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Resumo

O presente estudo investigou através da microscopia de forca
atbmica o efeito sistémico e local da radiacio laser sobre a placa de
crescimento Gsseo. Foram utilizados ratos Wistar, com 30 dias de
idade, divididos aleatoriamente: Grupo GC (n = 5), nio irradiados
pelo laser; Grupo G5J (n = 10), irradiado por um laser (fuéncia =
5 J/em?) e finalmente, o grupo G60J (n = 10) também irradiados
por um laser de baixa intensidade (60 J/cm?). Dos grupos tratados,
foi avaliado o efeito sistémico na placa contralateral, sendo deno-
minados como G5]JS (n = 10) a avaliagio da placa de crescimento
contralateral 4 irradiada do grupo G5J e o grupo G60]JS (n = 10) a
avaliagdo da placa de crescimento contralateral 4 irradiada do grupo
G60]. O tratamento consistiu de 06 aplicacoes de laser pela técnica
pontual na pata traseira direita sobre a regido Antero-medial da placa
de crescimento proximal da tibia, com intervalo de 48 horas entre
as irradiagoes. Observamos aumento na espessura dos feixes de
coldgeno, alteragio do sentido de orientacdo e organizacio destes
feixes, principalmente através de seu efeito local. O laser pode pro-
vocar alteraces estruturais nos feixes de coldgeno, porém os nossos
resultados nao sio suficientes para afirmar que o crescimento Gsseo
possa ser afetado.
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Abstract

This study investigated through the microscopy of the atomic
force the systemic and local effect 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, (6 = 780 nm, mean output power
=20 mW, fluency rate = 5 J/cm?, time = 10 seconds) and finally, the
Group G60J (n = 10) also irradiated by low intensity laser (6=780
nm, mean output power = 20 mW, fluency rate = 60 J/cm?, Time =
120 seconds). From these groups, we evaluated the systemic effect 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 G5] and the Group G60JS (n = 10) — the evaluation
of the contra lateral growth plate to the irradiated one of the Group
G60J. The 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 effect. Laser can cause
structural changes on the collagen sheaves, but our results are not
enough to claim that the bone increase can be affected.
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Introducédo

Recentemente alguma atengio tem sido dada um fator
potencialmente modulatério as células presentes em tecidos
em franco desenvolvimento ou em reparacdo, a irradiacgio
laser de baixa poténcia. Resultados promissores tém sido
reportados, como o aumento da atividade de células sangui-
neas, macrofagos, fibroblastos [1], condrdcitos, osteoblastos e
osteoclastos na drea da fratura irradiada pelo laser, incremento
na vascularizacao [1,2,3] alteragoes na sintese de RNA [4],
efeitos positivos na proliferacio, diferenciagio e calcificagio de
clones de células osteobldsticas [5,6], aumento na velocidade
de reorganizagio da estrutura trabecular e canais haversianos
[7,8].

Porém hd poucos estudos que verificam a influéncia
desta radiagio eletromagnética sobre a placa de crescimento
dsseo, tecido esse que ¢ o responsdvel pelo crescimento em
comprimento para a metéfise e para a didfise do osso longo.
Sabe-se que os fatores responsdveis pela coordenagio do
desenvolvimento e do crescimento pés-natal envolvem prin-
cipalmente as influéncias ambientais, fatores de crescimento
e o controle genético [9], os quais podem ser modulados por
agdo da laserterapia.

A fotobiomodulagio laser € o efeito da radiagio eletromag-
nética do laser de baixa intensidade em materiais bioldgicos,
através da estimulagdo ou inibi¢io de atividades bioquimicas,
fisiolégicas 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 alteragdes e respostas teciduais podem
ser evidenciados através do estudo estrutural dos feixes de
coldgeno do tecido em questdo. Essas alteragées envolvem
dimenséo dos feixes de coldgeno (espessura), organizacio e
homogeneidade estrutural.

Neste trabalho nés utilizamos a microscopia de for¢a
atdmica como técnica para o estudo da superficie topografica
do corte histoldgico, com o objetivo de estudar a morfologia
e a influéncia da irradiagio laser de baixa intensidade sobre o
desenvolvimento da placa de crescimento de ratos.

Material e métodos

Foram utilizados 25 ratos Wistar (Raztus novergicus, albi-
nus) machos, com massa corporal variando de 70 a 90 gramas,
com 30 dias de idade, divididos aleatoriamente: Grupo GC (n
= 5), ndo irradiados pelo laser; Grupo G5] (n = 10), irradiado
por um laser com poténcia de saida de 20 mW a uma fluéncia
de 5 J/cm?, por 10 segundos e finalmente, o grupo G60J (n =
10) irradiados por um laser com poténcia de saida de 20 mW
a uma fluéncia de 60 J/cm?, por 120 segundos. Dos grupos
tratados, foi avaliado o efeito sistémico na placa contralateral,
sendo demoninados como G5]JS (n = 10) a avaliagao da placa
de crescimento contralateral 2 irradiada do grupo G5J ¢ o

grupo GG60JS (n = 10) a avaliacdo da placa de crescimento
contralateral 4 irradiada do grupo G60]J.

O equipamento laser utilizado foi um laser terapéutico
MMOptics®, classe 3b, emissio continua, poténcia dptica
util na saida de 70 mW, divergéncia do feixe 50° ¢ a drea do
spot de saida é de 4,0 mm?.

A irradiacio laser foi realizada pelo método transcutineo
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 aplicagdes, com
um intervalo de 48 entre as irradiagoes.

As tibias removidas apds 48 horas da dltima sessao, fo-
ram fixadas por 24hs solucio de Bouin, seguindo-se entio
o processo de lavagem para a retirada dos residuos e entao a
desmineralizagio através da solugio de Morse (dcido férmico
a 50% e citrato de sédio a 20% em partes iguais), trocada a
cada 3 dias, durante 25 dias.

As pegas foram lavadas em dgua corrente por 24 horas,
neutralizadas em solucio de sulfato de sédio a 5% por 24
horas, lavadas novamente em dgua corrente por mais 24 horas.
Posteriormente conservado em solu¢io de dlcool 70% para
desidratacio (4dlcool 90%, dlcool 95%, dlcool absoluto) e na
seqiiéncia a diafanizago e inclusdo em parafina para confeccio
de blocos e realizagao dos cortes no plano coronal por meio
de um micrétomo rotatdrio.

Foram, entio, realizados cortes seriados longitudinais com
6 Wm de espessura padronizada, buscando melhor visio para
andlise da cartilagem de crescimento.

Microscopia de Forca Atomica

No nosso trabalho a topografia das amostras foi adquirida
através de um microscépio de forca atdmica (modelo Bio-
Probe da Park Scientific Instruments, atualmente a Thermo
Microscopes - Veeco) em ar, operando no modo de contato
a uma freqiiéncia de varredura de 1.5 Hz por linha, gerando
256 linhas, num campo de andlise de 25X25 pm, em tempe-
ratura e condi¢des de pressio controlados e umidade relativa
do ar em 50%.

As laminas foram hidratadas por cerca de 30 minutos em
dgua destilada. Logo em seguida, foram obtidas 4 imagens
de AFM em pontos aleatdrios na zona de repouso placa de
crescimento para cada corte histolégico.

A anilise o aspecto dimensional foi efetuada através da
mensuracio das espessuras dos feixes de coldgeno da matriz
celular da zona de repouso da placa de crescimento , com o
auxilio do software fmage Processing and Data Analysis — Ver-
sion 2.0.0 — TermoMicroscopes.

Também foi avaliado de forma qualitativa o aspecto
geral da topografia da zona de repouso, observando-se os
aspectos de organizagio, sentido de orientagio das fibras e
homogeneidade.




Fisioterapia Brasil - Volume 7 - Namero 5 - mbr

ubro de 2006

369

Figura 1 - Mensuragio da largura do feixe de coldgeno 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 topografia e em “1B” segdo transversa do feixe
de coldgeno.
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Resultados e discussao
Figura 2 - Distribuicées das medicoes da espessura dos feixes de
coldgenos.
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No presente estudo, um importante fator a ser destacado
foi o aumento da espessura dos feixes de coldgenos da zona
de repouso da placa de crescimento dos ratos tratados com
laser quando comparados ao grupo controle (p < 0,05), que
nao recebeu nenhuma radiagio, sendo que o efeito local nas
doses de 60 joules e 5 joules provocou maior alteragio quando
comparado com o efeito sistémico da irradiagio (p < 0,05).

Os nosso resultados estdo de acordo com diversos pesqui-
sadores que observara um incremento da proliferagio celular,
particularmente dos fibroblastos responsaveis pela producio
de coldgeno ap6s a irradiagao com laser de baixa intensidade
[3,4,12,13], assim como, a deposicdo dessas novas fibras de
coldgenos de forma organizada de tal modo a se agregarem,
aumentando o didmetro dos feixes de coldgeno.

Outras pesquisas relatam alteragao no niimero de compo-
nentes da cadeia respiratdria (citocromo, citocromo oxidase
e flavina desidrogenase) por excitagio de fotorreceptores ou
croméforos, permitindo maior ativacio da cadeia respiratéria
e ativacdo do transporte de elétrons na cadeia respiratéria
mitocondrial, resultando no aumento da sintese de ATP
[14] e alteragdes metabélicas importantes que culminam

em influencia no nivel do ciclo de nucleotideo, componente
envolvido na sintese de RNA [4].

Interessante observar que o efeito da radiagio laser nio se
restringiu apenas ao local irradiado, afetando também a placa
de crescimento esquerda, contra-lateral  irradiada. As alte-
ragoes foram em menor magnitude, porém estatisticamente
significativas, implicando na possibilidade de efeito sistémico
da laserterapia. H4 a hipdtese de que mediadores quimicos e
fatores de crescimento produzidos no local irradiado possam,
através da corrente sanguinea, atuar sobre outros centros de
crescimento, afetando a estrutura tecidual [15].

A literatura descreve que preferencialmente os tecidos
“lesados”, que em sua maioria apresentam alteragoes no seu
estado redox, sdo susceptiveis ao efeito biomodulatério da
radiacdo laser, possibilitando que os efeitos biomodulatérios
se concentrem predominantemente no foco de lesdo. Os nosso
resultados demonstram que esse efeito pode ocorrer na placa
de crescimento “sauddvel”, talvez pelo fato de ser um tecido
com elevada atividade metabdlica, ou por apresentar células
em franca divisio celular.

Outro fato importante é que a literatura descreve a placa
de crescimento como uma estrutura na qual suas fibras de
coldgeno nio apresentam uma orientagio definida [9,16,17],
porém em nosso estudo observamos através das imagens de
AFM que os feixes de coldgenos formam uma estrutura de
freqiiéncia relativamente constante em forma de colméia de
abelha (CA).

Observa-se através das imagens topograficas da zona de
repouso (figura 3) que essa estrutura apresenta alteracio
nos grupos tratados com laser de baixa intensidade, quando
comparados ao GC.

Figura 3 - Imagens ropogrdficas da zona de repouso.
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A imagem 3A representa a topografia da zona de repouso
do GC, no qual observam-se feixes de coldgeno com dimensio
homogénea mantendo um padrio de orientagao perpendicu-
lar ao eixo longitudinal da tibia.

Como demonstrando na anélise da espessura dos feixes, o
G5]J (figura 3B) os feixes de coldgeno sio espessos que os do
GC e formam estruturas mais circulares com o eixo longitudi-
nal e transversal, sendo que no G60]J — figura 3C — a estrutura
geral da amostra hd um predominio da orientagio dos feixes
mais espessos no sentido longitudinal. As estruturas em forma
de CA sao maiores ¢ apresentam distribui¢io regular.

O efeito sistémico do laser parece gerar uma desorganiza-
¢io dos feixes de coldgenos, principalmente no G5]JS — figura
3D — no qual as estruturas em CA sio de tamanhos diferentes
e feixes de coldgeno sem eixos de orientagio definidos, mas o
aumento da dose parece ter provocado no G60JS — figura 3E
— uma estrutura relativamente mais homogénia que o G5]JS,
mas ainda com estruturas em CA de dimensoes diferentes e
sem orientacio definida, porém com feixes de coldgeno com
espessura relativamente constante.

No entanto, mesmo diante das alteracoes observadas nesse
trabalho, nao ¢ possivel predizer se o crescimento do osso
poderia ser modulado por agdo do laser de baixa intensidade,
mas implica sim em uma condi¢ao de precaugio na aplicacio
desta modalidade terapéutica

Dessa forma, é muito importante que estudos subse-
qiientes abordem este tema, pois se comprovado por estudos
subseqiientes que a terapia laser possa estimular o crescimento
4sseo, uma importante terapia pode vir a ser uma nova solugio
para o tratamento de traumas ou doengas que afetam a placa
de crescimento ésseo.

Conclusao

O laser de baixa intensidade pode provocar alteragdes
estruturais (dimenséo, organizagio e orientagio) nos feixes de
coldgeno. Os resultados ndo sdo suficientes para afirmar que o
crescimento dsseo possa ser afetado pela irradiacio laser.
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