ARTIGO ORIGINAL

EFEITO DO LASER DE BAIXA POTENCIA (ASGA, 904 nm) NA
REPARACAO OSSEA DE FRATURAS EM RATOS

EFFECT OF LOW-LEVEL LASER (GAAS, 204 nm) FOR BONE REPAIR ON FRACTURES IN RATS

Jorge Alfredo Léo', Alessanda da Cunha?, Elias Félix de Oliveira®, Reuder Pereira Prado*

RESUMO

Objetivo: Analisar os efeitos do laser de baixa poténcia, AsGa
— 904 nm, no reparo désseo de fraturas de tibias em ratos. Méto-
dos: 40 ratos divididos em quatro grupos de 10 animais: grupo
controle, sem fratura (GC); grupo com fratura, sem tratamento
(GE II); grupo com fratura tratado com laser a 10J/cm? (GE I1I)
e grupo com fratura tratado com laser a 15J/cm? (GE 1V). A
fratura foi realizada cirurgicamente e o tratamento teve duragdo
de 45 dias, realizado em dias alternados. Finalizado o tratamento,
os ratos foram submetidos a eutanasia e as tibias tratadas foram
radiografadas e submetidas a ensaios mecanicos de flexdo em
trés pontos para avaliar a forca maxima (N) para ruptura. Resul-
tados: Os valores observados de for¢ca maxima (N) foram: grupo
controle (GC) de 51,5N = 79N; GE Il de 17,2N + 7,8N; GE 111
de 16,6N + 12,1N e GE IV de 30,3N + 7,8N. Foram observadas
diferencas estatisticamente significantes entre o grupo controle
€ 0s grupos experimentais e também entre o grupo experimental
IV e os grupos experimentais II e III. Em relagao as radiografias,
foi observada a formagdo de calo 6sseo em todos os grupos fra-
turados, indicando que passaram pelo processo normal de reparo
tecidual. Conclusdo: O grupo GE IV, submetido a terapia laser
com dosagem de 15J/cm? obteve o maior valor para for¢a ma-
xima (N) entre os grupos experimentais, indicando a influéncia
da maior dosagem do laser no reparo 0sseo.

Descritores — Lasers; Fraturas Osseas; Consolidagdo da Fratura

ABSTRACT

Objective: To analyze the effects of low-level laser therapy (GaAs,
904 nm) for bone repair on tibial fractures in rats. Methods:
Forty rats were divided into four groups of 10 animals: control
group without fracture (CG), fracture group without treatment
(EG II); fracture group treated with laser at 10 J/cm? (EG II);
and fracture group treated with laser at 15 J/cm? (EG IV). The
fracture was produced surgically and the treatment lasted 45
days, done on alternate days. After treatment completion, the
rats were sacrificed. The tibias were radiographed and subjected
to mechanical three-point flexion tests in order to evaluate
the maximum force (N) required to break them. Results: The
observed maximum force values (N) were: control group (CG)
of 5SISN+7 9N EGII172N+78 N, EGII[ 16.6 N+ 12.1
N; and EG IV 30.3 N £ 7.8 N. There were statistically significant
differences between the control group and the experimental
groups and also between experimental group IV and the other
experimental groups (I and I1l). Radiographs showed callus
formation in all the fractured groups, thus indicating that they
had undergone the normal tissue repair process. Conclusion:
EG 1V, which underwent laser therapy with a dosage of 15 J/
cm? showed the highest maximum force value (N) among the
experimental groups, thus demonstrating the influence of higher
laser dosage on bone repair.
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INTRODUCAO

Uma fratura pode ser causada por doengas, traumas
ou procedimentos cirurgicos, por mecanismos diretos
ou indiretos. Nos diretos, o 0sso ¢ atingido ou atinge
um objeto ou superficie dura, produzindo uma fratura

no mesmo local onde ocorreu o trauma. Ja nos meca-
nismos indiretos, ocorre uma for¢a de tor¢ao ou angu-
lagdo, resultando em fratura no lugar onde acumulam
as tensdes ou onde 0 0sso estiver mais fragil"). Dada a
alta incidéncia de fraturas decorrentes de acidentes au-

tomobilisticos, quedas e traumas esportivos, o estudo do

1 — Doutor e Docente do Curso de Fisioterapia da Universidade de Uberaba — UNIUBE — Uberaba, MG, Brasil.

2 — Mestre e Docente do Curso de Fisioterapia da Universidade de Uberaba — UNIUBE — Uberaba, MG, Brasil.

3 — Doutor e Docente do Curso de Fisioterapia e Medicina da Universidade de Uberaba — UNIUBE — Uberaba, MG, Brasil.
4 — Académico do Curso de Fisioterapia da Universidade de Uberaba — UNIUBE — Uberaba, MG, Brasil.

Trabalho realizado na Universidade de Uberaba — UNIUBE, Uberaba, MG.

Correspondéncia: Rua Luis Abrdo, 508, Bairro Olinda — 38055-720 — Uberaba, MG. E-mail: jorge.leo@uniube.br; jorgealeo@terra.com.br

Trabalho recebido para publicagdo: 20/05/2011, aceito para publica¢ao: 20/07/2011

Os autores declaram inexisténcia de conflito de interesses na realizagéo deste trabalho / The authors declare that there was no confiict of interest in conducting this work

Este artigo esta disponivel online nas versdes Portugués e Inglés nos sites: www.rbo.org.br e www.scielo.br/rbort
This article is available online in Portuguese and English at the websites: www.rbo.org.br and www.scielo.br/rbort

Rev Bras Ortop. 2012;47(2):235-40



236

processo de reparagdo ossea tem sido objeto de estudo
em todo o0 mundo®.

Nem sempre a consolidacdo Ossea ocorre de forma
esperada, pode tornar-se irregular, com atraso na conso-
lidagdo, podendo levar ao aparecimento da pseudoartro-
se®, Nesse sentido, diferentes recursos terapéuticos tém
sido empregados visando acelerar o processo de repara-
¢do, assim como melhorar a qualidade da consolidagao
0ssea”. Desta maneira, estudos tém sido realizados para
se avaliar a influéncia da aplicagdo de correntes elétri-
cas, ultrassom e laser no processo de reparagio dssea’®.

Tendo em vista os aspectos acima introduzidos, o
presente estudo tem como objetivo analisar, por meio
de ensaios mecanicos e exames radioldgicos, os efeitos
da radiagdo /aser de baixa poténcia de arseneto de gélio
(AsGa — 904nm) no reparo 6sseo de fraturas de tibias
em ratos Wistar.

MATERIAIS E METODOS

O projeto para esta pesquisa foi aprovado pelo Co-
mité de Etica em Experimenta¢io Animal da Universi-
dade de Uberaba — UNIUBE, em reuniao de 17/09/2009
(Oficio CEEA 141/2009).

Para este estudo foram utilizados 40 ratos da linha-
gem Wistar, com massa corporal média de 247,1 + 32,87
gramas e 45 dias de vida.

Os animais foram divididos em quatro grupos experi-
mentais contendo 10 animais cada: grupo controle (GC),
sem fratura; grupo experimental II (GE II): os animais
sofreram fratura de tibia direita por meio cirurgico e
nao receberam tratamento até o dia da eutanésia; grupo
experimental III (GE III): os animais sofreram fratura
de tibia direita por meio cirtirgico, foram tratados com
laser AsGa (arseneto de galio — 904nm) com dose de
10J/em?; grupo experimental IV (GE IV): os animais so-
freram fratura de tibia direita por meio cirurgico e foram
tratados com laser AsGa (arseneto de galio — 904nm)
com dose de 15J/cm?.

Antes do procedimento da fratura, os animais foram
anestesiados com tiopental sédico com dose de 0,1mg
para cada 100 gramas de massa corporal do animal e
foi realizada a tricotomia da regido anterior da perna e
assepsia do local com polivinilpirrolidona-iodo 1%. Os
animais receberam como antibioticoterapia aplicagdes
de ampicilina (0,02mg/100g do animal), via intramuscu-
lar, de 12 em 12 horas, iniciando um dia antes ao dia da
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realizacdo das fraturas e perdurando até sete dias apos
a realizagdo das mesmas.

Para atingir a tibia, foi realizada uma incisdo cirurgia
de aproximadamente 1c¢m na regido anterolateral; deu-se
inicio a fratura na regido do ter¢o proximal a médio da
tibia por perfuragdo e a finalizagao da fratura foi realiza-
da por meio de lamina de bisturi utilizada para “serrar”
a tibia até que esta fosse dividida em dois fragmentos.

Apos a fratura, a tibia foi estabilizada com agulha
de 30mm por 0,8mm (Figura 1), a qual foi utiliza-
da como haste intramedular. A partir do dia em que
as fraturas foram realizadas, os animais receberam
aplicagdes de Ketofen® (0,02mg/100g do animal), via
intramuscular, de 24 em 24 horas, por trés dias apods
a realizac¢do das fraturas, sendo utilizado como anti-
-inflamatorio e analgésico.

Os animais dos grupos experimentais III e IV foram
submetidos a 22 sessdes de aplicacdo de laser arseneto
de galio (AsGa-904nm), com aparelho Laserpulse Spe-
cial Diamond IBRA-LC904, com poténcia de 30mV, em
dias alternados. O /aser foi irradiado, pontualmente, em
trés pontos: na face anterior da perna sobre o foco da
fratura, sendo um ponto no local da fratura, outro ponto
Icm acima e outro ponto 1cm abaixo (Figura 2).

Para controle radiologico e avaliagdo da evolugao do
reparo 6sseo foram realizadas radiografias logo apos a
fratura, e no 15° 30° e 45° dias do periodo pos-fratura
realizadas com equipamento odontolégico Dabi Atlante
Spectro 70X na incidéncia perfil, com filme coloca-
do abaixo da regido lateral da tibia, e com distancia
colimador-perna de 8cm. Para a realizagdo das radio-

Figura 1 — Tibia estabilizada com agulha utilizada como haste intrame-
dular. Fonte: Universidade de Uberaba.
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Figura 2 — Aplicacéo do /aser arseneto de galio (AsGa) na pata direita
do animal. Fonte: Universidade de Uberaba.

grafias, os animais foram anestesiados com associag¢ao
de 0,2mg/100g de cloridrato de xilazina e 0,2mg/100g
de cloridrato de cetamina via intramuscular.

No 46° dia, os animais foram submetidos a eutanasia,
utilizando-se tiopental sdédico com dose de 2mg para
cada 100g de massa corporal do animal. As tibias foram
dissecadas, as agulhas simulando hastes intramedulares
retiradas e os ossos foram congelados a —27°C para pos-
terior procedimento de ensaio mecénico. Para o ensaio
mecanico, os ossos foram descongelados em 24 horas,
permanecendo em refrigerador comum e mantidos em
solucdo salina até o momento do teste, conforme des-
crito por Pessan et al®.

Os ossos foram posicionados em um acessorio para
a execucao de ensaio mecanico destrutivo de flexdo em
trés pontos, de maneira que a forga imposta ao osso foi
aplicada perpendicularmente ao foco da fratura.

Para este ensaio foi utilizada a Maquina Universal
de Ensaio EMIC® modelo DL-3000 pertencente ao

Figura 3 — Tibia fraturada sendo submetida ao ensaio mecénico de
flexdo em trés pontos. Fonte: Universidade de Uberaba.

Laboratério de Pesquisa em Materiais Odontologicos
da Universidade de Uberaba, equipada com uma célula
de carga Kratos® de 50kgf de capacidade. A maquina
¢ ligada a um microcomputador equipado com um
software capaz de captar os valores de carga e defor-
magdo durante os ensaios. Dentre os parametros do
ensaio, foi padronizada uma velocidade de descida de
0,2mm/min. A forga aplicada e o deslocamento foram
monitorados e registrados por meio de um software
proprio do equipamento, que forneceu também a curva
for¢a-deformacao para cada ensaio (Figura 3).

O valor resultante de for¢a méaxima (N) foi registra-
do e foi o pardmetro considerado para este trabalho.

RESULTADOS

As Figuras 4, 5 e 6 correspondem a imagens radio-
graficas das tibias direitas realizadas logo apds cirurgia
para obtengdo da fratura (A), e no 15° (B), 30° (C) e
45° (D) dias.

Figura 4 — Radiografias com incidéncia em perfil do grupo experimental Il (GE Il), sendo (A) logo apds a fratura, (B) no 152 dia, (C) no 30 dia e (D)

no 45° dia. Fonte: Universidade de Uberaba.
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(D) no 45¢ dia. Fonte: Universidade de Uberaba.
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Figura 5 — Radiografias com incidéncia em perfil do grupo experimental lll (GE IIl), sendo (A) logo apds a fratura, (B) no 152 dia, (

[ [

) no 302 dia e

Figura 6 — Radiografias com incidéncia em perfil do grupo experimental IV (GE IV), sendo (A) logo ap6s a fratura, (B) no 152 dia, (C) no 302 dia e

(D) no 45¢ dia. Fonte: Universidade de Uberaba.

Percebe-se por meio das radiografias realizadas no 15°
dia até a realizada no 452 dia a formacao de calo 6sseo em
torno da regido da fratura, em todos os grupos estudados,
o qual aumentou gradualmente. Assim, sugere-se que teve
inicio o processo de consolidagao 6ssea, que € precedido
pela formagao de calo fibroso. Porém, ndo foi possivel,
por meio desta analise, qualificar e quantificar o proces-
so de reparo 6sseo comparando os diferentes grupos. Os
dados da Figura 7 apresentam os resultados da média + DP
dos valores das forgas maximas (N) obtidas no ensaio me-
canico de flexdo em trés pontos para cada grupo estudado,
com os respectivos desvios padrao em cada grupo.

Verifica-se, por meio da andlise, que houve diferenca
estatistica significativa ao comparar os valores das médias
de forga maxima (N) entre os grupos experimentais € o
grupo controle, evidenciando uma fratura efetiva. Ainda
que realizada a estimulacdo com laser, os valores obti-
dos pelos grupos experimentais III e IV, comparados ao
GC, indicaram que os 0ssos ndo retornaram ao nivel de
resisténcia encontrada nos ossos ndo submetidos a fratura.

Houve diferenca estatisticamente significativa entre
os grupos experimentais (GE II, GE III e GE 1V), sendo
os valores das médias das for¢as maximas (N) do grupo
experimental IV, maiores.
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PARAMETRO BIOMECANICO FORGA MAX.(N)
Grupos GC GE Il GE I GE IV
Média 51,6 17,28 16,7 30,38
D. Padrao 7,95 7,8 12,2 7,81
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Figura 7 — Comparativo da média das forcas maximas (N) entre os
grupos. O simbolo ¢ representa diferenga estatisticamente significativa
entre os grupos experimentais Il, Ill e IV (GE Il, GE lll e GE V) versus
grupo controle (GC); o simbolo ¢ representa diferenca estatisticamente
significativa entre o grupo experimental Il (GE Il) e grupo experimental
Il (GE 1lI) versus grupo experimental IV (GE V).
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DISCUSSAO

Para a realizacgdo deste estudo foram escolhidos como
animais experimentais ratos da linhagem Wistar, por
serem animais de facil manuseio, baixo custo, necessitam
de menos espaco e pela facilidade em adquirir por
meio do biotério da Universidade de Uberaba. Foram
escolhidos ratos machos para evitar as alteracdes Osseas
geradas pelos hormonios sexuais femininos e manter
um padrao de controle de aumento de massa corporal e
crescimento linear e em espessura da tibia?.

Os 0ss0s, por serem responsaveis juntamente com
os musculos pela sustentagdo, movimentacao e prote-
¢do de orgdos vitais, estdo constantemente sujeitos a
esforcos de tragdao, compressao, tor¢ao e flexao, sendo
que, na maioria das vezes, suportam uma combinacao
desses esforcos, o que torna util e necessario o co-
nhecimento sobre suas propriedades mecanicas para
avaliagdo de sua integridade®.

Desde as observagdes de Galileo Galilei, tem-se
assumido que a arquitetura 6ssea € influenciada pela
tensdo mecanica associada a sua fungdo, e, a partir do
século XIX, essa relacdo entre estrutura e fungdo passou
a ser conhecida como lei de Wolff, que tem seus prin-
cipios baseados no conceito de que hd uma correlacao
entre os padrdes de alinhamento trabecular e as diregdes
de tensdes que ocorrem na fungdo®.

Sabe-se que medidas de densidade e for¢a mecanica
sdo importantes caracteristicas quando avaliado o teci-
do 6sseo. As diretrizes propostas pelo FDA (Food and
Drug Administration) sugerem mensurar nao somente a
densidade 6ssea e marcadores bioquimicos do turnover
0sseo, mas também a forga dssea por teste biomecanico,
teste que € reportado por diversos autores como uma das
formas de se avaliar a consolidagido 6ssea.

Durante o ensaio mecanico de flexdo de trés pon-
tos, a deformacao na qual a forca e o deslocamento sao
proporcionais fornece uma curva linear, denominada
fase elastica da deformacao. Esta deformacgdo nao ¢é
permanente, o que significa que quando a carga aplica-
da ¢ retirada, o material retorna a sua forma original e
permanece nao lesado. A partir dai, se a forga continuar
a ser aplicada (for¢a maxima), ocorre uma deformacao
permanente (fase plastica), que, por uma perspectiva
atdmica, corresponde a quebra de ligacdes entre trabécu-
las vizinhas; ¢ mesmo com a remocao da for¢a eles nao
retornam a sua posicao original, conduzindo a lesdes
estruturais e, consequentemente, a fratura 6ssea!?),

Neste trabalho, o ensaio mecanico de flexdo em trés
pontos apresentou-se suficiente para a analise proposta,

por ser um ensaio de facil aplicagdo e amplamente uti-
lizado no meio cientifico.

Virios estudos reforcam o sucesso da terapia laser
de baixa poténcia no tratamento de fraturas!'"!”, Porém,
apesar dos resultados positivos encontrados, os estudos
utilizam tipos de aparelhos para emissdo de radiagdo
laser com diferentes comprimentos de onda, além de
apresentarem doses e duracdo de tratamentos muito di-
ferentes, dificultando a comparacdo dos mesmos e a
padronizacdo de um protocolo de tratamento.

As doses de 10J/cm? e de 15J/cm? foram escolhi-
das com base em estudos encontrados na literatura,
sendo valores mais encontrados ou préoximos aos mais
encontrados!!317),

Foi fixado um tempo de tratamento total de 45 dias,
em dias alternados, por ser o tempo médio necessario para
consolidagdo do tipo de fratura de tibia realizada neste
trabalho!'® e por meio do estudo piloto previamente reali-
zado com diferentes tempos de tratamento, em que, no 45°
dia foi observada melhor qualidade de consolidag@o dssea.

A avaliagdo biomecanica foi realizada por meio da
comparacdo do parametro forga maxima (N), evidencian-
do efeitos positivos no reparo das fraturas tratadas com
radiacdo laser com dose de 15J/cm? no tempo estudado,
sendo favoraveis para facilitagdo da formagao do calo
fibroso e, consequentemente, para facilitagdo do reparo
tecidual 6sseo. Estes resultados vém de encontro aos ob-
servados por Liriani'®, que verificou um valor maior de
forca méaxima (N) no grupo tratado com radiacao laser em
relagdo ao grupo de animais fraturados e ndo irradiados.

Por outro lado, a radiacdo laser com dose de 10J/cm?
ndo mostrou efetividade em acelerar o processo de repa-
ro 0sseo em fratura de tibias de ratos, pois os valores de
forca méaxima (N) obtidos no ensaio mecanico de flexdo
em trés pontos nao foram diferentes estatisticamente aos
valores obtidos pelo grupo GE II.

Pinheiro et al'® encontraram efeitos positivos no
realinhamento 6sseo apos irradiagdo com /aser infra-
vermelho de AsGaAl (830nm) e sugerem, baseados em
trabalhos anteriores!”, que células mesenquimais nio
diferenciadas foram bioestimuladas positivamente para
se tornarem osteoblastos que mais rapidamente se tor-
naram osteocitos. Os mecanismos bioldgicos envolvidos
na melhora do crescimento do tecido 6sseo irradiado por
laser de baixa poténcia ainda ndo sdo claramente enten-
didos. A hipotese defendida por Freitas®”), corroborada
por outros trabalhos, ¢ de que a energia do laser possa
excitar as porfirinas e os citocromos (que sdo cromoforos
intracelulares) e, desta maneira, induzir um aumento da
atividade celular e consequente aumento da concentragao
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de ATP, liberando calcio. Essas alteragdes morfologicas
que ocorrem na estrutura 6ssea apds a exposi¢ao a ra-
diagdo laser podem vir a explicar o aumento da forca
méxima (N) no grupo tratado com 15J/cm?, pois, com
facilitacdo do realinhamento 6sseo, maior nimero de
células bioestimuladas em ostedcitos e aumento na
concentragdo de ATP e calcio, os ossos provavelmente
suportaram uma maior carga imposta a sua estrutura
durante o ensaio mecanico de flexdo em trés pontos.

O intervalo de 15 dias entre cada radiografia foi utili-
zado neste trabalho para analisar a evolug@o do processo
de consolidacao 6ssea das fraturas, simulando a pratica
clinica de avaliacdo do reparo 6sseo de fraturas.

A analise radiografica demonstrou formagdo de calo
6sseo em todos os ossos fraturados, independente de ser
um grupo irradiado ou ndo. Porém, esta analise ndo foi su-
ficiente para quantificar o processo de reparo 6sseo compa-
rando os diferentes grupos, visto que todos os grupos apre-
sentaram a formacao de calo 6sseo de maneira semelhante.

Sugerem-se novos estudos analisando as demais pro-
priedades mecanicas como deflexao (mm) e rigidez (N/m)
do osso, assim como analise da densidade 6ssea, que po-
dem complementar os resultados encontrados neste estudo.

Finalizando, acreditamos na necessidade de mais es-
tudos sobre os efeitos da terapia [aser de baixa poténcia
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