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RESUMO 

O estudo avaliou a influência da irradiação laser de baixa intensidade no 

desenvolvimento e características da membrana de Masquelet, induzida de 

forma ortotópica em coelhos. Foram utilizados 12 coelhos Norfolk com idade 

média de três meses. Em ambos os membros torácicos, foi induzida uma falha 

óssea segmentar de 1,0 cm de comprimento no rádio, a qual foi preenchida com 

um cilindro de cimento ortopédico. No período pós-operatório, em um dos 

membros a falha recebeu terapia laser de baixa intensidade (2J de energia) a 

cada 48 horas, durante 15 dias. As regiões das falhas segmentares foram 

avaliadas por exames ultrassonográficos e radiográficos. Seis animais foram 

submetidos à eutanásia com três semanas e seis com seis semanas de pós-

operatório, para se proceder os exames histológicos e imuno-histoquímico das 

membranas de Masquelet. Em ambos os membros, radiograficamente notou-se 

na terceira semana de pós-operatório a presença de proliferação óssea ativa 

partindo das extremidades ósseas, sendo que na sexta semana o processo 

evolutivo mostrou-se em estágio mais avançado. O exame ultrassonográfico 

visibilizou, em ambos os membros, a presença da membrana induzida com uma 

semana de pós-operatório. Histologicamente não ocorreram diferenças 

estatísticas relativas ao escore semiquantitativo da intensidade de inflamação, 

número total de vasos sanguíneos, metaplasia óssea e colágeno. As espessuras 

médias das membranas induzidas foram 2050,17 µm e 1451,96 µm no membro 

controle e 2724,26 µm e 2081,03 µm no membro irradiado com laser, 

respectivamente na terceira e sexta semanas de pós-operatório. A expressão de 

VEGF e de PDGF foi presente nas membranas do membro controle e naquelas 

irradiadas, sem diferenças estatísticas. Foi possível concluir que pelos métodos 

de avaliação utilizados não foi possível comprovar estatisticamente a influência 

da irradiação laser de baixa intensidade sobre a membrana de Masquelet.  

Palavras-chave: Ortopedia; Infravermelho; Laserterapia; Fatores de 

crescimento; Defeito ósseo. 
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SUMMARY 

This study aimed to evaluate the influence of low-intensity laser irradiation on the  

development and characteristics of the Masquelet membrane induced in 

orthotopic site in rabbits. Twelve Norfolk rabbits, mean age of 3 months were 

used. In both forelimbs, a segmental bone defect of 1.0 cm length was induced 

in the radius, which was filled with a cylinder of polymethylmethacrylate bone 

cement. Low-level laser therapy was used postoperatively in the bone defect of 

one of the forelimbs by point technique (2J energy) every 48 hours for 15 days. 

The bone defect were evaluated by ultrasound and radiographic examinations. 

Six rabbits were submitted to euthanasia at three weeks postoperatively and six 

rabbits at six weeks postoperatively to perform the histological and 

immunohistochemical examinations of the Masquelet’s membranes. In both 

forelimbs, radiographs showed new bone growth from the cut ends of the radius 

on third postoperative week, and more advanced stage on sixth postoperative 

week. Sonographic examination identified in both forelimbs the presence of the 

induced membrane one week after the surgery. Histologically, there were no 

statistically significant differences in semi-quantitative score of inflammation 

intensity, total number of blood vessels, bone metaplasia and collagen. The 

average thickness of the induced membranes was 2050.17 µm and 1451.96 µm 

in the control forelimb and 2724.26 µm and 2081.03 µm in the laser irradiated 

limb, respectively on third and sixth postoperative weeks. VEGF and PDGF 

expression were present in the induced membranes of the control and irradiated 

forelimbs, but showed no significant difference. In conclusion, based on 

assessment methods was not possible to demonstrate statistically the influence 

of low-intensity laser irradiation in the Masquelet membrane. 

 

Key words: Orthopedics; Infrared; Laser therapy; Growth factors; Bone defect. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO 1
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1 INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA 

 

 

A reconstrução de defeitos ósseos é um dos maiores desafios na 

ortopedia humana e veterinária (SCHULZ, 2007; MASQUELET e BEGUE, 2010; 

VIATEAU et al., 2010; HAN et al., 2017). Várias técnicas de reconstrução têm 

sido propostas, desde o uso de enxertos até o uso do método de alongamento 

ósseo ou transporte ósseo (GIANNOUDIS et al., 2005; VIATEAU et al., 2010). 

Apesar de ser uma excelente alternativa no reparo de falhas ósseas, o enxerto 

isolado apresenta limitações como: necessidade de grande volume de material, 

comorbidades associadas com a colheita, contenção do material dentro do 

defeito (GUGALA e GOGOLEWSKI, 2002; GIANNOUDIS et al., 2005).  

Com o objetivo de assegurar que o enxerto implantado consiga 

realizar sua função, estudos na medicina vêm desenvolvendo materiais como 

membranas de polímero sintético (GUGALA e GOGOLEWSKI, 2002), gaiolas de 

titânio (COBOS et al., 2000) e membrana induzida (membrana de Masquelet) 

(MASQUELET et al., 2000). 

A membrana de Masquelet foi acidentalmente descoberta em 1986, 

porém o conceito foi desenvolvido em 2010, abrindo novas perspectivas de 

tratamento (HAN et al., 2017). A técnica é composta por duas etapas 

(MASQUELET et al., 2000; MASQUELET e BEGUE, 2010; HAN et al., 2017; 

MASQUELET, 2017). Na primeira etapa, realiza-se o debridamento do local, 

seguida da colocação do espaçador de cimento ósseo de polimetilmetacrilato 

(PMMA) no defeito ósseo (MASQUELET e BEGUE, 2010; VIATEAU et al., 2010; 

MASQUELET, 2017). Realiza-se a segunda etapa após seis a oito semanas, o 

espaçador é então retirado com muita cautela, preservando-se a membrana 

(MASQUELET et al., 2000). Em seguida, realiza-se a colocação do enxerto 

ósseo no tubo formado e sutura-se a membrana e os tecidos moles adjacentes, 

formando um sistema de contenção (MASQUELET et al., 2000; MASQUELET e 

BEGUE, 2010).  
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Vários estudos têm sido realizados para uma melhor compreensão 

da membrana, quanto à sua estrutura e propriedades (KLAUE et al., 1993; 

PELISSIER et al., 2004; VIATEAU et al., 2010), porém a influência da aplicação 

de laser de baixa intensidade durante o desenvolvimento da membrana 

aparentemente ainda não foi descrita. 

Desta forma, o presente estudo visou avaliar a influência da 

irradiação laser no desenvolvimento da membrana de Masquelet induzida de 

modo ortotópico em coelhos. Para tanto, foram estabelecidos dois capítulos: o 

primeiro relativo à introdução e revisão da literatura; o segundo relativo ao 

desenvolvimento ao artigo científico propriamente dito. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 Membrana induzida de Masquelet 

 

O desenvolvimento da membrana de Masquelet inclui duas etapas 

(MASQUELET et al., 2000; MASQUELET e BEGUE, 2010; HAN et al., 2017; 

MASQUELET, 2017). Em ambas as etapas, o membro precisa estar imobilizado, 

seja por método interno ou fixador externo (HAN et al., 2017). 

Na primeira etapa, deve-se realizar o debridamento do local, 

seguida da colocação do espaçador de cimento ósseo de polimetilmetacrilato 

(PMMA) no defeito ósseo (MASQUELET e BEGUE, 2010; VIATEAU, 2010). O 

debridamento radical é crítico para o sucesso no primeiro estágio, 

particularmente em defeito ósseo infectado, como nas não uniões sépticas e 

osteomielite (HAN et al., 2017). Por sua vez, o espaçador de PMMA tem a função 

de evitar o colapso entre as extremidades ósseas e entre os tecidos moles 

circundantes, além de evitar invasão de tecido fibroso no local receptor 

(MASQUELET et al., 2000). Além disso, o espaçador é capaz de induzir uma 

reação inflamatória local, formando assim uma membrana de encapsulação 

(VIATEAU et al., 2010). 

A membrana biológica criada é ricamente vascularizada, sua parte 

interna é formada por epitélio como sinóvio e a parte externa é composta por 

fibroblastos, miofibroblastos e colágeno, além de secretar fatores de crescimento 

(VEGF, TGF Beta 1 e BMP-2) (MASQUELET e BEGUE, 2010). Segundo Han et 

al. (2017), a vascularização ocorre em todas as camadas da membrana e os 

vasos são apontados na orientação do osso. Além disso, a expressão de VEGF, 

e BMP-2 diminui um mês após a implantação do espaçador de cimento. Em 

termos de propriedades biológicas, a membrana induzida parece ter certas 

similaridades com o periósteo. 
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A segunda etapa é realizada após seis a oito semanas, o 

espaçador é retirado com muita cautela, preservando-se a membrana 

(MASQUELET et al., 2000). Em seguida, realiza-se a colocação do enxerto 

ósseo no tubo formado e sutura-se a membrana e os tecidos moles adjacentes, 

formando um sistema de contenção (MASQUELET et al., 2000; MASQUELET e 

BEGUE, 2010). A membrana produzida é capaz de impedir a reabsorção do 

enxerto ósseo, favorecendo a vascularização e a corticalização (MASQUELET, 

2003; MASQUELET e BEGUE, 2010).  

De acordo com Masquelet (2017), o padrão ouro é o osso 

esponjoso colhido da crista ilíaca, sendo osso córtico-esponjoso não 

recomendado, porque não será revascularizado pela membrana. O aloenxerto 

de osso esponjoso pode ser associado desde que não exceda um terço, porque 

o aloenxerto não contem células tronco e fatores de crescimento. Além disso, 

quando a quantidade de auto-enxerto é insuficiente, podem ser empregados 

substitutos ósseos como complementação, tais como uma combinação de 

hidroxiapatita (20%) e fosfato beta tricálcico (80%) (MASQUELET e BEGUE, 

2010; MASQUELET, 2017). A corticalização do segmento ósseo reconstruído é 

obtida em poucos meses e independe do tamanho inicial do defeito 

(MASQUELET, 2017). 

Com base em reconstruções efetuadas em 35 pacientes humanos, 

com defeitos que variaram de cinco a 25 cm, Masquelet (2003) ressaltou quatro 

pontos importantes que foram observados: nenhuma reabsorção do enxerto foi 

verificada pela avaliação radiográfica; o tempo da consolidação óssea foi 

independente do comprimento da reconstrução; a reconstrução de defeitos 

acima de 25 cm foi possível com enxerto ósseo esponjoso; o enxerto esponjoso 

pode ser usado mesmo se o leito receptor foi irradiado ou infectado, desde que 

o envelope protetivo tenha sido criado. 

Com relação ao formato do espaçador, Masquelet (2017) citou que 

podem ser usados, em pacientes humanos, em três formatos: cilindro, pérolas e 

seixo plano. O mais comum é o cilindro que é aplicado antes de sua solidificação. 

Este deve ser tão grande quanto possível, porém sem comprometimento do 

fechamento dos tecidos moles e pele. O cimento não deve envolver as 

extremidades externamente, já que pode ser um fator de não-união 
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Pelissier et al. (2004) verificaram as características de membranas 

induzidas pela implantação de cilindros de PMMA no subcutâneo de coelhos. As 

análises histológicas realizadas com duas, quatro, seis e oito semanas de pós-

operatório mostraram uma intensa vascularização. Na sexta e oitava semanas 

havia um menor número de células gigantes multinucleadas. Como a superfície 

do espaçador de cimento era lisa, ocorreu uma rara hiperplasia vilosa e pouca 

reação de corpo estranho. A imuno-histoquímica revelou a produção de fatores 

de crescimento e osteoindutivo (BMP-2), sendo a máxima produção deste último 

com quatro semanas. Altas concentrações de VEGF e TGF-ß1 foram 

encontradas na segunda semana e se mantiveram estáveis nas semanas 

seguintes. Segundo os autores, a membrana foi capaz de secretar fatores de 

crescimento, os quais atuam para proporcionar adequada vascularização e 

assim formação óssea, e pelos achados a reconstrução óssea poderia ser mais 

precocemente efetuada. 

Cilindros de polimetilmetacrilato foram moldados ex vivo, por Liu et 

al. (2013), e colocados em três locais - subcutâneo, intramuscular e defeitos 

radiais - usando coelhos como modelos. Na região subcutânea as membranas 

se desenvolveram mais rapidamente e foram mais espessas, porém tinham 

densidade mais baixa de microvasos e não foram capazes de otimizar a 

formação óssea tão bem quanto a membrana induzida em defeito ósseo. Por 

sua vez, as membranas colocadas intramusculares se desenvolveram mais 

tarde e foram mais finas. As membranas nos defeitos ósseos tiveram a maior 

densidade de microvasos. 

Henrich et al. (2013) avaliaram a membrana induzida pela técnica 

de Masquelet em defeitos ósseos no fêmur e em bolsas subcutâneas, 

empregando ratos como modelo. As membranas foram similares em ambos os 

locais e diferiram do periósteo com respeito as características estruturais, 

localização de vasos sanguíneos e espessura. Membranas induzidas no defeito 

ósseo (duas semanas) e o periósteo continham células mesenquimais (STRO-

1+), as quais não foram observadas nas membranas induzidas no subcutâneo. 

BMP-2, TGFβ e VEGF foram significativamente elevadas em membranas no 

defeito ósseo comparados as do subcutâneo. A atividade neovascular e 

osteogênica nas membranas foi máxima entre duas e quatro semanas e diminuiu 
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após seis semanas, sugerindo que a segunda fase da técnica pode ser efetuada 

mais cedo. 

Fischer et al. (2016) quantificaram níveis séricos de três ocitocinas 

importantes na consolidação óssea, Fator de Crescimento Transformador beta 

(TGF-ß), Fator de Crescimento Derivado de Plaquetas (PDGF-AB) e Fator de 

Crescimento de Insulina Tipo 1 (IGF-1), em pacientes humanos tratados com a 

técnica de Masquelet e pacientes com consolidação óssea normal. Estes 

pacientes foram divididos em três grupos: G1 (10 pacientes) com não-uniões de 

ossos longos, tratados com sucesso pela técnica de Masquelet; G2 (6 pacientes) 

tratados pela mesma técnica, mas sem sucesso; G3 (10 pacientes) com fraturas 

de ossos longos e consolidação óssea normal. Foram notadas altas expressões 

do TGF-ß1 em pacientes do G3, o qual exerceu papel importante na 

consolidação normal da fratura, ao passo que altos níveis séricos de PDGF-AB 

e IGF-1 foram correlacionados com uma terapia bem-sucedida na técnica de 

Masquelet. 

Segundo Han et al. (2017), estudos têm mostrado que diferentes 

cimentos e o uso de antibióticos suplementares têm efeito significativo na 

membrana induzida. Entre os antibióticos usados estão a gentamicina, 

tobramicina e vancomicina. Contudo, o uso de antibiótico deve ser usado com 

cuidado, porque pode mascarar o debridamento inadequado. Por sua vez, 

Masquelet (2017) afirmou que faltam informações se os antibióticos modificam 

as propriedades biológicas da membrana. Além disso, como outros 

componentes do cimento podem influenciar na formação da membrana, tem sido 

utilizado cimento com sulfato de bário, o qual é o produto radiopaco mais irritante. 

Nau et al. (2016) demonstraram, em modelo de defeito crítico do 

fêmur de ratos, que aditivos ao espaçador de polimetilmetacrilato, tais como 

antibióticos e carbonato de cálcio, afetam a espessura e proporção de fibras 

elásticas da membrana induzida. O conteúdo de células tronco, vascularização 

e proliferação celular foram mensurados usando imuno-histoquímica para 

detecção, respectivamente, de células positivas de STRO-1, fator de von 

Willebrandt e CD31, bem como Ki76 e CD14. De modo geral, independente do 

grupo, a análise histológica revelou um tecido vascularizado, rico em células, 

com estruturas fibrosas orientadas paralelas ao espaçador. As células 
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localizadas nas camadas de membrana mais afastadas do espaçador foram 

alongadas e orientadas paralelamente ao cimento, ao passo que as células na 

camada adjacentes ao cimento foram pequenas e redondas em formato. 

Para compreender se a função da membrana induzida é biológica 

ou física, já que os fatores biológicos atribuídos a membrana são verificados no 

hematoma de fratura, defeitos de 3,5 cm foram induzidos na ulna de coelhos com 

seis meses de idade, por Tarchala et al. (2017). Os coelhos foram então divididos 

em: grupo controle – submetido à técnica tradicional de Masquelet, substituição 

por membrana de politetrafluoroetileno poroso ou não poroso preenchido com 

aloenxerto. Segundo os autores, não foi usada imobilização da ulna, porque o 

rádio atua como o osso de suporte de peso primário e promove estabilidade. 

Foram realizadas análises por Micro-CT e exames histológicos com fosfatase 

alcalina, fosfatase ácida resistente ao tartarato e coloração de von Kossa. Pelos 

resultados, o papel da membrana é principalmente como barreira física. 

Yılmaz et al. (2018) avaliaram, na técnica de Masquelet, o emprego 

do gel rico em fibrina ao redor do polimetilmetacrilato, em defeito crítico de 15 

mm induzido no rádio de coelhos, o qual foi estabilizado com placa e parafusos. 

Os animais foram submetidos à eutanásia em dois períodos, três e seis semanas 

de pós-operatório. Os resultados das análises imuno-histoquímicas e 

histopatológicas mostraram que a qualidade da membrana foi melhor no grupo 

que recebeu o gel rico em fibrina em relação à inflamação (MAC387) e 

proliferação (Ki67), nos dois períodos de avaliações. Com respeito às células 

tronco (STRO-1) e proporção de fibras elásticas (analisada em Van Gieson 40X) 

houve melhora apenas na fase inicial, e vascularização (CD31) e espessura da 

membrana (mensurada em HE 40X) apenas na fase tardia das análises.  

 

 

2.2 Laser de baixa intensidade 

 

A palavra LASER é uma sigla em inglês (light amplification by 

stimulated emission of radiation), a qual em português significa “amplificação da 

luz por emissão estimulada de radiação” (VINCK et al., 2003). Quanto ao tipo, 

segundo Cavalcanti et al. (2001), os lasers são divididos naqueles de alta 

intensidade e nos de baixa intensidade. Os lasers de alta intensidade possuem 
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poder destrutivo, sendo utilizado em procedimentos cirúrgicos como cortes, 

coagulação e cauterização, ao passo que os de baixa intensidade não possuem 

capacidade destrutiva, auxiliam no tratamento de diversas enfermidades, feridas, 

situações pós-cirúrgicas, contusões, artrite crônica, dermatose, dor crônica, 

entre outras.  

Os lasers de baixa intensidade mais utilizados em procedimentos 

terapêuticos são o de Hélio-Neônio (HeNe) e o diodo (AsGa, AlGalnP, AsGaAl) 

(SHIELDS e O’KANE, 1994). O laser He-Ne utiliza uma associação de Hélio e 

Neônio, com potência variando entre cinco e 30mw e comprimento de onda de 

632.8nm, que está situada dentro da faixa visível do espectro de luz, mais 

precisamente na região de cor vermelha (TUNER e HODES, 2010). Segundo 

SHIELDS e O’KANE (1994), os lasers de diodo são emissores de luz 

especializadas, baseados em junções positivo-negativo de semicondutores; o de 

Arseneto de Gálio (AsGa) apresenta comprimento de onda de 904,0 nm com 

forma de onda pulsada, feixe de luz invisível e potência de pico variando de 15 

a 30 mW. O de Alumínio-Gálio-Indio-Fósforo (AlGalnP) possui 670,0 nm de 

comprimento de onda, pulso contínuo, feixe de luz visível e potência de 15 a 30 

mW. O laser de Arseneto-Gálio-Alumínio (AsGaAl) apresenta comprimento de 

onda de 830,0 nm forma de onda é contínua, feixe de luz invisível e potência 

pico de 30 mW. 

De acordo com Campana et al. (1998), os efeitos da terapia com 

laser de baixa intensidade podem ser divididos em primários e secundários. 

Quanto aos efeitos primários, podem ser citados os efeitos bioquímicos e 

bioelétricos, sendo que o efeito bioquímico inclui o controle da produção de 

substâncias como prostaglandinas, prostaciclinas, serotonina, bradicinina, 

histamina, leucotrienos, entre outras.  

Guirro e Guirro (2004) afirmaram que a irradiação laser atua nos 

tecidos vivos estimulando inicialmente a liberação de substâncias pré-formadas 

como, por exemplo, histamina, serotonina, bradicinina, ou modificando as 

reações enzimáticas normais, tanto no sentido de excitação como de inibição. É 

também capaz de alterar reações enzimáticas, estimulando ou inibindo a 

produção de ATP ou a síntese de prostaglandinas. Por sua vez, Passarella et al. 

(1984) confirmaram que a radiação laser é capaz de promover e acelerar 
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processos mitóticos, por meio da estimulação e produção de ATP. Ainda, 

verificaram que após a irradiação ocorre a geração de potenciais eletroquímicos, 

que seriam responsáveis pela normalização da atividade das membranas, 

caracterizando assim os efeitos bioelétricos.  

Quanto aos efeitos secundários, Guzzardella et al. (2002) 

afirmaram que o laser estimula o trofismo celular e a microcirculação. Ao irradiar 

um tecido vivo, com o laser de baixa intensidade há aumento da produção de 

ATP e da velocidade de mitose, o qual por sua vez estimula a neoformação 

vascular e a multiplicação celular. No sistema circulatório atua no esfíncter pré-

capilar, por meio de mediadores químicos que promovem seu fechamento ou 

abertura de forma constante, estimulando assim a microcirculação 

(BENEDICENTI et al., 1984). 

Por promover microvasodilatação e neovascularização a terapia 

laser é eficaz no tratamento de feridas cutâneas (KURT et al., 1989; SHIELDS e 

O’KANE, 1994), reduz o edema por melhorar o fluxo linfático, promove formação 

de tecido de granulação, aumenta a atividade dos fibroblastos e a síntese de 

tecido colágeno, aumenta o número de mastócitos e macrófagos, resultado na 

aceleração da revitalização (SIMUNOVIC et al., 2000). Possui efeito analgésico, 

promovendo o alívio da dor, especialmente nos casos de dor crônica, por meio 

da liberação de beta-endorfinas (CASALECHI et al., 2014; KERPPERS et al., 

2015). Reduz a inflamação por estimular a reabsorção de exsudatos, eliminação 

de substâncias alógenas, por interferir na síntese de prostaglandinas, eliminação 

de substâncias catabólicas, redução do consumo de oxigênio e da glicose pelas 

células (ASSIS et al., 2012; ZAGATTO, 2016). Ainda atua na reparação de lesão 

muscular (FELISMINO et al., 2014), regeneração de nervos periféricos 

(MASHHOUDI et al., 2017) e tem efeito bactericida (SOUSA et al., 2014), entre 

outros. 

O laser de baixa intensidade pode agir no controle da produção de 

substâncias como prostaglandinas, prostaciclinas, serotonina, bradicinina, 

histamina, leucotrienos, entre outras (CAMPANA et al., 1998). Também é capaz 

de alterar reações enzimáticas, estimulando ou inibindo a produção de ATP 

(GUIRRO e GUIRRO, 2004), aumenta a velocidade de mitose, que por sua vez 

estimula a neoformação vascular e a multiplicação celular (GUZZARDELLA et 

al., 2002).  
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Ademais, a terapia laser promove o aumento da secreção de 

fatores de crescimento, como fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), 

fatores de crescimento fibroblasto básico (FGF-2), fator de crescimento 

epidérmico (EGF), fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de 

crescimento de necrose tumoral (TNF-α) e TGF-ß (fator de crescimento 

transformador beta) (KIPSHIDZE et al., 2001; WHELAN et al., 2001; HOEBEN 

et al., 2004).  

Kipshidze et al. (2001) comprovaram que a irradiação do laser 

aumentou a secreção de fatores de crescimento, como VEGF, TGF-ß, além de 

estimular a proliferação de células endoteliais humanas cultivada in vitro em 

todos os tipos celulares estudados. Whelan et al. (2001) também verificaram o 

aumento dos níveis de fator de crescimento, após a terapia com laser em feridas 

cirúrgicas de ratos, observando aumento dos fatores de crescimento fibroblástico 

básico (FGF-2) e VEGF. Outros estudos demonstram a capacidade do laser de 

baixa intensidade em biomodular a expressão de outros fatores de crescimento 

como EGF (fator de crescimento epidérmico), PDGF (fator de crescimento 

derivado de plaquetas) e TNF-α (fator de crescimento de necrose tumoral) 

(HOEBEN et al., 2004).  

O fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) é uma proteína 

homodimérica, a qual tem a capacidade de aumentar a vascularização tecidual, 

por meio da indução da migração proliferação de células endoteliais, 

contribuindo assim para a angiogênese local (FERRARA, 1996). O fator de 

crescimento derivado de plaquetas (PDGF) é uma proteína catiônica dimérica, a 

qual interfere em vários eventos celulares e moleculares, como na regeneração 

dos tecidos, proliferação celular, quimiotaxia e síntese de matriz extracelular 

(LYNCH et al., 1991). Estudos vêm demonstrado a importância desses fatores 

no processo de regeneração óssea, pois este processo necessita de um aporte 

sanguíneo adequado e o VEGF desempenha este papel (KERAMARIS et al., 

2008), como também o PDGF, a qual atua na remodelação óssea por promover 

a migração e proliferação de osteoblastos e uma melhor secreção de 

osteoclastos (KUBOTA et al., 2002). 

De acordo com Pinheiro e Gerbi (2006), a terapia laser tem sido 

empregada com sucesso na melhora da regeneração óssea em diversas 
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condições, incluindo fraturas ósseas, alvéolo pós-extração, implantes dentários, 

entre outros. O osso irradiado, principalmente com comprimentos de onda 

infravermelhos, tem mostrado proliferação osteoblástica aumentada, deposição 

de colágeno e neoformação óssea. Parece que a terapia laser melhora a 

produção da matriz óssea pelo aumento da vascularização e efeitos anti-

inflamatórios. Contudo, o efeito é mais efetivo se o tratamento é efetuado nos 

estágios iniciais, quando ocorre uma alta proliferação celular, ou seja, nas fases 

iniciais de proliferação de ambos fibroblastos e osteoblastos tão bem quanto na 

diferenciação de células mesenquimais. Além disso, o efeito na regeneração 

óssea depende não somente da dose de irradiação, mas também na duração e 

modo de irradiação.  

Em estudo de revisão efetuado por Silva et al. (2010), foi citado que 

a terapia laser auxilia no processo de reparo tecidual em geral, incluindo o tecido 

ósseo, por alterar o comportamento celular e aumentar a formação vascular, 

assim como pela produção de colágeno, fibroblasto e tecido epitelial. Contudo, 

há grande variação em protocolos, materiais e comprimentos de onda, o que 

dificulta a comparação dos resultados. 

Freitas et al. (2017) avaliaram o efeito da terapia por 

fotobiomodulação associada à regeneração óssea guiada, em defeitos de 

tamanho crítico em ratos. A maior produção de novo osso foi no grupo 

fotobiomodulação e membrana de colágeno, seguida pelos grupos 

fotomodulação, membrana de colágeno, osso autógeno com fotomodulação, e 

osso autógeno com fotomodulação mais membrana. Foi usado laser GaAlAs, em 

modo contínuo, espectro infravermelho, comprimento de onda de 808nm, 

densidade de energia de 210 J/cm2 por ponto. 

Em estudo sistemático efetuado por Escudero et al. (2019), a 

terapia com laser de baixa intensidade (ou fotobiomodulação) mostrou-se capaz 

de auxiliar no processo de nova formação óssea, encurtando o período de 

recuperação das lesões, principalmente devido a aumentada deposição de 

hidroxiapatita e colágeno na matriz, melhorando as propriedades biomecânicas 

do osso, aumentando a expressão de genes e proteína ósseas, e favorecendo a 

proliferação vascular. 

Gerbi et al. (2018) avaliaram a eficácia da fotobiomodulação em 

defeitos ósseos críticos induzidos no fêmur de ratos (cavidade de 3 mm), os 
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quais foram também incluídos BMPs e membranas biológicas bovinas. Os 

grupos irradiados receberam sete aplicações do laser de diodo AlGaAs (830 nm, 

P = 40 mW, modo de emissão de onda contínua, para um total de 16 J/cm2 por 

sessão). A análise histológica (colorações HE e Picrosirius) mostrou que a 

terapia por fotomodulação foi efetiva no reparo ósseo, principalmente quando 

associado com BMPs e uma membrana biológica. 

Luca et al. (2020) analisaram o efeito da fotobiomodulação em 

defeitos promovidos no calvário de ratos (5 mm em diâmetro). Foram 

constituídos três grupos: controle negativo (sem tratamento); controle positivo - 

preenchido com xenoenxerto e coberto com membrana de colágeno, sem laser; 

teste - preenchido com xenoenxerto e coberto com membrana de colágeno e 

receberam laser de GaAlAs a cada 48 horas, por 14, 21 e 30 dias pós-

operatórios. Segundo os autores, a fotobiomodulação proporcionou maior 

quantidade de volume ósseo, porém isto foi evidente apenas durante os 

primeiros 14 dias após a cirurgia. Dose administradas além de duas semanas 

após a cirurgia não pareceram efetivas. 

 

 

2.3 Tecido ósseo 

 

O tecido ósseo é considerado um tipo de tecido conjuntivo 

altamente especializado, formado por células osteoprogenitoras, osteoblastos, 

osteócitos e osteoclastos, bem como pela matriz óssea, a qual é composta por 

substâncias orgânicas e inorgânicas (ANDIA et al., 2006). A matriz é 

mineralizada e possui um certo grau de elasticidade, além de ser a maior reserva 

primária de cálcio (DEMPSTER, 1999). 

A parte orgânica é composta em sua maioria por colágeno tipo I 

(95%), glicosaminoglicanos e proteoglicanos, e glicoproteínas (JUNQUEIRA e 

CARNEIRO, 2004; LIRANI, 2004) A porção inorgânica é constituída por vários 

íons, como fosfato, cálcio, bicarbonato, magnésio, potássio, sódio e citrato, 

sendo que os sais de cálcio e fosfato se encontram em maior concentração e 

formam cristais de hidroxiapatita (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004; LIRANI, 

2006). 
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As células que compõem o tecido ósseo, osteoblastos, 

osteoclastos e osteócitos, são de originárias de células osteoprogenitoras 

(LIRANI, 2006). As células osteoprogenitoras são de origem mesenquimal e 

possuem poder de diferenciação e proliferação em células formadoras de tecido 

ósseo, os osteoblastos. Os osteoblastos são células jovens com intensa 

atividade metabólica, responsáveis pela produção da parte orgânica da matriz 

óssea (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004). Após a formação da matriz e sua 

mineralização, os osteoblastos transformam-se em osteócitos (ANDIA et al., 

2006). Os osteócitos são células maduras que não se diferenciam, estão 

localizados em lacunas dentro da matriz óssea, e tem como principal função a 

manutenção da regeneração óssea (LIRANI, 2006). Os osteoclastos são células 

gigantes multinucleadas, derivadas de macrófagos, participam dos processos de 

reabsorção e remodelação do tecido ósseo, por meio de mecanismos celulares 

que dissolve hidroxiapatita e secreta colagenase e outras substâncias que 

degradam a matriz óssea (BETTI, 2011). 

 

 

2.4 Consolidação óssea 

 

A consolidação óssea pode ser dividida em três fases: inflamatória, 

reparo e remodelação (DYCE et al., 2004; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004; 

SOUSA, 2008). A fase inflamatória ocorre imediatamente após o trauma, em que 

há a formação do hematoma (DYCE et al., 2004) O exsudato do hematoma 

contém mediadores inflamatórios, fatores angiogênicos e do crescimento 

liberados pelas plaquetas, mastócitos, macrófagos, neutrófilos e linfócitos 

(DYCE et al., 2004; SOUSA, 2008). Inicialmente ocorre secreção de fator de 

necrose tumoral alfa (TNF-α), interleucinas pelos macrófagos, células 

inflamatórias e células de origem mesenquimais (GERSTENFELD et al., 2003), 

as quais recrutam células inflamatórias, aumentam a síntese da matriz 

extracelular e estimulam a angiogênese (SFEIR et al., 2005). O TNF-α tem 

importante papel nesta fase, pois promove o recrutamento de células-tronco 

mesenquimais e induz a apoptose de condrócitos hipertróficos, os quais 

prejudicariam a formação óssea endocondral (KAYAL et al., 2007). Entre as 

interleucinas presentes nesta fase, a IL-1 e IL-6 são as mais importantes no 
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processo de regeneração óssea (KON et al., 2001; SFEIR et al., 2005). A IL-1 é 

produzida pelos macrófagos na fase aguda da inflamação e induz a produção de 

IL-6 nos osteoblastos, estimula a produção do calo cartilaginoso primário e 

promove angiogênese no local (KON et al., 2001; SFEIR et al., 2005; LEE e 

LORENZO, 2006). A IL-6 estimula a angiogênese, a produção do VEGF e a atua 

na diferenciação de osteoblastos e osteoclastos (YANG et al., 2007). 

As proteínas ósseas morfogenéticas (BMPs) são produzidas por 

células mesenquimais, osteoblastos e condrócitos, tendo por função o estímulo 

a quimiotaxia, proliferação e diferenciação de células mesenquimais, 

angiogênese e síntese da matriz extracelular (SAKOU, 1998; REDDI, 2001). O 

fator de crescimento transformador beta (TGF-β) são proteínas produzidas pela 

degranulação plaquetária, que estão presentes em todo o processo de 

condrogênese e formação endocondral, além de induzir a expressão de 

proteínas da matriz extracelular (CHO et al., 2002; LIEBERMAN et al., 2002). 

As células troncos mesenquimais são de grande importância para 

a regeneração óssea, as quais ao serem recrutadas da medula óssea, dos 

tecidos moles adjacentes e no local da lesão, proliferam e se diferenciam em 

células osteogênicas (GRANERO-MOLTO et al., 2009; KITAORI et al., 2009). 

Durante o processo da formação do calo ósseo, as células troncos 

mesenquimais são recrutadas e ativam a cascata de colágeno tipo I e II, as quais 

juntamente com o TGF- β2 e TGF- β3 realizam a condrogênese e a ossificação 

endocondral (CHO et al., 2002; MARSELL e EINHORN, 2009). Já as BMP-5 e 

BMP-6 induzem proliferação celular na ossificação intramembranosa (CHO et 

al., 2002; MARSELL e EINHORN, 2009).  

O processo de revascularização e neoangiogênese é regulado por 

vias moleculares, a via angiopoietina-dependente e a via de VGF-dependentes 

(TSIRIDIS et al., 2007). As angiopoietinas (Ang) possuem quatro ligantes (Ang-

1, Ang-2, Ang-3 e Ang-4), das quais a Ang-1 e 2 são as mais bem estudadas 

(THOMAS e AUGUSTIN, 2009). A Ang-1 promove a reorganização das células 

endoteliais, mantendo a integridade estrutural dos vasos sanguíneos, ainda inibe 

a ativação da barreira endotelial vascular e reduz vazamentos e a migração de 

leucócitos induzidos por agentes inflamatórios (KAPPOU et al., 2015). A Ang-2 

torna as células mais sensíveis ao VEGF estimulando a angiogênese, porém por 
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atuar como antagonista da Ang-1, por romper as ligações entre o endotélio e as 

células perivasculares, resultando em morte celular e regressão vascular, caso 

os estímulos angiogênicos sejam insuficientes (WERNER e GROSE, 2003). 

Os osteoblastos e condrócitos hipertróficos expressam altos níveis 

de VEGF no início do processo de regeneração óssea, promovendo o 

crescimento de ramos colaterais de vasos já existentes no periósteo, além de 

vasos de maior calibre (LEHMANN et al., 2005). Altos níveis de VEGF também 

promovem a transformação de uma matriz cartilaginosa avascular em um tecido 

ósseo vascular (KERAMARIS et al., 2008). O VEGF é responsável pela 

angiogênese (crescimento de novos vasos a partir de outros já existentes), 

agregação e proliferação de células endoteliais e células tronco mesenquimais 

em um plexo vascular, pela neoangiogênese e revascularização do local da 

fratura (KANCZLER e OREFFO, 2008). Sabe-se que quanto maiores as 

concentrações de VEGF, melhor será a consolidação da fratura, enquanto o 

bloqueio de receptores do VEGF inibe o crescimento vascular, resultando em 

atrasos ou até impedimento do processo regenerativo (AI-AQL et al., 2008; 

KERAMARIS et al., 2008). 

O fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) são 

secretados a partir de grânulos alfa de plaquetas, de células endoteliais, células 

vasculares do músculo liso e macrófagos (MEYER-INGOLD e EICHNER, 1995). 

A liberação, logo em seguida da lesão óssea, leva ao aumento da proliferação e 

quimiotaxia de osteoblastos, e da síntese de colágeno, que em associação com 

o TGF-β, estimula a diferenciação das células osteoblásticas. (FUJII et al., 1999; 

BOULETREAU et al., 2002). Além disso, o PDGF tem papel na remodelação do 

tecido conjuntivo por meio da estimulação da colagenase (BAUER et al., 1985), 

atuam na remodelação óssea por estimular a migração e proliferação de 

osteoblastos e uma melhor secreção de osteoclastos (KUBOTA et al., 2002). 

Juntamente com outros fatores, é considerado um componente essencial na 

consolidação óssea, uma vez que sua ausência está relacionada com a má 

consolidação (BROWNLOW et al., 2001).  
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CAPÍTULO 2



 

 

TRABALHO CIENTÍFICO 

Artigo científico a ser enviado para: Journal of Tissue Engineering 

and Regenerative Medicine 

 

Efeito da irradiação com laser de baixa intensidade na membrana induzida 

de Masquelet em coelhos 

 

Resumo 
 
O estudo avaliou a influência da irradiação laser de baixa intensidade no 
desenvolvimento e características da membrana de Masquelet, induzida de 
forma ortotópica em coelhos. Foram utilizados 12 coelhos com idade média de 
três meses. Em ambos os membros torácicos, foi induzida uma falha óssea 
segmentar de 1,0 cm de comprimento no rádio, a qual foi preenchida com um 
cilindro de cimento ortopédico. No período pós-operatório, em um dos membros 
a falha recebeu terapia laser de baixa intensidade (2J de energia) a cada 48 
horas, durante 15 dias. As regiões das falhas segmentares foram avaliadas por 
exames ultrassonográficos e radiográficos. Seis animais foram submetidos à 
eutanásia com três semanas e seis com seis semanas de pós-operatório, para 
se proceder os exames histológicos e imuno-histoquímico das membranas de 
Masquelet. Em ambos os membros, radiograficamente notou-se na terceira 
semana de pós-operatório a presença de proliferação óssea ativa partindo das 
extremidades ósseas, sendo que na sexta semana o processo evolutivo 
mostrou-se em estágio mais avançado. O exame ultrassonográfico visibilizou, 
em ambos os membros, a presença da membrana induzida com uma semana 
de pós-operatório. Histologicamente não ocorreram diferenças estatísticas 
relativas ao escore semiquantitativo da intensidade de inflamação, número total 
de vasos sanguíneos, metaplasia óssea e colágeno. As espessuras médias das 
membranas induzidas foram 2050,17 µm e 1451,96 µm no membro controle e 
2724,26 µm e 2081,03 µm no membro irradiado com laser, respectivamente na 
terceira e sexta semanas de pós-operatório. A expressão de VEGF e de PDGF 
foi presente nas membranas do membro controle e naquelas irradiadas, sem 
diferenças estatísticas. Foi possível concluir que pelos métodos de avaliação 
utilizados não foi possível comprovar estatisticamente a influência da irradiação 
laser de baixa intensidade sobre a membrana de Masquelet.  
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1. Introdução 

A reconstrução de defeitos ósseos, em particular os segmentares 

extensos, causados por acidentes de alta energia ou por debridamento de 

fragmentos infectados, consiste em um dos maiores desafios na ortopedia 

(MASQUELET e BEGUE, 2010; VIATEAU et al., 2010; HAN et al., 2017). Várias 

técnicas de reconstrução têm sido propostas, desde o uso de enxertos até o uso 

do método de alongamento ósseo ou transporte ósseo (GIANNOUDIS et al., 

2005; VIATEAU et al., 2010). 

O auto enxerto esponjoso fresco é considerado o padrão ouro para a 

regeneração óssea, em virtude das propriedades osteogênicas, osteocondutivas 

e osteoindutivas (FITCH et al., 1997; GIANNOUDIS et al., 2005). Contudo, com 

o objetivo de assegurar que o enxerto implantado consiga realizar sua função, 

estudos têm sido desenvolvidos com o emprego de membranas de polímero 

sintético (GUGALA e GOGOLEWSKI, 2002), gaiolas de titânio (COBOS et al., 

2000) e membrana induzida (membrana de Masquelet) (MASQUELET et al., 

2000). 

O desenvolvimento da membrana induzida pela técnica de Masquelet 

inclui duas etapas (MASQUELET et al., 2000; MASQUELET e BEGUE, 2010; 

HAN et al., 2017; MASQUELET, 2017). Na primeira etapa, realiza-se o 

debridamento do local, seguida da colocação do espaçador de cimento ósseo de 

polimetilmetacrilato (PMMA) no defeito ósseo (MASQUELET e BEGUE, 2010; 

VIATEAU et al., 2010; MASQUELET, 2017). Por sua vez, o espaçador de PMMA 

tem a função de evitar o colapso entre as extremidades ósseas e entre os tecidos 

moles circundantes, além de evitar invasão de tecido fibroso no local receptor 

(MASQUELET et al., 2000). Além disso, o espaçador é capaz de induzir uma 

reação inflamatória local, formando assim uma membrana de encapsulação 

(VIATEAU et al., 2010). A segunda etapa é realizada aproximadamente após 

seis a oito semanas, sendo o espaçador retirado, preservando-se a membrana 

(MASQUELET et al., 2000). Em seguida, realiza-se a colocação do enxerto 

ósseo no tubo formado e sutura-se a membrana e os tecidos moles adjacentes, 

formando um sistema de contenção (MASQUELET et al., 2000; MASQUELET e 

BEGUE, 2010). A membrana produzida é capaz de impedir a reabsorção do 
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enxerto ósseo, favorecendo a vascularização e a corticalização (MASQUELET, 

2003; MASQUELET e BEGUE, 2010).  

 A terapia laser de baixa intensidade, ou fotobiomodulação, tem sido 

utilizada na melhora da regeneração óssea em diversas condições, incluindo 

defeitos e fraturas ósseas, alvéolo pós-extração, implantes dentários, entre 

outros (PINHEIRO e GERBI, 2006; ESCUDERO et al., 2019). Após a irradiação 

tem sido observado proliferação osteoblástica aumentada, neoformação óssea, 

deposição de hidroxiapatita e colágeno, melhora das propriedades biomecânicas 

do osso, aumento da expressão de genes e proteínas ósseas, entre outros 

(PINHEIRO e GERBI, 2006; SILVA et al., 2010; ESCUDERO et al., 2019). 

Parece que a terapia laser melhora a produção da matriz óssea pelo aumento 

da vascularização e efeitos anti-inflamatórios (PINHEIRO e GERBI, 2006). Além 

disso, vários estudos de reconstrução óssea pela regeneração óssea guiada, 

com diferentes tipos de membrana, têm mostrado um aumento da produção 

óssea no grupo irradiado com laser de baixa intensidade, com ou sem o emprego 

conjunto de biomateriais no preenchimento do defeito (FREITAS et al., 2017; 

GERBI et al., 2018; LUCA et al., 2020).  

 Por outro lado, a influência da aplicação de fotobiomodulação durante o 

desenvolvimento da membrana induzida pela técnica de Masquelet 

aparentemente ainda não foi descrita. Desta forma, o objetivo do presente estudo 

foi avaliar, por meio de exames radiográficos, ultrassonográficos, histológicos e 

imuno-histoquímicos, a influência da irradiação laser de baixa intensidade no 

desenvolvimento e características da membrana de Masquelet, induzida com o 

uso de cimento ósseo ortopédico em modelo de falha segmentar do rádio em 

coelhos. A hipótese foi que o emprego do laser promoveria uma membrana com 

características histológicas mais avançadas do que àquela induzida 

exclusivamente pelo cimento ósseo. 
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2. Materiais e Métodos 

 

2.1. Animais e Ambiente de Experimentação 

No presente estudo, a metodologia adotada foi aprovada pela Comissão 

de Ética no Uso de Animais (CEUA), da Faculdade de Medicina Veterinária e 

Zootecnia da Universidade Estadual Paulista (Unesp) – Botucatu, com número 

0209/2018 (). 

Foram utilizados 12 coelhos da raça Norfolk, fêmeas, com idade média de 

três meses (Desvio padrão: ± 0,41 meses), pesando entre 2,04 kg e 3,13 kg 

(média 2,57 kg ± 0,35 kg), provenientes do Biotério Central da Unesp, Campus 

de Botucatu. Os animais foram alojados no Centro de Medicina e Pesquisa de 

Animais Selvagens (CEMPAS), em gaiolas individuais, com água e ração para 

coelhos (Presence Purina®) ad libitum. 

Os animais foram divididos, por meio de randomização, conforme os 

momentos de observação no período pós-operatório, ou seja, seis com três 

semanas e seis com seis semanas, os quais foram respectivamente numerados 

de um a 12. Em todos os animais a falha segmentar do membro direito e 

esquerdo foram preenchidas com cimento ósseo. O laser de baixa intensidade 

foi aplicado em um dos membros operados, mediante a randomização.  

 

 

2.2. Anestesia e Procedimento Cirúrgico 

Os animais foram pré-medicadas com morfina (2 mg/kg) e midazolam (2 

mg/kg), administrados por via intramuscular. Após 10 minutos, receberam 

anestesia dissociativa com cetamina (30mg/kg) e xilazina (0,5mg/kg), também 

administrados por via intramuscular no membro pélvico. Para manutenção do 

plano anestésico, receberam anestesia volátil com isoflurano por máscara. 

Após a tricotomia dos membros torácicos direito e esquerdo, os coelhos 

foram posicionados em decúbito dorsal, para que se procedesse a antissepsia 

das áreas operatórias com clorexidina degermante a 2% e, posteriormente, com 

o clorexidina a 2% solução alcoólica. A porção distal à articulação 

antebraquiocárpica direita e esquerda foram isoladas com atadura de crepe 

estéril e, na sequência, foram dispostos os panos de campo operatório. 



31 

 
 

Inicialmente, foi realizado uma incisão longitudinal de pele na região 

craniomedial do terço médio-proximal do rádio direito. O tecido subcutâneo foi 

divulsionado para identificar os músculos extensor radial do carpo e extensor 

digital comum, os quais foram afastados. Foi então seccionado o músculo 

pronador redondo, isolando-se o rádio. Com o auxílio de uma serra óssea 

oscilatória foi induzida uma falha óssea segmentar de 1,0 cm de comprimento 

no terço médio-proximal do rádio (Figuras 1a e 1b). O periósteo foi removido 

juntamente com o osso (Figura 1c). A falha óssea foi preenchida com cilindros 

de cimento ortopédico à base de PMMA (Baumer Osteo-class; Baumer, Mogi-

Mirim - São Paulo, Brasil) em fase sólida, confeccionados no momento do 

procedimento cirúrgico (Figura 1d).  

Os músculos afastados foram aproximados com sutura contínua simples 

de poliglactina 910 no. 3-0, assim como o tecido subcutâneo. A síntese da pele 

foi procedida com pontos simples isolados empregando-se fio de náilon 

monofilamentar 3-0. O mesmo procedimento foi efetuado no rádio do membro 

esquerdo. 
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2.3. Condutas Pré-operatória e Pós-operatória 

Após indução anestésica e no período pós-operatório foram 

administrados enrofloxacina (10mg/kg via subcutânea, a cada 24 horas, durante 

cinco dias), cloridrato de tramadol (10mg/kg via subcutânea, a cada 12 horas, 

durante cinco dias) e meloxicam (1mg/kg pré-cirúrgico e 0,5mg/kg no pós-

operatório durante três dias, via subcutânea). Diariamente as feridas cirúrgicas 

foram limpas com solução salina 0,9%. Os pontos cutâneos foram removidos 

com 10 dias após o procedimento cirúrgico.  

 

Figura 1. Etapas cirúrgicas para substituição da falha segmentar 
pelo cilindro de cimento ósseo e posterior desenvolvimento da 
membrana induzida de Masquelet em coelhos. (a) Isolamento do 
rádio e mensuração da falha óssea. (b) secção do segmento 
ósseo com auxílio da serra oscilatória. (c) Falha óssea 
segmentar. (d) Aplicação do cilindro de cimento ósseo na falha 
segmentar. 
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2.4. Terapia com Laser de Baixa Intensidade 

Empregou-se um aparelho de laser portátil (Therapy XT, Laser DMC; São 

Carlos –São Paulo, Brasil) de Ga-Al-As diodo, com comprimento de onda de 808 

nm, emissão contínua, potência de saída de 100 mW, densidade de potência 12, 

70 W/cm2, área do feixe de 0,028 cm², divergência de 0,45 rad ± 0,03 rad (Figura 

2a). Com o coelho imobilizado pela contenção física, a aplicação do laser foi 

realizada por técnica pontual no membro torácico escolhido por sorteio, com a 

caneta do equipamento posicionada perpendicularmente ao centro da falha 

segmentar (Figura 2b). Foi utilizada radiação infravermelha por 20 segundos, 

fornecendo 2J de energia, a cada 48 horas, durante 15 dias. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. (a) Equipamento de laser portátil de Ga-Al-As. (b) Aplicação do laser 
de baixa intensidade por técnica pontual, estando o coelho imobilizado por 
contenção física. 
 

 

 

2.5. Avaliação Clínica 

Diariamente, os animais foram observados quanto ao aspecto da ferida 

cirúrgica, presença ou não de edema nos membros, apoio ao solo, ingestão de 

ração e água, defecação e micção. 
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2.6. Avaliações Radiográficas e Ultrassonográficas 

Radiografias do antebraço direito e esquerdo foram realizadas em 

posições médio-lateral e craniocaudal, imediatamente após o procedimento 

cirúrgico e com três e seis semanas de pós-operatório. Foi utilizado aparelho 

digital (GE DR-F; GE Healthcare; Barueri, São Paulo, Brasil), empregando 

distância foco-filme de um metro, com 45 kV, 8 mAs e 200 mA. Foram avaliados 

o posicionamento do cilindro de PMMA na falha segmentar, a reação dos tecidos 

e sinais de proliferação óssea. 

Imediatamente após o procedimento cirúrgico e a cada sete dias foram 

realizados exames ultrassonográficos em modo B e com Doppler colorido na 

região da falha segmentar, afim de identificar o aparecimento da membrana 

induzida, bem como a presença ou não de neovascularização local (Figura 3). 

Foi utilizado equipamento ultrassonográfico equipado com transdutor linear de 8 

a 13 MHz de frequências (LOGIQ-e; GE Healthcare). As imagens foram obtidas 

em planos sagital e medial, com o animal mantido sob contenção física. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Exame ultrassonográfico na 
região da falha segmentar, estando o 
coelho imobilizado por contenção 
física. 
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2.7. Avaliação Histológica e Imuno-histoquímica 

Para a realização do processamento histológico, os coelhos foram 

submetidos à eutanásia, sendo seis com três semanas (Grupo 1) e seis com seis 

semanas (Grupo 2) de pós-operatório. Para tanto, os animais receberam 

cloridrato de cetamina (50 mg/Kg) e cloridrato de xilazina (1 mg/Kg), 

administrados por via intramuscular no membro pélvico. Na sequência foi 

aplicado cloreto de potássio a 19,1% intravenoso até ocorrer de parada 

cardiorrespiratória.  

As amostras coletadas (membranas) foram fixadas em formol tamponado 

a 10%, durante 48 horas, e, após este período, foram acondicionadas e mantidas 

em álcool 70% até o processamento. As membranas foram processadas e 

incluídas em parafina, seguindo as técnicas de rotina do laboratório, com o 

material passando pelas fases de desidratação, clarificação, impregnação e 

inclusão. A partir dos blocos parafinados, confeccionaram-se cortes de 5μm, os 

quais foram distendidos sobre lâminas histológicas e corados pela coloração de 

hematoxilina e eosina (HE). Avaliou-se a composição das membranas quanto às 

características celulares e angiogênese. Foi utilizado escore semiquantitativo 

para classificar a intensidade de inflamação: grau 0 – ausente; grau 1 (leve): 

menos de 25%; grau 2 (moderado): ente 26% a 50%; grau 3 (intenso): acima de 

51%. Para a quantificação da angiogênese foram contados os números de vasos 

sanguíneos presentes com auxílio de uma ocular com retícula de 1cm2 (10 x10 

mm) em objetiva de 40X. A mensuração da espessura das membranas foi 

realizada em triplicata em três regiões (esquerda, central e direita), usando o 

microscópio Olympus BX 53 operando com câmera DP-26 e software “CellSens 

Standard” e uma objetiva de 10x e aumento de 100x. 

Para a realização da técnica de imuno-histoquímica, os blocos de parafina 

foram novamente cortados em micrótomo com espessura de 3 µm e distendidos 

em lâminas próprias para imuno-histoquímica (StarFrost, Knittel; Braunschweig, 

Alemanha) com o objetivo de promover maior aderência dos cortes às lâminas 

de vidro, evitando assim a perda do material durante o processamento imuno-

histoquímico. As lâminas foram desparafinizadas em xilol e reidratadas em 

graduações decrescentes de álcool até a água destilada. O bloqueio da 

peroxidase endógena foi realizado com peróxido de hidrogênio 8% diluídos em 
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álcool metílico. A recuperação antigênica foi realizada com tampão citrato (pH 

6,0) em uma panela de pressão (Pascal, Dako, Carpinteria, CA, EUA) por 10 

minutos. 

Foi utilizado anticorpos monoclonais VEGF de rato (Flk1, Abcam; 

Cambridge, Reino Unido), em diluição de 1: 300, e PDGF monoclonal de coelho 

(clone 26E1, sinalização celular; Danvers, MA, EUA) em diluição de 1: 200, 

durante 18 horas. Posteriormente, foi realizada a incubação com anticorpo 

secundário (Envision, Dako; Carpinteria, CA, EUA) por uma hora e as amostras 

foram incubadas com 3,30-diaminobenzidina (DAB, Dako; Carpinteria, CA, EUA) 

por cinco minutos. A contracoloração foi realizada com hematoxilina Harris por 

um minuto. Os controles positivos foram selecionados de acordo com as 

recomendações do Protein Atlas (https://www.proteinatlas.org). Para o VEGF foi 

utilizado fígado canino como controle positivo e para PDGF utilizou-se testículos 

caninos. As amostras foram avaliadas por microscopia óptica usando uma 

pontuação semiquantitativa de 0 a 4 (FONSECA-ALVES et al., 2018). Para a 

distribuição da marcação foi usado o seguinte escore: 0: ausência de marcação; 

1: 1% a 25% das células são positivas; 2: 26% a 50% de células positivas; 3: 

51% a 75% de células positivas; 4: > 75% de células positivas. Para o escore de 

intensidade empregou-se: negativo (0), fraco (1), moderada (2) e forte (3). 

 
 
2.8. Análise Estatística  

As variáveis contínuas foram avaliadas quanto sua distribuição com testes 

de normalidade (Shapiro-Wilk) e análises gráficas (Histograma e QQ Plot). 

Foram utilizados testes de Qui-Quadrado e Fisher para verificar a associação 

entre o tipo de tratamento (laser ou controle) e a ocorrência das diferentes 

variáveis categóricas do estudo (presença de Vasos no exame ultrassonográfico; 

presença de metaplasia óssea e presença de colágeno no exame histológico) 

para cada momento avaliado. Para as variáveis histológicas (escore Inflamatório, 

número de vasos) e imuno-histoquímicas (distribuição e intensidade do VEGF e 

PDGF) o teste de Wilcoxon pareado foi utilizado para confrontar a mediana dos 

scores para os membros tratados com laser e os membros controle dentro de 

cada momento, e o teste de Kruskall-Wallis foi utilizado para confrontar a 

mediana de cada momento dentro de cada tratamento. A espessura média da 

membrana foi comparada entre os diferentes momentos e tratamentos utilizando 
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uma Análise de Variância seguida por Tukey. As análises foram efetuadas com 

o auxílio do GraphPad Prism (GraphPad, 2007) e do Statistical Analytical 

Software – SAS (SAS Institute, 2011). Foi considerado o nível de significância 

de 0,05. 

 

 

3. Resultados 

3.1. Avaliação clínica 

No pós-operatório imediato, os animais não apoiavam o membro ao solo, 

porém não havia dor à palpação da área cirúrgica. Após 12 horas de pós-

operatório, os coelhos retornaram o apoio ao solo. O consumo alimentar foi 

normal durante todo o estudo. Deiscência de pontos de pele foi identificada em 

dois animais, sem implicações locais ou presença de secreção. Ainda quanto à 

ferida, cinco coelhos (38,5%) apresentaram prurido no local, imediatamente após 

a aplicação do laser, cessando minutos depois.  

 

 

3.2. Avaliações radiográficas e ultrassonográficas 

 Comparando-se as imagens radiográficas do pós-operatório imediato com 

aquelas dos animais avaliados até a terceira semana de pós-operatório, foi 

evidenciado proliferação óssea intensa partindo de ambas as extremidades 

ósseas da falha segmentar (proximal e distal) em todos os membros controles e 

irradiados com laser de baixa intensidade (Figura 4). Houve deslocamento de 

uma das extremidades do cilindro de PMMA em quatro (66,7%) membros 

controles e quatro (66,7%) membros irradiados com laser de baixa intensidade.  

 Ao se comparar as imagens radiográficas do pós-operatório imediato com 

aquelas dos animais avaliados até a sexta semana de pós-operatório, observou-

se proliferação óssea de menor intensidade partindo de ambas as extremidades 

ósseas da falha segmentar em três (50%) membros controles e dois (33,3%) 

membros irradiados com laser de baixa intensidade. Em um membro (17,7%) 

controles e um membro (17,7%) irradiados com laser de baixa intensidade houve 

formação de ponte óssea entre as extremidades. Em dois (33,3%) membros 

controles e três (50%) irradiados com laser houve remodelamento da 
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proliferação óssea (Figura 5). Foi verificado deslocamento de uma das 

extremidades do cilindro de PMMA em todos os membros controles e em cinco 

(83,3%) membros irradiados com laser de baixa intensidade. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Imagens radiográficas em projeção mediolateral do antebraço de coelhos no 
pós-operatório imediato (a), com três semanas (b) e seis semanas (c) da indução da 
membrana de Masquelet em conjunto ao uso do laser de baixa intensidade. Observe a 
falha segmentar preenchida com cilindro de polimetilmetacrilato (a), a proliferação óssea 
partindo apenas da extremidade proximal da falha segmentar em direção ao cilindro (b), 
e sua ausência na avaliação com seis semanas de pós-operatório (c). 
 

Figura 4. Imagens radiográficas em projeção mediolateral do 
antebraço de coelhos irradiados com laser de baixa intensidade no 
pós-operatório imediato (a) e com três semanas (b) da indução da 
membrana de Masquelet. Observe a falha segmentar preenchida 
com cilindro de polimetilmetacrilato (a) e a proliferação óssea 
partindo das extremidades da falha segmentar em direção ao cilindro 
(b). 

a b 

a b c 



39 

 
 

 Na avaliação ultrassonográfica da falha segmentar foi possível identificar 

o espaçador de PMMA em todos os 24 membros no pós-operatório imediato. 

Com uma semana de pós-operatório já foi possível observar a formação da 

membrana induzida, nos membros com e sem tratamento. A presença de 

vascularização na região da membrana induzida onde se localizava o cilindro de 

PMMA, conforme o período de avaliação, nos membros controle e os que 

receberam terapia laser estão apresentados na Tabela 1 e ilustrados na Figura 

6. Não houve diferença estatística significante entre os membros controle e os 

irradiados com laser, conforme o momento de avaliação. 

 
Tabela 1. Ocorrência (e porcentagem) de vasos, avaliados por 
ultrassonografia Doppler em membrana induzida, com ou sem o 
emprego da irradiação laser de baixa intensidade na falha óssea 
segmentar, imediatamente após a cirurgia (0) e de uma até a 
sexta semana de pós-operatório, conforme o número de 
membros (6 ou 12). 

 

 

 
 

 

Momentos Controle Irradiação Laser 

0 0/12 (0%) 1/12 (8,33%) 

1 7/12 (58,33%) 6/12 (50%) 

2 7/12 (58,33%) 7/12 (58,33%) 

3 8/12 (66,67%) 6/12 (50%) 

4 3/6 (50%) 4/6 (66,67%) 

5 3/6 (50%) 3/6 (50%) 

6 2/6 (33,33%) 3/6 (50%) 
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a b c 

d e f 

Figura 6. Imagens ultrassonográficas em plano longitudinal de defeito segmentar no rádio de coelhos, preenchido 
com cilindro de polimetilmetacrilato, com 1 (a), 2 (b), 3 (c), 4 (d), 5 (e) e 6 (f) semanas de pós-operatório. Na 
ultrassonografia modo-B observa-se estrutura retilínea de superfície hiper ecogênica formadora de sombreamento 
acústico posterior, correspondendo ao cilindro de polimetilmetacrilato (seta verde) e a formação da membrana induzida 
(seta amarela). No modo Power-Doppler visibiliza-se a presença de vasos sanguíneos junto à superfície óssea e 
cimento, representando vascularização da membrana induzida (seta azul). 
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3.3. Avaliações macroscópica, histológica e imuno-histoquímica 

Na avaliação macroscópica com três semanas de pós-operatório, as 

membranas foram facilmente identificadas e coletadas, uma vez que não havia 

aderência ao cilindro, tendo um aspecto rugoso em sua porção mais externa e 

lisa na porção em contato direto com o cimento. Contudo, nos membros que 

receberam irradiação laser de baixa intensidade, a membrana apresentava-se 

aparentemente mais espessa e firme (Figura 7). Com seis semanas de pós-

operatório, independente do tratamento, as membranas mostravam-se mais 

delgadas e aderidas aos tecidos adjacentes, o que dificultou a dissecação 

(Figura 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Aspecto macroscópico de membranas induzidas com 
três semanas de pós-operatório. Notar a maior espessura da 
membrana induzida no membro que recebeu irradiação laser de 
baixa intensidade (a), comparada aquela do membro controle 
(b). 

a b 
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Em virtude de problemas no processamento histológico foram excluídos 

da análise microscópica duas membranas de um animal da sexta semana de 

pós-operatório.  

Foram delimitadas três camadas (Figura 9) de diferentes celularidades 

em: quatro membranas do membro controle (66,7%) e três do membro irradiado 

com laser de baixa intensidade (50%) na terceira semana de pós-operatório; bem 

como em uma membrana do membro controle (20%) e outra do membro 

irradiado com laser de baixa intensidade (20%) na sexta semana de pós-

operatório. Destas membranas, a primeira camada, a qual estava em contato 

com o cilindro de PMMA, apresentava células inflamatórias mononucleares e 

polimorfonucleares e vasos sanguíneos. Na segunda camada foi observado 

abundante quantidade de fibroblastos lineares e paralelos à resina e presença 

de colágeno organizado, além de vasos sanguíneos. A terceira camada estava 

em contato com a musculatura adjacente, consistindo em tecido conjuntivo 

desorganizado, fibroblastos ativos e vasos sanguíneos.  

 

 

Figura 8. Aspecto macroscópico de membranas induzidas em 
membros controles. Notar a maior espessura da membrana 
induzida com três semanas de pós-operatório (a), comparada 
aquela mais fina com seis semanas de pós-operatório (b). 

a b 
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Não foi possível a delimitação entre a primeira e segunda camadas em: 

uma membrana de membro irradiado com laser de baixa intensidade (16,7%) da 

terceira semana de pós-operatório e em outra do membro controle (20%) da 

sexta semana de pós-operatório. Estas membranas apresentavam células 

inflamatórias e fibroblastos desorganizados (Figura 10). A segunda e a terceira 

camada não foram delimitadas em duas (33,3%) membranas controles na 

terceira semana de pós-operatório; bem como em uma membrana pertencente 

ao membro controle (20%) e uma membrana do membro irradiado com laser de 

baixa intensidade (20%), na sexta semana de pós-operatório. Nestas 

membranas observou-se a formação de uma única camada fibromuscular, com 

presença de fibras colágenas paralelas ao cilindro de PMMA (Figura 11). Não foi 

possível diferenciar as camadas em: duas membranas dos membros irradiados 

com laser (33,3%), na terceira semana de pós-operatório; bem como em duas 

(40%) membranas dos membros controles e em três (60%) membranas dos 

membros irradiados com laser de baixa intensidade, na sexta semana de pós-

operatório, sendo formadas principalmente por trabéculas ósseas (Figura 12). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 b
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Figura 9. Fotomicrografias demonstrando as características histológicas da membrana induzida (Masquelet) na terceira 
semana de pós-operatório, em membros que receberam a irradiação laser de baixa intensidade. (a) Verificam-se três 
camadas distintas: a primeira em contato com o cilindro de polimetilmetacrilato, composta por células inflamatórias 
mononucleares e polimorfonucleares e vasos sanguíneos; a segunda, composta por fibroblastos lineares e paralelos à resina 
e presença de colágeno organizado, além de vasos sanguíneos; a terceira, composta por tecido conjuntivo desorganizado, 
fibroblastos ativos e vasos sanguíneos (coloração H&E, 50x). (b) Observa-se a presença de células gigantes de corpo 
estranho na primeira camada (coloração H&E, 200x).  
 

a b 
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Figura 10. Fotomicrografia demonstrando as características histológicas da 
membrana induzida (Masquelet) na sexta semana de pós-operatório, em 
membros controles. Nota-se duas camadas, sendo a camada em contato com 
o cilindro de polimetilmetacrilato composta células inflamatórias e fibroblastos 
desorganizados e a segunda predominantemente muscular (coloração H&E, 
50x). 
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Figura 11. Fotomicrografia demonstrando as características histológicas da 
membrana induzida (Masquelet) na sexta semana de pós-operatório, em 
membros controles. Observa-se duas camadas, a primeira em contato com o 
cilindro de polimetilmetacrilato com presença de células inflamatórias e a 
segunda composta por uma camada fibromuscular, com presença de fibras 
colágenas paralelas (coloração H&E, 50x). 
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Figura 12. Fotomicrografias demonstrando as características histológicas da membrana induzida (Masquelet) na sexta semana de 
pós-operatório, em membros que receberam a irradiação laser de baixa intensidade. (a) Observa-se a indiferenciação das camadas 
da membrana induzida e a presença de trabéculas ósseas (seta preta) (coloração H&E, 200x). (b) Nota-se a presença de tecido 
ósseo em formação (coloração H&E, 50x). 
 

a

b

b
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Na análise histológica com três semanas de pós-operatório da porção 

central das membranas induzidas, foi observado que nos membros controles 

todas as membranas (100%) apresentavam vascularização. Nos membros 

irradiados com laser de baixa intensidade, foi verificado presença de 

vascularização em cinco membranas (83,3%), e ausência de vascularização em 

uma (16,7%), a qual foi composta de trabéculas ósseas. O escore inflamatório 

variou de 1 (83,3%) a 2 (16,7%) nas membranas controles e de 0 (50%) a 1 

(50%) nas membranas irradiadas com laser de baixa intensidade. A metaplasia 

óssea foi detectada em todas (100%) as membranas controles e em cinco 

membranas (83,3%) irradiadas com laser de baixa intensidade. Foi notada 

presença de colágeno em cinco (83,3%) membranas controles e em três (50%) 

membranas irradiadas com laser de baixa intensidade. Não ocorreram 

diferenças estatisticamente significantes destas variáveis entre os membros 

controles e os que receberam terapia laser (Tabela 2). 

 

Tabela 2. Escore semiquantitativo da intensidade de inflamação, número total 
de vasos sanguíneos, presença ou ausência de metaplasia óssea e colágeno, 
na membrana induzida em coelhos (n=6), com ou sem o emprego da irradiação 
laser de baixa intensidade na falha óssea segmentar, na terceira semana de pós-
operatório. 
 

Escore de inflamação: ausente (grau 0), leve (grau 1), moderada (grau 2) e intensa (grau 3).  
Escore de inflamação: ausente (grau 0), leve (grau 1), moderada (grau 2) e intensa (grau 3). 
Metaplasia óssea: ausente (0), presente (1). Colágeno: ausente (0), presente (1). 
A: animal 

 

Variáveis Membros A1 A2 A3 A4 A5 A6 Mín. Máx. Mediana Valor de p 

Escore de 
inflamação 

controle 1 1 2 1 1 1 1 2 1 
0,1250 

laser 0 1 1 1 0 0 0 1 0,5 

Nº total de 
vasos 

sanguíneos 

controle 7 15 16 5 11 11 5 16 11 
0,1875 

laser 3 14 10 11 2 0 0 14 6,5 

Metaplasia 
óssea 

controle 1 1 1 1 1 1 1 1 - 
1,0000 

laser 1 1 1 1 1 0 0 1 - 

Colágeno 
controle 1 1 1 1 1 0 0 1 - 

0,0606 
laser 1 0 1 0 0 1 0 1 - 
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Na análise histológica com seis semanas de pós-operatório da porção 

central das membranas induzidas, foi observado vascularização nas membranas 

de todos os membros controles (100%) e em quatro (80%) membranas 

irradiadas com laser de baixa intensidade. O escore inflamatório variou de 0 

(60%) a 1 (40%), tanto nas membranas controles como nas irradiadas com laser 

de baixa intensidade. A metaplasia óssea foi detectada em duas (40%) 

membranas controles, e em três (60%) membranas irradiadas com laser de baixa 

intensidade. Foi notada presença de colágeno em três (60%) membranas 

controles e em duas (40%) membranas irradiadas com laser de baixa 

intensidade. Não ocorreram diferenças estatisticamente significantes destas 

variáveis entre os membros controles e os que receberam terapia laser (Tabela 

3). 

 

Tabela 3. Escore semiquantitativo da intensidade de inflamação, número total 
de vasos sanguíneos, presença ou ausência de metaplasia óssea e colágeno, 
na membrana induzida em coelhos (n=5), com ou sem o emprego da irradiação 
laser de baixa intensidade na falha óssea segmentar, na sexta semana de pós-
operatório. 
 
Variáveis Membros A7 A8 A9 A10 A11 Mín. Máx. Mediana  Valor de p 

Escore 
inflamatório 

controle 1 0 1 0 0 0 1 1 
0,9999 

laser 1 0 1 0 0 0 1 0 

Nº total de 
vasos 
sanguíneos  

controle 9 11 4 7 3 3 11 7 
0,6250 

laser 4 9 7 1 7 1 9 7 

Metaplasia 
óssea 

controle 0 1 1 0 0 0 1 - 
1,0000 

laser 1 0 1 0 1 0 1 - 

Colágeno 
controle 1 0 0 1 1 0 1 - 

1,0000 
laser 0 0 1 1 0 0 1 - 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Escore de inflamação: ausente (grau 0), leve (grau 1), moderada (grau 2) e intensa (grau 3). 
Metaplasia óssea: ausente (0), presente (1). Colágeno: ausente (0), presente (1). 
A: animal 
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A espessura média das membranas induzidas, incluindo as três áreas de 

aferição, foi de 2050,17 µm (DP: 600,28 µm) no membro controle e 2724,26 µm 

(DP: 737,46 µm) no membro irradiado com laser de baixa intensidade na terceira 

semana de pós-operatório. Na sexta semana de pós-operatório a espessura 

média foi 1451,96 µm (DP: 265,07) no membro controle e 2081,03 µm (DP: 

1227,61) no membro irradiado com laser de baixa intensidade. Não ocorreu 

diferença estatística significante entre os tratamentos. 

A expressão de VEGF foi presente nas membranas do membro controle 

e naquelas irradiadas com laser de baixa intensidade (Figuras 13 e 14). Com 

três semanas de pós-operatório o escore de distribuição nas membranas do 

membro controle variou de 2 (66,7%) até 3 (33,3%) e a intensidade de 1(66,7%) 

até 2 (33,3%). Naquelas irradiadas com laser de baixa intensidade o escore de 

distribuição variou de 1 a 3, sendo uma (16,7%) com escore 1, duas (33.3%) com 

escore 2 e três (50%) com escore 3. Por sua vez, o escore de intensidade variou 

de 1(33,3%) até 2 (66,7%). Na sexta semana de pós-operatório, observou-se 

que a expressão de VEGF manteve-se igual quanto a distribuição e a intensidade 

em todas as membranas do membro controle, sendo igual a 2 e 1, 

respectivamente. Nas membranas irradiadas com laser de baixa intensidade, a 

distribuição variou de 1 (40%) a 2 (60%), e a intensidade foi igual a 1 em todo 

grupo (100%). Não houve diferença estatisticamente significante entre os 

membros controles e os que receberam terapia laser (Tabela 4). 

Observou-se a expressão de PDGF em ambos os membros, com escore 

de distribuição variando de 2 (50%) até 3 (50%) em cada membro (Figuras 13 e 

14). Por sua vez, o escore de intensidade variou de 1 a 2, sendo dois (33,3%) 

com escore 1 e quatro com escore 2 (66,7%) no membro controle, e três (50%) 

com escore 1 e três (50%) com escore 2 no membro irradiado com laser de baixa 

intensidade. Com seis semanas de pós-operatório, o escore de distribuição 

manteve-se entre 2 (40%) e 3 (60%), tanto no membro controle como naquele 

irradiado com laser de baixa intensidade. A intensidade variou entre 1 (40%) e 2 

(60%) em ambos os membros. Não houve diferença estatisticamente significante 

entre os membros controles e os que receberam terapia laser (Tabela 5). 
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Figura 13. Marcação citoplasmática de VEGF-A e PDGF nas células 
estromais da membrana induzida na terceira semana de pós-operatório. (a) 
Membro controle com distribuição de 3 e intensidade de 1. (b) Membro 
tratado com laser de baixa intensidade apresentando distribuição de 2 e 
intensidade de 1. (c) Membro controle com distribuição de 4 e intensidade 
de 2. (d) Membro tratado com laser de baixa intensidade com distribuição 
de 3 e intensidade de 2. 
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VEGF PDGF 

Figura 14. Marcação citoplasmática de VEGF-A e PDGF nas células 
estromais da membrana induzida na sexta semana de pós-operatório. (a) 
Membro controle com distribuição de 2 e intensidade de 1. (b) Membro 
tratado com laser de baixa intensidade apresentando distribuição de 3 e 
intensidade de 2. (c) Membro controle com distribuição de 2 e intensidade 
de 1. (d) Membro tratado com laser de baixa intensidade com distribuição 
de 3 e intensidade de 2. 
 
 

a

b

c

d
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Tabela 4. Escore semiquantitativo da distribuição e intensidade quanto à 
expressão de VEGF e PDGF nas membranas induzidas em coelhos (n=6), com 
ou sem o emprego da irradiação laser de baixa intensidade na falha óssea 
segmentar, na terceira semana de pós-operatório. 

 
 
 
 
 
 
 
Tabela 5. Escore semiquantitativo da distribuição e intensidade quanto à 
expressão de VEGF e PDGF nas membranas induzidas em coelhos (n=5), com 
ou sem o emprego da irradiação laser de baixa intensidade na falha óssea 
segmentar, na sexta semana de pós-operatório. 

 
 
 
 
 
 
 

Variáveis Membros A1 A2 A3 A4 A5 A6 Mín. Máx. Mediana Valor de p 

Distribuição 
VEGF 

controle 2 3 3 2 2 2 2 3 2 
0.9999 

laser 1 2 2 3 3 3 1 3 2,5 

Intensidade 
VEGF 

controle 1 1 2 2 1 1 1 2 1 
0.6250 

laser 1 2 1 2 2 2 1 2 2 

Distribuição 
PDGF 

controle 3 3 3 2 2 2 2 3 2,5 
0.9999 

laser 2 2 3 2 3 3 2 3 2,5 

Intensidade 
PDGF 

controle 2 2 2 2 1 2 1 2 2 
0.9999 

laser 1 1 2 2 1 2 1 2 1,5 

Variáveis Membros A7 A8 A9 A10 A11 Mín. Máx. Mediana  Valor de p 

Distribuição  
VEGF 

controle 2 2 2 2 2 2 2 2 
0,5000 

laser 1 1 2 2 2 1 2 2 

Intensidade 
VEGF  

controle 1 1 1 1 1 1 1 1 
1,0000 

laser 1 1 1 1 1 1 1 1 

Distribuição  
PDGF 

controle 3 3 3 2 2 2 3 3 
0,9999 

laser 2 3 3 3 2 2 3 3 

Intensidade 
PDGF  

controle 2 1 2 1 2 1 2 2 
0,9999 

laser 2 2 2 1 1 1 2 2 

Escore de Distribuição: ausência de marcação (0), 1% a 25% das células são positivas (1); 
26% a 50% (2), 51% a 75% (3) e > 75% (4). 
Escore de Intensidade: negativo (0), fraco (1), moderada (2) e forte (3). 
A: animal  

Escore de Distribuição: ausência de marcação (0), 1% a 25% das células são positivas (1); 
26% a 50% (2), 51% a 75% (3) e > 75% (4). 
Escore de Intensidade: negativo (0), fraco (1), moderada (grau 2) e forte (grau 3). A: animal 
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4. Discussão 
 
 O estudo avaliou a influência da irradiação laser de baixa intensidade na 

membrana induzida de Masquelet e não foram observadas diferenças 

significativas nas características histológicas comparada ao controle. 

 Utilizou-se uma falha segmentar de 1 cm sem manutenção do periósteo, 

porém a falha não pode ser considerada crítica devido ao tamanho e em virtude 

da idade dos animais (ZHAO et al., 2016). A despeito disto, foi possível avaliar o 

desenvolvimento da membrana. O cimento ósseo foi colocado na forma de 

cilindro pré-moldado, em volume maior (diâmetro) que a falha segmentar, 

supondo que assim haveria um maior tamanho da membrana de indução, para 

facilitar a segunda fase de reconstrução do defeito, em que o espaçador é 

removido e a falha óssea preenchida com enxerto, biomateriais ou combinações 

(MASQUELET, 2003; MASQUELET e BEGUE, 2010; MASQUELET, 2017). Em 

pacientes humanos o formato do espaçador tem sido aplicado nas formas de 

cilindro, pérolas e seixo plano, porém o mais comum é o cilindro aplicado antes 

da solidificação (MASQUELET, 2017). 

 Radiograficamente foi visibilizado que o cilindro apresentou algum grau 

de deslocamento durante o período de pós-operatório, porém este não interferiu 

no desenvolvimento da membrana, baseado nos achados de ultrassom e 

análises macroscópicas e histológicas. Uma opção para evitar o deslocamento 

do cimento em futuros estudos seria incluir cimento pastoso nas extremidades 

de forma a auxiliar a fixação do cilindro junto ao osso. O uso do cimento ósseo 

de PMMA aplicado na forma pastosa e incluindo as extremidades ósseas foi 

aplicado em um estudo que induziu falha segmentar crítica na ulna em coelhos, 

o que não interferiu com o segundo estágio do procedimento (TARCHALA et al., 

2018). Além disso, tanto nos defeitos ósseos dos membros controles como 

naqueles irradiados com laser, notou-se na terceira semana de pós-operatório a 

presença de proliferação óssea ativa partindo das extremidades ósseas, 

compatível com um defeito ósseo mantido sem estabilização rígida, no qual a 

consolidação óssea ocorre de forma secundária (HENRY, 2013). Por sua vez, 

na sexta semana de pós-operatório, o processo evolutivo mostrou-se em estágio 

mais avançado, inclusive com sinais de remodelação, porém sem diferenças 

estatística entre os membros controle e os irradiados com laser. 



55 

 
 

Como foram utilizados coelhos jovens foi possível verificar, pelos exames 

macroscópico e histológico, que com três semanas de pós-operatório a 

membrana induzida já estava bem desenvolvida, tanto no membro controle como 

naquele que recebeu a terapia laser de baixa intensidade. Além disso, pelo 

exame ultrassonográfico a membrana induzida já foi passível de identificação 

com uma semana de pós-operatório em ambos os grupos. Em pacientes 

humanos, tem sido recomendado um período em torno de seis a oito semanas 

para o desenvolvimento da membrana (MASQUELET, 2003; MASQUELET e 

BEGUE, 2010; GIANNOUDIS et al., 2005). Em coelhos há variações entre 

estudos, tendo sido empregado períodos entre quatro e seis semanas; contudo, 

é preciso considerar as diferenças em idades e tamanho da falha segmentar e 

forma de imobilização (LIU et al., 2013; YILMAZ et al., 2018; TARCHALA et al., 

2018).  

No exame histológico foi verificada a presença de três camadas distintas, 

em quatro membranas controles e três irradiadas com laser na terceira semana 

de pós-operatório, e em uma controle e outra irradiada com laser na sexta 

semana de pós-operatório. Isso diferiu de um estudo em ratos, no qual a 

identificação de três zonas distintas foi verificada em todas as membranas 

induzidas com três e seis semanas de avaliação (GOURON et al., 2014). O fato 

pode estar associado com a diferença de maturidade entre os animais estudos, 

já que os ratos tinham 12 meses de idade e os coelhos três meses de idade. 

Além disso, as membranas induzidas no presente estudo mostraram presença 

de metaplasia óssea tanto na terceira como na sexta semana de pós-operatório, 

sugerindo um estágio mais avançado de diferenciação celular.  

A vascularização das membranas foi detectada tanto pelo ultrassom com 

a ferramenta Doppler como nas avaliações histológicas. Contudo, pela análise 

histológica, a vascularização estava presente em todas as membranas do 

membro controle, ao passo que no membro irradiado com laser esta não foi 

observada em um membro na terceira semana de pós-operatório e dois na sexta 

semana de pós-operatório. A terapia laser, principalmente com comprimentos de 

onda infravermelhos, parece melhorar a produção da matriz óssea pelo aumento 

da vascularização e efeitos anti-inflamatórios; porém, o efeito é mais efetivo se 

o tratamento é efetuado nos estágios iniciais, quando ocorre uma alta 
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proliferação celular, ou seja, nas fases iniciais de proliferação de ambos 

fibroblastos e osteoblastos tão bem quanto na diferenciação de células 

mesenquimais (PINHEIRO e GERBI, 2006). A não identificação de 

vascularização em três membranas dos membros irradiados pode ser um 

indicativo que, por se tratar de animais jovens, houve uma rápida evolução da 

membrana induzida, uma vez que estas já continham trabéculas ósseas. Além 

disto, em um estudo em coelhos foi observado que a vascularização da 

membrana induzida diminui gradualmente com o tempo para formar um tecido 

como periósteo (WANG et al., 2014). Desta forma, o tempo para a realização do 

segundo estágio da técnica poderia ser efetuado antes da sexta semana, em 

especial se usada a irradiação laser. Uma membrana ricamente vascularizada 

em todas as camadas é essencial para o sucesso do segundo estágio, uma vez 

que a membrana promove vascularização e corticalização do osso esponjoso 

(MASQUELET e BEGUE, 2010). 

No exame de imuno-histoquímica, tanto no membro controle como no 

irradiado com laser, foi evidenciada a presença dos dois fatores de crescimento 

testados, ou seja, o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), que é 

responsável pela angiogênese local por aumentar a vascularização tecidual, por 

induzir a migração e proliferação de células endoteliais (FERRARA, 1996; 

KERAMARIS et al., 2008); e o fator de crescimento derivado de plaquetas 

(PDGF), o qual atua na proliferação celular, quimiotaxia e síntese de matriz 

extracelular, contribuindo assim para a regeneração de tecidos (LYNCH et al., 

1991; KUBOTA et al., 2002). Outros estudos em coelhos também mostraram a 

capacidade das membranas induzidas de secretar fatores de crescimento 

(PELISSIER et al., 2004; WANG et al., 2014).  

Importante citar que os fatores de crescimento foram presentes em ambos 

os períodos de avaliação. Em estudo com coelhos, altas concentrações de VEGF 

e TGF-ß1 foram encontradas na segunda semana da indução da membrana, os 

quais se mantiveram estáveis na quarta, sexta e oitava semanas de pós-

operatório (PELISSIER et al., 2004). Contudo, em estudo com pacientes 

humanos, foi notada alta expressão de VEGF, IL-6 e Col-1 com um mês de 

desenvolvimento da membrana induzida, os quais foram expressos em níveis 

menores que 40% em membranas com dois meses de indução (AHO et al., 

2013). 
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No presente estudo não houve diferença significativa entre membros 

controle e os irradiados com laser nos fatores de crescimento avaliados. 

Entretanto, alguns estudos têm mostrado que a terapia laser é capaz de 

promover aumento ou biomodular fatores de crescimento, tais como VEGF, FGF-

2, EGF, PDGF, TNF-α e TGF-ß (KIPSHIDZE et al., 2001; WHELAN et al., 2001; 

HOEBEN et al., 2004). Contudo, em defeitos promovidos no calvário de ratos 

preenchidos com xenoenxerto e cobertos com membrana de colágeno foi 

observado que a fotobiomodulação proporcionou maior quantidade de volume 

ósseo apenas durante os primeiros 14 dias após a cirurgia (LUCA et al., 2020). 

Desta forma, avaliações em fases mais precoces dos que os utilizados na atual 

pesquisa seriam importantes para determinar a validade desta premissa. 

Macroscopicamente a membrana irradiada com laser de baixa 

intensidade mostrava-se aparentemente mais espessa que as membranas 

controles. Embora sem diferença estatística, pela mensuração no exame 

histológico as membranas irradiadas com laser mostraram média de 2724,26 µm 

e 2081,03 µm, com três e seis semanas de pós-operatório, comparado aos 

valores de 2050,17 µm e 1451,96 µm dos membros controles nos mesmos 

períodos. Desta forma, o fato sugere que a irradiação laser mostrou algum grau 

de ação na proliferação tecidual. Em estudo de revisão foi citado que a terapia 

laser auxilia no processo de reparo tecidual em geral, por alterar o 

comportamento celular e aumentar a formação vascular, assim como pela 

produção de colágeno, fibroblasto e tecido epitelial (SILVA et al., 2010).  

A espessura da membrana foi menor na sexta semana de pós-operatório, 

tanto nos membros controle como nos irradiados com laser, indicando que este 

tempo seria inadequado para a segunda etapa do procedimento. Da mesma 

forma, um estudo em coelhos também observou diminuição da espessura das 

membranas induzidas, com médias de 1360 µm, 1045 µm, 1015 µm e 1008 µm, 

correspondendo a segunda, quarta, sexta e oitava semana de pós-operatório, 

respectivamente (WANG et al., 2015). 

Vale ainda citar que o efeito da fotomodulação na regeneração óssea 

depende não somente da dose de irradiação, mas também na duração e modo 

de irradiação (PINHEIRO e GERBI, 2006). Neste sentido, uma outra limitação é 

que o estudo incluiu apenas um protocolo de irradiação. Desta forma, estudos 
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com diferentes doses de irradiação seriam importantes para avaliar o impacto 

sobre a membrana induzida. 

 

 

5. Conclusão 

Foi possível concluir que pelos métodos de avaliação utilizados não foi 

possível comprovar estatisticamente a influência da irradiação laser de baixa 

intensidade sobre a membrana de Masquelet.  
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ANEXO I 

 

PROTOCOLO COMISSÃO DE ÉTICA NO USO DE ANIMAIS 

 

 


