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Comparacao dos efeitos do laser de baixa
poténcia e do ultrassom de baixa intensidade
NO processo de reparo 0sseo em tibia de rato

Comparison of the effects of low-level laser therapy and low-intensity pulsed
ultrasound on the process of bone repair in the rat tibia

Poliani Oliveira', Evandro Sperandio?, Kelly R. Fernandes?, Fabio A. C. Pastor?, Keico O. Nonaka*, Ana C. M. Renno®

Resumo

Contextualizagao: Recursos eletrofisicos, como o ultrassom (US) e a terapia laser de baixa poténcia (LLLT), vém sendo cada vez mais
utilizados na pratica fisioterapéutica. Estudos sugerem que esses recursos sdo capazes de estimular a proliferagéo de osteoblastos e
a osteogénese no local da fratura, promovendo maior deposicao de massa 6ssea e acelerando o processo de consolidagdo. Objetivo:
Analisar os efeitos do US e da LLLT no processo de consolidagdo ¢ssea por meio das andlises biomecanica e histolégica do calo
6sseo. Métodos: Foram utilizados 30 ratos machos, distribuidos aleatoriamente em trés grupos: grupo controle fratura, sem tratamento
(GC); grupo fratura tratado com US pulsado com burst de 1,5 MHz, 200us, 1KHz, 30 mW/cm? (GUS) e grupo fratura tratado com laser
830nm, 100mW, 120J/cm? (GL). Foram realizados defeitos ¢sseos circulares com broca de 2 mm de diametro nas tibias dos animais.
Os tratamentos foram realizados a cada 48 horas, totalizando sete aplicagbes e, no 14° dia, os animais foram sacrificados. A tibia
direita foi designada para analise biomecanica, enquanto a esquerda, para andlise histolégica. Resultados: A andlise biomecanica
n&o mostrou diferenga estatisticamente significativa entre as propriedades biomecanicas do GC, GL e GUS. Na analise morfométrica,
tanto GUS quanto GL apresentaram area de osso neoformado estatisticamente maior em relagédo ao GC. No entanto, quando as
duas modalidades de tratamento foram comparadas, ndo foram encontradas diferencas estatisticas entre elas. Conclusdo: Ambos os
recursos utilizados neste estudo foram capazes de acelerar o processo de reparo ¢sseo em ratos.
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Abstract

Background: Electrophysical agents such as Ultrasound (US) and low-level laser therapy (LLLT) have been increasingly used in
physical therapy practice. Studies suggest that these devices are able to stimulate osteoblast proliferation and osteogenesis at the
fracture site, resulting in a greater deposition of bone mass and speeding up the consolidation process. Objective: The aim of this study
was to analyze the effects of US and LLLT on the bone healing process, through biomechanical and histological analysis of the bone
callus. Methods: A total of 30 rats were randomly allocated into three groups: control group fracture without treatment (GC); fracture
group treated with pulsed US, burst 1.5 MHz, 200us, 1KHz, 30 mW/cm? (GUS) and fracture group treated with laser 830nm, 100mW,
120J/cm? (GL). Bone defects were performed with a circular drill of 2mm in diameter in the animal’s tibias. The treatments were carried
out after surgery consisting of 7 applications every 48 hours. After 14 days the animals were sacrificed and the tibias were removed to
perform the analysis, being the right tibia designated for biomechanical analysis, while the left tibia for histological analysis. Results:
The biomechanical analysis showed no statistically significant difference between biomechanical properties of the CG, CL and GUS.
In morphometric analysis, both GUS and GL showed a significantly higher woven bone tissue area compared to the control group.
However, when the two treatment modalities were compared, there were no statistical differences between them. Conclusion: Both
devices used in this study were able to accelerate the bone healing process in rats.
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Efeitos do laser e do ultrassom no reparo 6sseo em tibias de ratos

Introducgao

O reparo ésseo é um processo regenerativo altamente com-
plexo que inclui a interagdo de uma série de eventos biolégicos,
como asintese ativa de genes e a agdo de um grande niimero de
células e proteinas, que determinardo a restauracédo da integri-
dade do tecido 6sseo'. No entanto, no decorrer desse processo,
podem ocorrer altera¢des que irdo culminar na deficiéncia da
regeneragdo e, consequentemente, no atraso da consolidacédo
e mesmo na ndo-unido dssea. Estima-se que, nos EUA, das 6,2
milhoes de fraturas que ocorrem anualmente, cerca de 10%
evoluem para a ndo-consolidagéo e para a pseudoartrose’.

Dentro desse contexto, varios avangos biofisicos e bioquimi-
cos tém sido estudados na tentativa de minimizar o tempo de
consolidagdo dssea e de diminuir a chance de possiveis complica-
¢Oes advindas do processo anormal de regeneracdo”. Dentre eles,
podem ser citados os efeitos de tratamentos, como a aplicacéo
de proteinas 6sseas morfogenéticas, materiais bioativos e o uso
de campos eletromagnéticos. Mais recentemente, vem se desta-
cando a utilizagdo do ultrassom (US) de baixa intensidade e do
laser terapéutico de baixa poténcia (LLLT)®.

A LLLT tem se destacado pelos seus efeitos positivos no
metabolismo dsseo e na consolidacéo de fraturas*®. Os efeitos
dessa terapia sdo relatados por diversos autores. Renno et al.* e
Stein et al.” mostraram um aumento significativo na prolifera-
¢éo de osteoblastos apés irradiacdo com laser 830 nm, 20 J/cm?
Além disso, o laser parece acelerar o processo de reparo da fra-
tura e causar aumento no volume do calo e densidade mineral
6ssea’. Pinheiro et al." mostraram que o laser (830 nm, 40 mW,
4,8 J/cm?) foi capaz de aumentar a quantidade de tecido dsseo
mineralizado em fraturas induzidas em fémures de ratos.

O US de baixa intensidade também é um recurso que vem
se destacando devido a seu grande potencial osteogénico'!. Va-
rios autores demonstraram a eficiéncia do US na aceleracgdo da
consolidacéo 6ssea apds uma fratura bem como no aumento
das propriedades biomecanicas do calo dsseo em ratos e
coelhos'*'%. Takikawa et al."” observaram em um estudo experi-
mental, que, apds seis semanas de tratamento, o US aumentou
significativamente o indice de consolida¢do em fraturas com
néo-unido 6ssea em comparagdo com o grupo controle. Esses
mesmos resultados foram encontrados por Sun et al.'* e Lirani-
Galvéo et al.’.

De acordo com o exposto acima, o US e a LLLT vém sur-
gindo como alternativas promissoras no tratamento de fra-
turas dsseas. Tais recursos, além de apresentarem um grande
potencial osteogénico, constituem métodos de tratamento
néo-invasivos e apresentam um custo relativamente baixo. No
entanto, existem controvérsias em relacdo aos melhores pa-
rametros a serem utilizados para a obtengdo de um resultado
eficaz no tecido dsseo apds a aplicagdo do US e da LLLT. Além

disso, estudos que comparam os efeitos dos dois recursos no
processo de consolidagdo sdo escassos na literatura. Dentro
desse contexto, este trabalho tem como objetivo verificar os
efeitos do US e da LLLT no processo de consolidagdo éssea em
ratos a partir da andlise biomecanica e da histoldgica.

Materiais e métodos

Foram utilizados, neste estudo, 30 ratos machos Wistar,
com peso entre 280 e 320g. Os animais permaneceram em con-
di¢des ambientais controladas (ciclo claro/escuro de 12/12 ho-
ras, ambiente higienizado, temperatura de 24+2°C e ventilagao
adequada), onde receberam ra¢do comum e dgua a vontade.
Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimen-
tacdo Animal da Universidade Federal de Sio Carlos (UFSCar),
Séo Carlos, SP, Brasil (Parecer 023/2006).

Os animais foram distribuidos, aleatoriamente, em trés
grupos (n=10): grupo controle com fratura (GC), os ratos foram
submetidos ao defeito dsseo, porém sem tratamento; grupo
laser (GL), os ratos foram submetidos ao defeito ésseo e foram
tratados com laser de120 J/cm? e grupo US (GUS), os ratos fo-
ram submetidos ao defeito dsseo e foram tratados com US.

Para a realizacio dos defeitos dsseos, os ratos foram anes-
tesiados, de acordo com o peso corporal, com uma mistura de
Ketamina (Unido Quimica Farmacéutica Nacional S/A, Brasil)
e Xilasina (Laboratérios Calier S.A, Brasil) (80/10 mg/Kg).
Tanto a tibia direita quanto a esquerda foram submetidas ao
procedimento cirtrgico. Apés anestesia, tricotomia e assepsia
da drea a ser operada, realizou-se uma incisdo na pele, na re-
gido medial, para expor a tibia. Com a ajuda de uma minifu-
radeira, com broca de 2,0 mm de didmetro, irrigada com soro
fisioldgico, foram realizados defeitos dsseos no ter¢o médio
da tibia (10 mm abaixo da articulagdo do joelho) (Figura 1).
Finalizando, o musculo e a pele foram suturados com fio de
nailon monofilamentar 4.0 e distancia de 1 cm entre os pontos,
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A: exposigdo do tergo médio da tibia apds a incisdo feita por um bisturi. B: realizagdo
do defeito 6sseo com broca de 2 mm de diametro. C: defeito 6sseo.

Figura 1. Fotos da cirurgia.
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e foi feita a limpeza local. Os animais foram mantidos com livre
acesso a dgua e comida até o momento do sacrificio.

Tratamentos

Laser de baixa intensidade

O aparelho utilizado foi um modelo portatil de Laser DMC,
THERALASE, versao 24, classe 3B, Ga-Al-As diodo, com compri-
mento de onda de 830 nm, emissdo continua, poténcia de saida
de 100 mW, densidade de poténcia de 3,57 W/cm?, drea do feixe
de 0,028 cm®, divergéncia de 1,5°. A aplicacéo foi realizada em
ambas as tibias, utilizando a técnica pontual em apenas um
ponto sobre a fratura, sendo a caneta do equipamento posicio-
nada perpendicularmente ao tecido. A fluéncia utilizada foi de
120 J/cm®, por 34 segundos, fornecendo 3.4] de energia.

Ultrassom de baixa intensidade

Foi utilizado um modelo portatil de US (marca Exogen,
Estados Unidos), modo pulsado com burst de 1,5 MHz, com
largura de pulso de 200us, frequéncia de repeticéo de pulso de
1 KHz e intensidade de 30 mW/cm? durante 20 minutos.

Ambos os tratamentos se iniciaram imediatamente apds
o procedimento operatdrio e no segundo, quarto, sexto, oi-
tavo, décimo e décimo segundo dias de pds-operatdrio, tota-
lizando sete aplicagdes em 14 dias. A aplicagédo foi realizada
em ambas as tibias.

Eutanasia

No décimo quarto dias apds o procedimento experimental,
os animais sofreram eutandsia por meio de uma dose letal de
anestésico, injetado por via intraperitonial. As tibias foram reti-
radas, e o tecido mole foi removido para posteriores andlises. A
tibia direita foi designada para andlise biomecénica, enquanto
a esquerda, para a andlise histoldgica. As andlises foram reali-
zadas com dez amostras de cada grupo.

Analise biomecanica

A anadlise biomecanica foi realizada por meio do teste de
flexdo de trés pontos, o qual foi realizado na tibia direita dos
animais de todos os grupos. Os ensaios biomecanicos foram
realizados na mdquina de ensaio universal Instron, modelo
4444, em temperatura ambiente. Para a realizacdo do teste,
foi utilizada uma célula de carga com capacidade maxima
de 1 KN e pré-carga de 5 N. Foi utilizado um suporte de me-
tal de 3,8 cm de comprimento, expondo somente 1,8 cm do
corpo de prova. As tibias foram posicionadas com a regido do

defeito voltada para baixo, de modo a submeter essa regido
a uma tragdo de acordo com o modelo utilizado no trabalho
de Lirani-Galvdo et al.’. A partir desse teste, foram obtidas
as seguintes varidveis: carga maxima (KN), resiliéncia (J) e
tenacidade (]J).

Andlise histologica

As tibias foram submetidas a descalcificacdo em solucédo
descalcificadora de MORSE (Citrato de Sédio a 20% e Acido
Férmico a 50% em partes iguais) e posteriormente processadas
em parafina. Os blocos de parafina foram cortados longitudi-
nalmente com espessura padronizada de 5,0 um, e laminas his-
tolégicas foram confeccionadas. Os cortes foram entédo corados
com Hematoxilina e Eosina (HE) para a andlise qualitativa e
com Tricomio de Masson (TM) para a morfometria. Cada ani-
mal foi representado por duas laminas histolégicas, cada uma
com uma série de, no minimo, trés cortes consecutivos.

A andlise histolégica qualitativa foi realizada por meio
de um microscépio de luz (Olympus, Optical Co. Ltd, Tokyo,
Japan). Foram consideradas as modificagées, como presenca
de osso neoformado, tecido medular, presenca de infiltrado
inflamatério e de tecido de granulacéo.

A morfometria da area de osso neoformado na regido do
defeito de cada animal foi mensurada com as laminas coradas
com TM utilizando um sistema de anélise de imagem Motican
5.0. As laminas foram observadas em duas dreas da regido cor-
tical do defeito, as quais foram selecionadas e nomeadas C1 e
C2, correspondendo as regides proximas a parede do defeito,
localizadas na érea cortical superior e inferior dele (Figura 2).
Nessa coloragdo, o tecido ésseo neoformado cora em azul,
sendo possivel mensurar toda a area de osso neoformado. As
areas foram registradas na objetiva de 10X. Depois de registra-
das, elas foram somadas, resultando no total da area de tecido
6sseo neoformado do defeito.

C1: campo 1; C2: campo 2. Coloragdo TM =40X.

Figura 2. Esquema da padronizagdo dos campos selecionados nos
cortes histolgicos para a morfometria.
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Analise estatistica

Os dados foram analisados estatisticamente por meio de
técnicas descritivas, tais como tabelas e graficos, na forma de
médias e desvios-padrdo. O teste de normalidade Shapiro-Wilk
foi utilizado para todas as varidveis e, na comparagéo entre os
grupos, o teste Kruskal Wallis foi utilizado. As anélises foram
realizadas no software STATISTICA, versdo 7.0. O nivel de sig-
nificancia foi de p=0,05.

Resultados :::.
Analise biomecanica

Na Tabela 1, apresentam-se as médias e desvios-padrédo
das propriedades biomecénicas de todos os grupos experi-
mentais. Pela andlise estatistica, ndo se observou nenhuma
diferenca significativa entre os trés grupos apds o perfodo de
14 dias.

Andlise histologica qualitativa

No GC, observou-se presenca moderada de tecido ds-
seo neoformado no interior dos defeitos. N&o se observou
presenca de processo inflamatério (Figura 3A). Nos grupos
tratados com LLLT e US, resultados semelhantes foram en-
contrados. Em ambos os grupos, observou-se grande quanti-
dade de tecido 6sseo neoformado, além da presenca de unido
extensa de trabéculas grossas definidas na maior parte da
regifio dalesédo (Figura 3B e 3C). Néo se observou presenca de
processo inflamatério. Além disso, os grupos tratados apre-
sentaram organizagdo tecidual superior ao GC.

Ana

ise morfométrica

Pode-se observar, na Figura 4, que o GL e o GUS apresen-
taram valores estatisticamente significativos da drea de tecido
6sseo neoformado quando comparados com o GC sem trata-
mento. No entanto, ndo se encontrou nenhuma diferenca na

comparacdo entre esses grupos.

Tabela 1. Propriedades mecanicas das tibias dos grupos experimentais
(média=DP).

Grupo  Carga maxima (KN)  Resiliéncia (J)  Tenacidade (J)
GC 0,064+0,020 0,029+0,012 0,057+0,011
GUS 0,056+0,012 0,022+0,010 0,034+0,013
GL 0,056+0,009 0,018+0,007 0,055+0,019
GC=controle fratura; GUS=ultrassom; GL=laser; n=10/grupo.
Morfometria
£ 350000 .
% 300000 - :
g 250000 -
EJ 200000 -
2 150000 -
_§ 100000 -
g 50000 -
= 0
GC GL GUS
Grupos
* p<0,05 vs. GC=controle fratura; GL=laser; GUS=ultrassom.

Figura 4. Média e desvio-padrdo da drea de 0sso neoformado dos
diferentes grupos experimentais.

*=Presenca de tecido dsseo neoformado. HE =100X. GC=controle fratura; GL=laser; GUS=ultrassom.

Figura 3. Defeito 6sseo do GC (A); GL (B) e GUS (C).
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Discussao

O presente estudo demonstrou, por meio das andlises his-
toldgicas, que tanto o laser terapéutico quanto o US de baixa
intensidade foram capazes de estimular o processo de reparo
6sseo ap6s a indugdo do defeito em tibias de ratos. No entanto,
nédo foram observadas diferencas significativas entre esses dois
recursos; ainda, ndo houve modificagdes nas propriedades me-
cénicas do calo 6sseo dos animais tratados.

Diversos estudos relatam que o laser é capaz de contribuir
para a aceleracdo do processo de reparacdo dssea. Merli et
al.'® encontraram resultados positivos apds aplicagdo de laser
(Ga-As-Al 670 nm, 15 mW) em defeitos dsseos. Apds 14 dias, os
autores encontraram um aumento da area de tecido ésseo ne-
oformado no grupo tratado com laser quando comparado ao
grupo controle. A aceleragdo do processo de reparacdo dssea
também foi encontrada em outros estudos, como o realizado
por Pretel et al.’® e Pinheiro et al.”’, utilizando o laser As-Ga-Al
(830 nm, continuo, 40 mW, 57, 6 J/cm?).

Resultado semelhante foi encontrado por Matsumoto
et al.”’, que utilizaram o laser Ga-As-Al, 735 nm, continuo,
16 J/cm? na reparacdo do defeito sseo na tibia de ratos, com
tratamento realizado de 48 em 48h por sete, 14 e 21 dias. Obte-
ve-se, como resultado, que o laser foi capaz de aumentar a area
de tecido 6sseo neoformado na regido do defeito dsseo apés 14
dias da cirurgia.

Os efeitos do US no processo de consolidacdo dssea tam-
bém tém sido amplamente investigados e, de acordo com di-
versos autores, esse recurso parece estimular o metabolismo
6sseo. Freeman et al.'® utilizaram a tomografia computadori-
zada para investigar os efeitos do US na remodelagéo durante o
reparo da fratura éssea no fémur de ratos. Foi encontrado que,
no grupo US, houve um aumento significativo na neoformacao
4ssea naregido da fratura. Ainda, Gebauer et al.”” evidenciaram
que o US 30 mW/cm?, 1,5 MHz foi eficaz para aumentar a resis-
téncia 6ssea em ratos diabéticos.

Apesar dos efeitos positivos do US e do laser, como esti-
mulagédo do processo de reparo 6sseo, encontrados na andlise
histolégica, nenhuma modificagdo biomecanica foi encon-
trada. Pode-se sugerir que o tempo pds-cirurgia nédo tenha
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