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RESUMO

Laser de baixa intensidade tem sido utilizado como agente fisico em varias areas das ciéncias
médicas, como para reparo 0sseo e tecidual. Entretanto, pouco se sabe sobre seus efeitos em
condi¢des adversas como a supressdo de carga e osteopenia. Com a hipotese de que o laser
Ga-Al-As acelera o processo de consolidacdo Ossea, foi objetivo deste estudo avaliar a
densidade mineral 6ssea (DMO), em osteotomias transversais incompletas em tibias de ratos
Wistar, adultos, tratados com laser terapéutico de baixa poténcia em trés diferentes grupos:
Gl (n=10), referéncia 15 dias; G2 (n=10), suspenso pela cauda e, concomitantemente,
tratados com laser por 12 dias; G3 (n=10), suspenso pela cauda por 36 dias sendo que, apds o
21° dia, iniciou-se tratamento com laser por 12 dias. A tibia direita foi tratada com laser ¢ a
esquerda serviu de controle. O laser utilizado foi de Ga-Al-As, DMC - Flash Lase III®, com
comprimento de onda 830nm, 100 mW, 4J, 140 J/cm?, 40s de aplicagdo em 12 sessoes.
Utilizou-se densitdémetro DPX-Lunar™, com programa computacional para pequenos animais,
e a analise da DMO foi feita no osso todo e na regido da osteotomia. Os resultados ndo
demonstraram eficacia da terapia laser no processo de reparagdo dssea, tanto nos animais do
grupol, quanto nos do grupo 2 e 3. Conclui-se que ou o laser de baixa poténcia nao teve uma
atuacdo eficaz ou os efeitos da terapia laser se manifestaram ndo so6 no local da irradiacdo
como também a nivel sistémico.

Palavras-chave: Densitometria 0ssea, ratos, simulagdo de auséncia de peso, terapia a laser de
baixa poténcia.

LASER THERAPY ON BONE REPAIR OF RATS SUBMITTED
WEIGHTLESSNESS

SUMARY

Low-intensity laser has been used as a physical agent in various fields of medical sciences
such as bone and tissue repair. Meanwhile little is known about its effects in adverse
conditions such as abolition of load and osteopenic. With the assumption that the laser Ga-
Al-As accelerates the process of bone consolidation, goal of this study was to evaluate bone
mineral density (BMD) in incomplete transverse osteotomies of tibia in adult rats, treated
with low power laser therapy in three different groups: G1 (n = 10), reference 15 days; G2
(n=10), suspended by the tail and, accordingly, treated with laser for 12 days; G3 (n = 10),
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suspended by the tail by 36 days and that after 21 days, there was laser treatment for 12 days.
The right tibia treated with laser and left served as control. The laser was used to Ga-Al-As,
DMC - Flash Lase® I, with wavelength 830nm, 100 mW, 4J, 140 J / cm 2, 40s of application
in 12 sessions. It was used densitometer-Lunar DPX®, with computer program for "small
animals", and the analysis of BMD was made in the bone throughout the region and the
osteotomy. The results showed no efficacy of laser therapy in the process of bone repair,
both in animals of group 1, as in group 2 and 3. It follows that either the low-power laser
was not an effective performance or the effects of laser therapy is not only manifested at the
site of irradiation as well as the systemic level.

Key words: Bone densitometry, mice, weightlessness simulation, low intensity laser therapy.

LASER TERAPEUTICO EN REPARACION DE HUESO DE RATONES
SOMETIDOS A LA AUSENCIA DE CARGA

RESUMEN

Laser e baja intensidad se ha utilizado como agente fisico en diversos campos de las ciencias
médicas, para reparar huesos y tejidos. Mientras tanto, poco se sabe sobre sus efectos en
condiciones adversas como la supresion de la carga y osteopenia. En el supuesto de que el
laser Ga-Al-As acelera el proceso de consolidacion dsea, el objetivo de este estudio fue
evaluar la densidad mineral 6sea (DMO) en osteotomias transversal incompletas de la tibia de
ratones Wistar, adultos, tratados con la terapia laser de baja potencia en tres diferentes
grupos: Gl (n = 10), la referencia 15 dias; G2 (n = 10), suspendido por la cola y, en
consecuencia, tratados con laser durante 12 dias, G3 (n = 10), suspendido por la cola durante
36 dias, mientras , que después de 21 dias, se inici6 tratamiento con laser durante 12 dias. La
tibia derecha fue tratada con el laser y la izquierda sirvido como control. El laser utilizado fue
Ga-Al-As, DMC - Lase Flash® II1, con longitud de onda de 830nm, 100 mW, 4J, 140 J / cm?,
40 segundos de aplicacion en 12 sesiones. Se usé el método de densitometro Lunar DPX",
con el programa de ordenador para los pequefios animales, y el analisis de la DMO se hizo en
el hueso todo y en la regién de osteotomia. Los resultados no mostraron la eficacia de la
terapia con laser en el proceso de reparacion dsea, tanto en animales de grupo 1, como en los
grupos 2 y 3. Se concluye que o bien el laser de baja potencia no tuvo un desempefio eficaz o
los efectos de la terapia con laser no s6lo se manifiestan en el lugar de la irradiacion, asi
como el nivel sistémico.

Palabras-clave: densitometria dsea, ratones, simulacion de la falta de peso, terapia con laser
de baja potencia.

INTRODUCAO

Os ossos sdo estruturas resistentes e rigidas que apesar do aspecto inerte, crescem,
remodelam-se € mantém-se ativos durante toda a vida do organismo. Quando lesados, como
ocorre nas fraturas, sdo capazes de reparacdo, fendmeno que demonstra sua permanente
vitalidade (1). Em condi¢des normais a maioria das fraturas ndo apresenta problemas de
consolidagdo, porém existem situacdes em que o processo de reparo pode ser acelerado,
assegurando rapido retorno da fun¢ao musculo-esquelética (2).

Diante da perspectiva de acelerar o reparo 0sseo, varias intervengdes fisicas tém sido
estudadas, como o ultrassom, campos elétricos e o laser terapéutico de baixa poténcia, com a
finalidade de estimular a consolidacdo de fraturas, acelerando a osteointegragdo ou
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osteogénese. As aplicagdes desses estudos também podem ser uteis, em situacdes que
acarretem um aumento da fragilidade Ossea, aumentando a incidéncia de fraturas, como
acontece em pacientes acamados, imobilizados, com restrigdes a deambulagdo e ainda em
astronautas no espaco, que venham a desenvolver a osteopenia e osteoporose (2-4).

Diversos autores afirmam que a aplicagdo do laser terapéutico de baixa poténcia
(LLLT) pode acelerar a formagao 0ssea, sendo que tal afirmagdo se deve ao incremento da
atividade osteoblastica (5-6), da vascularizagdo (7), da organizacao de fibras colagenas (8) e
pelo incremento nos niveis de ATP (9).

Para Marino (6) e Ohshiro (10), o laser também apresenta efeitos sistémicos, por meio
de mediadores metabodlicos liberados na circulagdo, atingindo areas distantes do local de
aplicagdo. Segundo Mikail & Pedro (11), o efeito sistémico ¢ atingido quando irradiada a
corrente sangiiinea com comprimentos de onda entre 633 e 890 nm, visando ao tratamento de
areas distantes ao local em que foi aplicado, porém esse efeito parece ser controverso.

O processo de reparacao 6ssea pode ser estudado e compreendido por meio de métodos
qualitativos como Raios X e quantitativos como Absorciometria radiografica (AR), Ultra-
sonografia quantitativa (USQ), Tomografia computadorizada quantitativa (TCQ) e
Absorciometria por Raios X de dupla energia (DXA) (12).

O objetivo deste estudo foi observar densitométricamente os efeitos do laser sobre o
processo de consolidagdo de osteotomias incompletas, em tibias de ratos submetidos a
auséncia de carga.

Até o momento ndo ha registros de estudos sobre os efeitos do laser em animais
submetidos a ambiente de auséncia de carga, tais como viagens espaciais, pacientes acamados
e imobilizados, que possam desenvolver a osteopenia por desuso.

MATERIAL E METODOS

Ap6s aprovacdo deste trabalho pela comissdo de ética na experimentagdo animal
(CEEAE), que adota os principios éticos da COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentagao
Animal) foram utilizados 30 ratos, machos, adultos (Rattus norvegicus albinus), da racga
Wistar, de massa corporal média (395 + 36 g), provenientes do biotério da Unesp de
Aragatuba-SP, distribuidos aleatoriamente conforme Figura 1. Estes permaneceram no
biotério do laboratério de Biofisica da mesma Universidade, em gaiolas de polipropileno
padrdo, agrupados em numero de 3 a 4 animais, mantidos em ambiente higienizado com
iluminacdo em ciclo claro/escuro de 12 horas, recebendo 4dgua e racao balanceada (Ragdes e
Concentrados Primor®) ad libitum.

Os animais foram anestesiados com uma combinagdo de cloridrato de ketamina (100
mg/Kg) e xilazina (10 mg/Kg) aplicados intraperitonealmente. Em seguida, foi realizada a
tricotomia da pele sobre a superficie cranio-medial dos membros pélvicos direito e esquerdo.
Na seqiiéncia, os animais foram mantidos permanentemente na posi¢do supino, com ambos
os membros em rotacdo externa de quadril e triplice flexdo (quadril/joelho/tornozelo).

Ap0s antissepsia com solugdo de polivinil pirrolidona iodo, foi realizada incisdo da pele
no sentido longitudinal, a fiscia miotendinea e os musculos do quadriceps (reto femural,
vasto intermédio, vasto lateral e vasto medial) foram dissecados. Em ambas as tibias, as
fraturas incompletas foram obtidas por meio de osteotomias parciais transversais na regiao do
terco médio da diafise (cranio-medial), utilizando-se uma broca odontoldégica de ago comum
para contra-angulo, cilindrica, de 22 mm de comprimento, n°6, acoplada a motor de baixa
rotagdo de uso odontoldgico, promovendo-se ao final um defeito o6sseo retangular de 4x2
mm, na superficie medial, com preservagao do peridsteo lateral. Durante todo o periodo de
realizacdo das osteotomias, as tibias foram irrigadas com soro fisioldgico. Finalizando, o
tecido muscular foi aproximado com ponto simples separado, utilizando fio absorvivel
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poliglactina 910 n° 4-0 e a pele foi suturada, utilizando-se ponto simples separado, com fio de
seda montado em agulha 4-0 e feito a limpeza local com polivinil pirrolidona iodo.

Grupos
Grupo 1 -
Referéncia Grupo 2 - Grupo 3 -
Lo 10 animais 10 animais
10 animais
Lado E Lado D Lado E Lado D Lado E
Lado D Cirurgia Cirurgia + Cirurgia + 21 dias 21dias susp.
Cirurgia + Laser] 9 suspensao + suspensao suspensao + + cirurgia
s/ Laser .
Laser s/ Laser cirurgia + Laser s/ Laser
. . . . 21+15= 21+15=
15 dias 15 dias 15 dias 15 dias . .
36 dias 36 dias

Figura 1. Representagdo esquematica dos grupos experimentais.

No pds-operatdrio os ratos receberam uma dose de 2,5mg/kg de flunixina meglumine
via subcutanea a cada 12 horas, por um periodo de trés dias. Como profilaxia antimicrobiana
foi administrada uma tnica dose de Pentabidtico Veterinario (benzilpenicilina benzatina
600.000UI, benzilpenicilina procaina 300.000UI, benzilpenicilina potassica 300.000UI,
sulfato de dihidroestreptomicina 250mg e sulfato de estreptomicina 250mg) por via
intramuscular, na dose de 0,1ml para cada 100g de peso corporeo do rato.

Para o processo de instalagdo da suspensdo, os animais do grupo 3 foram anestesiados
com uma aplicagdo intramuscular de ketamina e xilazina na dose de 30 mg/kg e 3 mg/kg,
respectivamente. Os demais grupos ja estavam anestesiados para a cirurgia da tibia.

A suspensdo pela cauda foi realizada de acordo com Vicentini et al. (4), porém com as
seguintes adaptagdes: a cauda do animal foi lavada com sabonete liquido antisséptico e
substituida a tintura de Benjoin por Polivinil pirrolidona iodo topico.

Apds os procedimentos de preparacdo da cauda foi aplicado flunexina meglumina,
subcutaneo na dose de 2,5 mg/kg. Esta aplicagao foi realizada a cada 12 horas por um periodo
de trés dias.

A estrutura da gaiola permitiu aos animais movimentagdo com os membros toracicos,
mantendo os membros pélvicos suspensos sem apoio no piso da gaiola ou nas paredes laterais,
permanecendo os animais, visualmente inclinado por aproximadamente 30 graus em relagao
ao assoalho.

Apenas a tibia direita dos animais pertencentes aos trés grupos foi tratada com LLLT. O
aparelho utilizado foi um modelo portatil de Laser DMC® Ga-Al-As, com comprimento de
onda de 830nm, emissdao continua, poténcia de saida de 100 mW, dose de 4J, fluéncia de 140
J/em?, com tempo de aplicagdo de 40 segundos em 12 sessdes. As tibias do lado esquerdo
serviram de controle.

A aplicagdo de laser iniciou-se no primeiro dia apds a cirurgia, totalizando 12 sessdes.
As aplicagdes foram executadas de forma padronizada a cada 24 horas, com intervalo de um
dia apos seis sessoes consecutivas, como mostra a Figura 2. Para a realizagdo do tratamento,
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os animais foram mantidos em contensor ¢ as irradiagdes foram realizadas por meio da
técnica puntual, fotoestimulando um ponto sobre a pele do animal, na regido mais central a
incisdo. No 16° dia de pds-operatorio, os animais foram eutanasiados com dose excessiva de
Pentobarbital sédico (100mg/kg), intravenoso para analise densitométrica das tibias.

DIAS
0 1 6 T 8 13 14 15
cirurgia LLLT:1* 6° intervalo T7° 12¢ intervalo  eutanasia
sessdo  sessdo Sess3o 25530

Figura 2: Esquema do tratamento com Laser aplicado aos grupos experimentais.

A densitometria 6ssea (DXA) foi o critério de avaliagdo selecionado, por ser um
método quantitativo e o mais utilizado para avaliagdo das alteragdes na densidade Ossea,
especialmente para confirmagdo da osteoporose. As tibias foram desarticuladas, dissecadas,
identificadas e, no mesmo dia do sacrificio, realizadas as andlises densitométricas por
absorciometria de raios X de dupla energia (DXA), utilizando-se densitdmetro modelo DPX-
ALPHA LUNAR?’, com “software” especial para pequenos animais, com alta resolugio.

Os ossos foram submersos em um recipiente plastico contendo adgua a 2cm de
profundidade, alinhados corretamente e, em seguida, escaneado como um todo.
Posteriormente, as imagens capturadas foram analisadas obtendo-se os valores de darea,
contetido mineral 6sseo (CMO) e densidade mineral 6ssea (DMO). A densidade mineral
ossea, obtida em g/cmz, foi medida em toda a tibia e, mais especificamente no ter¢o médio,
abrangendo o ponto mais proximal da fratura.

Os dados obtidos na densitometria 6ssea foram analisados com o programa GraphPAd
Instat 3® , utilizando-se a analise de variancia (ANOVA) para comparacdo simultdnea dos
grupos. A andlise de Tukey-Kramer foi utilizada para verificar a existéncia de diferenca
significativa entre os grupos precisando o nivel de significancia. O nivel de significancia
utilizado foi de 5% em todas as analises (p < 0,05).

RESULTADOS

A DMO do osso todo, obtida nas amostras das tibias irradiadas no grupo 1 mostrou-se
significativamente maior (p < 0,01) que ambas as tibias do grupo 3. Semelhantemente,
quando comparadas as tibias nao irradiadas do grupo 1 com ambas as tibias do grupo 3,
observou-se que também houve uma diferenca bastante significativa (p < 0,05). As tibias ndo

> LUNAR™, processo Fapesp n. 04/13264-7
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tratadas do grupo 2 também apresentaram DMO significativamente maior (p < 0,05) que no
grupo 3 que recebeu tratamento com laser (Tabela 1).

Tabela 1 - Valores da média e desvio padrao da DMO (g/cm?) observadas no 0sso
todo de ratos nos diferentes grupos.

DMO
Grupos D E
Gl 0,200 + 0,018 0,191 + 0,021?
G2 0,187 0,026 0,182 + 0,033*¢
G3 0,156 + 0,022° 0,154 +0,021°¢

Valores na mesma linha e coluna seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey (P>0,05).

A DMO analisada na regido da osteotomia ndo demonstrou alteragdes quantitativas
significativas entre os grupos (p = 0,0688) e esta representada na Tabela 2.

Tabela 2 - Valores da média e desvio padrao da DMO (g/cm?) observadas na regido
do defeito 6sseo de ratos nos diferentes grupos.

DMO
Grupos D E
Gl 0,164+ 0,012 0,155+0,018
QG2 0,164 £ 0,024 0,164 + 0,033
G3 0,150 + 0,028 0,153 + 0,029

Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos e lados
(ANOVA - Tukey (P>0,05)).

DISCUSSAO

A suspensao pela cauda, que coloca os membros pélvicos em uma condi¢do de auséncia
de carga e permite o desenvolvimento de significativa diminui¢do de massa éssea, tem sido
analisada por meio de ensaio mecanico (4,13-16), microscopia de fluorescéncia ossea (16) e
densitometria radiografica (4), porém sem a realizacdo até o momento de uma andlise
densitométrica (DXA).

No presente estudo, a analise densitométrica do osso todo evidenciou que o objetivo de
induzir uma diminuicdo de massa 6ssea foi alcangado, tendo de acordo com cada periodo de
suspensao uma alteracao decrescente da DMO.

A DMO obtida nas amostras das tibias tratadas e ndo tratadas do grupo 1, grupo que
nao passou pela suspensdo pela cauda, mostrou-se significativamente maior que ambas as
tibias do grupo 3, grupo que permaneceu suspenso pela cauda por 36 dias. Conforme explica
Kaplan et al. (17), para que haja um aumento na DMO, ¢ necessario que ocorra a realiza¢dao
de exercicios, a presenga de cargas e até o tratamento com certos agentes terapéuticos. No
presente estudo, ocorreu o inverso do que explica Kaplan et al. (17), houve um decréscimo na
DMO do grupo 3, causado especialmente pela auséncia de carga e mobilidade diminuida.

Dessa forma, observou-se que o grupo 1, que realizou movimentagcdo ativa com 0s
membros pélvicos, garantiu a atua¢do das descargas mecanicas aos 0ssos e ainda foi irradiado
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com laser, diferentemente do grupo 3 que apenas foi irradiado com laser, o que explicaria a
diminuic¢ao nos valores da DMO.

Cabe destacar, que pela analise densitométrica do osso todo, o periodo de 36 dias pode
servir de modelo para se avaliar as modifica¢des Osseas advindas com o envelhecimento onde
se tém alteracdes na microarquitetura.

Quando analisada a regido do defeito 6sseo, ndo se observou alteragdes significativas
capazes de diferenciar os grupos entre si.

E importante salientar que os defeitos cirargicos realizados em outros estudos com laser
tinham comprimento reduzido em relacao aos defeitos criados no presente trabalho (8,18-19).
O tamanho reduzido dos defeitos poderiam entdo justificar o melhor reparo 6sseo observado
por estes autores. Neste trabalho os defeitos cirargicos tinham 4x2mm, que segundo Shimitz
& Hollinger (20) sao defeitos de tamanho critico, ou seja, de dificil reparacao. Melo (21), ao
realizar defeitos criticos de 4x2 mm, observou no grupo controle repara¢ao 6ssea de todas as
osteotomias realizadas nos animais.

Dessa forma, o resultado encontrado na analise densitométrica levantou o
questionamento de que, pelo fato de ser necessaria uma reparagao dssea bilateral, um efeito
sistémico tenha sido desencadeado pela acdo do laser, o que explicaria a similaridade no
resultado da DMO das tibias direita e esquerda. Para Ohshiro (10), Kitchen & Partridge (22),
Laakso et al. (23), Pinheiro et al. (24), a agdo do laser pode se manifestar ndo s6 no local da
irradiacdo como também sistemicamente devido a a¢do de mediadores metabodlicos liberados
na circulagdo, atingindo areas distantes do local de aplicagdo, entretanto, este efeito ainda ¢
controverso.

De acordo com Meirelles (25), outra possivel explicagdo para a similaridade dos
resultados encontrados na regido osteotomizada, ¢ que a andlise densitométrica deveria
idealmente ser mensurada de maneira volumétrica ou espacial (gramas por cm?) e ndo como €
atualmente expressa, em area ou superficie (gramas por cm?). Embora a densitometria seja
considerada técnica padrdao-ouro para medida de massa 6ssea em fun¢do de sua precisdo, a
analise realizada de maneira volumétrica fornece uma imagem tridimensional como na TCQ
que separa osso trabecular de osso cortical garantindo maior acurdcia por eliminar possiveis
artefatos como sombras ou sobreposicdo de imagens, permitindo avaliar melhor o defeito
0sseo € seu reparo.

Apesar de varios estudos destacarem o sucesso da terapia laser no tratamento de
fraturas (8,18,26-27), outros autores discordam completamente da atuagdo do laser
terapéutico para essa finalidade (28-30). Estes autores acima citados estudaram o calo dsseo,
porém com parametros e tempo de tratamento diferentes, o que dificultou a comparacao com
os valores do presente trabalho.

A anélise dos resultados ndo permitiu que os mesmos fossem confrontados com a
literatura, visto ndo ter sido encontrado trabalhos que relacionassem osso normal, osso
osteopénico, fraturas incompletas, laser terapéutico de baixa poténcia e densidade mineral
Ossea.

CONCLUSOES

Neste estudo, a andlise densitométrica ndo evidenciou aceleracdo no processo de
consolidagdo Ossea, em animais submetidos a laserterapia de baixa poténcia e auséncia de
carga. Tal fato sugere ou que o laser de baixa poténcia ndo influenciou o processo de reparo

0sseo ou que houve um efeito sistémico.

Data de Aprovacao da Comissao de ética para experimentagdao animal: 28/04/2006.
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