e da 
dose-intensidade do laser [10,11].

Algumas dessas alterações e respostas teciduais podem 
ser evidenciados através do estudo estrutural dos feixes de 
colágeno do tecido em questão. Essas alterações envolvem 
dimensão dos feixes de colágeno (espessura), organização e 
homogeneidade estrutural.

Neste trabalho nós utilizamos a microscopia de força 
atômica como técnica para o estudo da superfície topográfi ca 
do corte histológico, com o objetivo de estudar a morfologia 
e a infl uência da irradiação laser de baixa intensidade sobre o 
desenvolvimento da placa de crescimento de ratos. 

Material e métodos

Foram utilizados 25 ratos Wistar (Rattus novergicus, albi-
nus) machos, com massa corporal variando de 70 a 90 gramas, 
com 30 dias de idade, divididos aleatoriamente: Grupo GC (n 
= 5), não irradiados pelo laser; Grupo G5J (n = 10), irradiado 
por um laser com potência de saída de 20 mW a uma fl uência 
de 5 J/cm2, por 10 segundos e fi nalmente, o grupo G60J (n = 
10) irradiados por um laser com potência de saída de 20 mW 
a uma fl uência de 60 J/cm2, por 120 segundos. Dos grupos 
tratados, foi avaliado o efeito sistêmico na placa contralateral, 
sendo demoninados como G5JS (n = 10) a avaliação da placa 
de crescimento contralateral à irradiada do grupo G5J e o 

grupo G60JS (n = 10) a avaliação da placa de crescimento 
contralateral à irradiada do grupo G60J.

O equipamento laser utilizado foi um laser terapêutico 
MMOptics®, classe 3b, emissão contínua, potência óptica 
útil na saída de 70 mW, divergência do feixe 50° e a área do 
spot de saída é de 4,0 mm2. 

A irradiação laser foi realizada pelo método transcutâneo 
pontual sobre a placa de crescimento proximal do osso tibial 
anterior, localizado logo abaixo da interlinha articular do jo-
elho da pata posterior direita do rato em 06 aplicações, com 
um intervalo de 48 entre as irradiações.

As tíbias removidas após 48 horas da última sessão, fo-
ram fi xadas por 24hs solução de Bouin, seguindo-se então 
o processo de lavagem para a retirada dos resíduos e então a 
desmineralização através da solução de Morse (ácido fórmico 
a 50% e citrato de sódio a 20% em partes iguais), trocada a 
cada 3 dias, durante 25 dias.

As peças foram lavadas em água corrente por 24 horas, 
neutralizadas em solução de sulfato de sódio a 5% por 24 
horas, lavadas novamente em água corrente por mais 24 horas. 
Posteriormente conservado em solução de álcool 70% para 
desidratação (álcool 90%, álcool 95%, álcool absoluto) e na 
seqüência a diafanização e inclusão em parafi na para confecção 
de blocos e realização dos cortes no plano coronal por meio 
de um micrótomo rotatório.

Foram, então, realizados cortes seriados longitudinais com 
6 µm de espessura padronizada, buscando melhor visão para 
análise da cartilagem de crescimento. 

Microscopia de Força Atômica

No nosso trabalho a topografi a das amostras foi adquirida 
através de um microscópio de força atômica (modelo Bio-
Probe da Park Scientifi c Instruments, atualmente a Th ermo 
Microscopes - Veeco) em ar, operando no modo de contato 
a uma freqüência de varredura de 1.5 Hz por linha, gerando 
256 linhas, num campo de análise de 25X25 µm, em tempe-
ratura e condições de pressão controlados e umidade relativa 
do ar em 50%.

As lâminas foram hidratadas por cerca de 30 minutos em 
água destilada. Logo em seguida, foram obtidas 4 imagens 
de AFM em pontos aleatórios na zona de repouso placa de 
crescimento para cada corte histológico. 

A análise o aspecto dimensional foi efetuada através da 
mensuração das espessuras dos feixes de colágeno da matriz 
celular da zona de repouso da placa de crescimento , com o 
auxílio do software Image Processing and Data Analysis – Ver-
sion 2.0.0 – TermoMicroscopes. 

Também foi avaliado de forma qualitativa o aspecto 
geral da topografi a da zona de repouso, observando-se os 
aspectos de organização, sentido de orientação das fi bras e 
homogeneidade.
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Figura 1 - Mensuração da largura do feixe de colágeno na zona 
de repouso da placa de crescimento através do programa Image 
Processing and Data Analysis – Version 2.0.0 – TermoMicroscopes. 
Em “1A” imagem da topografi a e em “1B” seção transversa do feixe 
de colágeno.

em infl uencia no nível do ciclo de nucleotídeo, componente 
envolvido na síntese de RNA [4].

Interessante observar que o efeito da radiação laser não se 
restringiu apenas ao local irradiado, afetando também a placa 
de crescimento esquerda, contra-lateral à irradiada. As alte-
rações foram em menor magnitude, porém estatisticamente 
signifi cativas, implicando na possibilidade de efeito sistêmico 
da laserterapia. Há a hipótese de que mediadores químicos e 
fatores de crescimento produzidos no local irradiado possam, 
através da corrente sanguínea, atuar sobre outros centros de 
crescimento, afetando a estrutura tecidual [15].

A literatura descreve que preferencialmente os tecidos 
“lesados”, que em sua maioria apresentam alterações no seu 
estado redox, são susceptíveis ao efeito biomodulatório da 
radiação laser, possibilitando que os efeitos biomodulatórios 
se concentrem predominantemente no foco de lesão. Os nosso 
resultados demonstram que esse efeito pode ocorrer na placa 
de crescimento “saudável”, talvez pelo fato de ser um tecido 
com elevada atividade metabólica, ou por apresentar células 
em franca divisão celular. 

Outro fato importante é que a literatura descreve a placa 
de crescimento como uma estrutura na qual suas fi bras de 
colágeno não apresentam uma orientação defi nida [9,16,17], 
porém em nosso estudo observamos através das imagens de 
AFM que os feixes de colágenos formam uma estrutura de 
freqüência relativamente constante em forma de colméia de 
abelha (CA).

Observa-se através das imagens topográfi cas da zona de 
repouso (fi gura 3) que essa estrutura apresenta alteração 
nos grupos tratados com laser de baixa intensidade, quando 
comparados ao GC.

Figura 3 - Imagens topográfi cas da zona de repouso.

Resultados e discussão

Figura 2 - Distribuições das medições da espessura dos feixes de 
colágenos.

No presente estudo, um importante fator a ser destacado 
foi o aumento da espessura dos feixes de colágenos da zona 
de repouso da placa de crescimento dos ratos tratados com 
laser quando comparados ao grupo controle (p ≤ 0,05), que 
não recebeu nenhuma radiação, sendo que o efeito local nas 
doses de 60 joules e 5 joules provocou maior alteração quando 
comparado com o efeito sistêmico da irradiação (p ≤ 0,05). 

Os nosso resultados estão de acordo com diversos pesqui-
sadores que observara um incremento da proliferação celular, 
particularmente dos fi broblastos responsáveis pela produção 
de colágeno após a irradiação com laser de baixa intensidade 
[3,4,12,13], assim como, a deposição dessas novas fi bras de 
colágenos de forma organizada de tal modo a se agregarem, 
aumentando o diâmetro dos feixes de colágeno. 

Outras pesquisas relatam alteração no número de compo-
nentes da cadeia respiratória (citocromo, citocromo oxidase 
e fl avina desidrogenase) por excitação de fotorreceptores ou 
cromóforos, permitindo maior ativação da cadeia respiratória 
e ativação do transporte de elétrons na cadeia respiratória 
mitocondrial, resultando no aumento da síntese de ATP 
[14] e alterações metabólicas importantes que culminam 
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A imagem 3A representa a topografi a da zona de repouso 
do GC, no qual observam-se feixes de colágeno com dimensão 
homogênea mantendo um padrão de orientação perpendicu-
lar ao eixo longitudinal da tíbia. 

Como demonstrando na análise da espessura dos feixes, o 
G5J (fi gura 3B) os feixes de colágeno são espessos que os do 
GC e formam estruturas mais circulares com o eixo longitudi-
nal e transversal, sendo que no G60J – fi gura 3C – a estrutura 
geral da amostra há um predomínio da orientação dos feixes 
mais espessos no sentido longitudinal. As estruturas em forma 
de CA são maiores e apresentam distribuição regular.

O efeito sistêmico do laser parece gerar uma desorganiza-
ção dos feixes de colágenos, principalmente no G5JS – fi gura 
3D – no qual as estruturas em CA são de tamanhos diferentes 
e feixes de colágeno sem eixos de orientação defi nidos, mas o 
aumento da dose parece ter provocado no G60JS – fi gura 3E 
– uma estrutura relativamente mais homogênia que o G5JS, 
mas ainda com estruturas em CA de dimensões diferentes e 
sem orientação defi nida, porém com feixes de colágeno com 
espessura relativamente constante.

No entanto, mesmo diante das alterações observadas nesse 
trabalho, não é possível predizer se o crescimento do osso 
poderia ser modulado por ação do laser de baixa intensidade, 
mas implica sim em uma condição de precaução na aplicação 
desta modalidade terapêutica 

Dessa forma, é muito importante que estudos subse-
qüentes abordem este tema, pois se comprovado por estudos 
subseqüentes que a terapia laser possa estimular o crescimento 
ósseo, uma importante terapia pode vir a ser uma nova solução 
para o tratamento de traumas ou doenças que afetam a placa 
de crescimento ósseo. 

Conclusão

O laser de baixa intensidade pode provocar alterações 
estruturais (dimensão, organização e orientação) nos feixes de 
colágeno. Os resultados não são sufi cientes para afi rmar que o 
crescimento ósseo possa ser afetado pela irradiação laser.
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