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Resumo

Introdução: Fraturas de difícil consolidação são comumente encontradas e 
associadas a altos índices de morbidade. O uso do Laser terapêutico de baixa 
potência tem sido estudado na tentativa de minimizar o tempo de consolidação 
óssea. Objetivo: Analisar os efeitos do Laser terapêutico de baixa potência, λ = 
660 nm, com fluências de 60J/cm² e 120J/cm2, em defeitos ósseos em tíbias de 
ratos. Métodos: Foram utilizados 30 ratos, distribuídos nos grupos: 1) controle, 
com defeito ósseo e sem tratamento; 2) defeito ósseo, tratado com Laser 660nm, 
30mW, fluência de 60J/cm²; 3) defeito ósseo, tratado com Laser 660nm, 30mW, 
fluência de 120J/cm². Os animais foram sacrificados 14 dias após o defeito ósseo, 
e as tíbias seguiram para análises histológicas e biomecânicas. Resultados: Não 
houve diferença estatística entre os grupos experimentais em ambas as análises. 
Conclusão: O Laser 660 nm não acelerou o processo de reparo e não melhorou as 
propriedades mecânicas do calo ósseo. 

Descritores: Ratos, Consolidação da fratura, Terapia a Laser de baixa potência. 

Abstract

Introduction: Consolidation of difficult fractures are commonly found and as-
sociated with high rates of morbidity. Within this context, the use of low level 
Laser therapy have been studied in an attempt to minimize the time of bone 
consolidation. Objective: To analyze the effects of low level Laser therapy, λ = 
660 nm, with fluences of 60J/cm² and 120J/cm2, on bone defects in tibia of rats. 
Methods: We used 30 rats, distributed in the following groups: 1) control (with 
bone defect, without treatment); 2) bone defect, treated with Laser 660nm, 30mW, 
fluence 60J/cm2; 3) bone defect, treated with Laser 660nm, 30mW, fluence 120J/
cm2. The animals were sacrificed 14 days after the defect, and the tibia followed 
for histological and biomechanical analysis. Results: There were no statistical 
diference in histological and biomechanical analysis. Conclusion: The Laser 
660nm did not accelerate the healing process and did not improve the mechani-
cal properties of bone callus.

Keywords: Rats, Fracture healing, Laser therapy, Low-Level.
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Introdução

O osso possui uma capacidade única de se 
autoreparar1, porém, o reparo ósseo é um pro-
cesso regenerativo altamente complexo, que in-
clui a interação de uma série de eventos biológi-
cos, nos quais podem ocorrer alterações que irão 
culminar na deficiência da regeneração e, con-
sequentemente, no atraso da consolidação e, até 
mesmo, na não–união óssea. Casos de atraso na 
consolidação óssea e mesmo de não-união óssea 
são comumente encontrados na prática médica e 
estão associados a elevados índices de morbida-
de e mortalidade, bem como a altos custos para 
os sistemas de saúde. Estima-se que, nos EUA, 
das 6,2 milhões de fraturas que ocorrem anual-
mente, cerca de 10% evoluem para a não consoli-
dação e para a pseudoartrose2. 

É evidente que a perda de tecido ósseo, 
decorrente de traumatismos e problemas na 
consolidação óssea, está associada a uma subs-
tancial incapacidade física para os indivíduos 
acometidos e a altos custos socioeconômicos, 
constituindo um importante desafio a clínica 
médica. Com isso, pesquisas que tem como ob-
jetivo a investigação de recursos que estimulem 
a osteogênese e que possam ser empregados no 
tratamento de fraturas com atraso na consolida-
ção são de extrema importância. Dentro deste 
contexto, vários recursos terapêuticos têm sido 
estudados na tentativa de minimizar o tempo 
de consolidação óssea e de diminuir a chance 
de possíveis complicações advindas do proces-
so anormal de regeneração3. Mais recentemente, 
vem se destacando a utilização do Ultra-som de 
baixa intensidade (US) e do Laser terapêutico de 
baixa potência (LLLT)4.

O LLLT tem sido aplicado, desde 1960, com 
fins terapêuticos, como um tratamento seguro 
e efetivo para uma série de condições patológi-
cas nos mais diversos tecidos5. Dentre os seus 
principais efeitos, podemos citar os de caráter 
antiinflamatório, analgésico e cicatrizante6.

Em estudos de fraturas com modelos ani-
mais, o LLLT parece promover uma série de mo-
dificações metabólicas, celulares e estruturais 

no local da fratura, como, por exemplo, o desen-
volvimento de novos vasos sanguíneos, a maior 
formação de tecido de granulação, a estimulação 
de fibroblastos, a maior deposição de colágeno, o 
aumento na síntese de ATP e na atividade celular 
da medula óssea, a estimulação da proliferação 
e da atividade de osteoblastos e osteoclastos e a 
elevação da taxa de aposição mineral7,8,9. Essas 
modificações são responsáveis por um aumen-
to da osteogênese, bem como pela aceleração do 
processo de reparo ósseo10. 

Os fisioterapeutas têm se utilizado ampla-
mente destes métodos físicos para tratamento 
de lesões do sistema músculo-esquelético. No 
entanto, há uma divergência na escolha de pa-
râmetros desses recursos entre os profissionais, 
devido ao não esclarecimento de parâmetros 
adequados para a resolução de condições pa-
tológicas. Assim, esses recursos necessitam de 
melhor parametrização das variáveis para se ob-
ter os estímulos mais apropriados, pois muitos 
dos reais efeitos e limitações ainda não estão to-
talmente claros e há controvérsia quanto ao seu 
mecanismo de ação sobre os tecidos4,11.

Dessa forma, este estudo teve o objetivo de 
analisar os efeitos do LLLT, 660nm, com fluên-
cias de 60J/cm² e 120J/cm2, no processo de con-
solidação óssea em defeitos em tíbias de ratos, 
por meio da análise das propriedades histológi-
cas e mecânicas do calo ósseo. 

Material e método

Animais e modelo experimental de 
defeito ósseo

A pesquisa foi realizada após a apro-
vação pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 
Universidade Federal de São Paulo – UNIFESP- 
CEP (0653/07). Este projeto contou com fi-
nanciamento do auxílio à pesquisa FAPESP 
2007/110500.

Neste trabalho, foram utilizados ratos ma-
chos da linhagem Wistar, com três meses de ida-
de e peso corporal médio de 250-300 gramas no 
início do experimento, provenientes do biotério 
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central da UNIFESP. Os animais foram alimen-
tados com ração comercial e água à vontade, 
mantidos em regime de luz (10 horas claro e 14 
horas escuro) e temperatura controlada a 22 ± 2o 
C. Foram manipulados 30 ratos, divididos ale-
atoriamente, após os procedimentos cirúrgicos, 
nos seguintes grupos, com 10 animais cada:

Grupo 1 (G1) – Controle com defeito ósseo: os 
ratos deste grupo foram submetidos ao de-
feito ósseo e a nenhum tipo de tratamento.

Grupo 2 (G2) – Grupo com Laser (60J/cm2): 
os ratos deste grupo foram submetidos 
ao defeito ósseo e tratados com Laser (λ = 
660nm), 30mW, com fluência de 60 J/cm². 

Grupo 3 (G3) – Grupo com Laser (120J/cm2): 
os ratos deste grupo foram submetidos 
ao defeito ósseo e tratados com Laser (λ = 
660nm), 30mW, com fluência de 120 J/cm². 

As cirurgias foram realizadas de acordo 
com os princípios éticos de instrumentação ani-
mal, sob condições padrão de assepsia e anes-
tesia geral. Para a realização desses defeitos, foi 
utilizada uma mini furadeira, acionada por um 
minidril com rotação de 18.000rpm e com fresa 
de 2mm de diâmetro, irrigada com soro fisioló-
gico para evitar queimadura do tecido ósseo. Os 
animais foram anestesiados com injeção intra-
peritoneal de Ketamina e Xilasina (30 mg/Kg e 
10 mg/Kg, respectivamente). Após anestesia, tri-
cotomia e assepsia da área a ser operada, foram 
realizados os defeitos ósseos em ambas as tíbias, 
por meio de uma incisão tibial, no terço proxi-
mal. O defeito foi realizado a 10mm de distância 
da articulação do joelho e medido com um pa-
químetro. Para a realização do defeito ósseo, a 
mini furadeira foi mantida na posição horizontal 
e perpendicular em relação ao eixo longitudinal 
do osso, de modo a penetrar a cortical medial e 
danificar o canal medular abaixo desta, porém 
sem atingir a face contralateral. Finalizando, a 
pele foi suturada com fio de náilon monofila-
mentar 4-0 e distância de 1 cm entre os pontos, e 
foi providenciada a limpeza local.

Tratamento
O tratamento foi realizado através de um 

aparelho modelo portátil de Laser DMC, classe 
3B no comprimento de onda de 660 nm, InGaAlP, 
emissão contínua, potência de saída de 30 mW, 
densidade de potência de 50 W/cm2, diâmetro 
do feixe de 0,6 mm, divergência de 1.5°, nas flu-
ências de 60 e 120 J/cm2.

O laser foi aplicado imediatamente após o 
procedimento operatório e no segundo, quarto, 
sexto, oitavo, décimo e décimo segundo dias de 
pós-operatório, totalizando sete aplicações em 
catorze dias. Foi utilizado somente um único 
ponto de aplicação sobre o defeito ósseo, medi-
do com um paquímetro. Nas aplicações, foi em-
pregada a técnica pontual em contato, sendo a 
caneta do equipamento posicionada perpendi-
cularmente ao tecido.

No décimo quarto dia após o procedimen-
to experimental, os animais foram anestesiados 
e sacrificados com uma dose letal de cloreto de 
potássio (KCl), injetado por via intracardíaca. 
Após a eutanásia, foi realizada a ressecção ci-
rúrgica das duas tíbias de cada animal. 

Análise histológica e morfométrica
As tíbias esquerdas dissecadas, de todos 

os animais, foram fixadas em formalina tampo-
nada a 10% por 24 horas e submetidas à descal-
cificação em solução descalcificadora de MORSE 
(Citrato de Sódio a 20% e Acido Fórmico a 50% 
em partes iguais) por aproximadamente 15 dias, 
para posterior processamento histológico. As tí-
bias foram incluídas, de maneira transversal, em 
blocos de parafinas, e a confecção das lâminas 
(cortes semi-seriados de 5µm de espessura) foi 
realizada para análise histológica. Cada animal 
foi representado por duas lâminas histológi-
cas, cada uma com uma série de 3 cortes con-
secutivos. Todas as lâminas foram coradas com 
Hematoxilina e Eosina (H.E.) e com Tricômio de 
Masson (T.M.).

Com as lâminas coradas com H.E., foi efe-
tuada a análise qualitativa, através da descrição 
morfológica dos defeitos, obedecendo aos seguin-
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tes requisitos: presença de processo inflamatório 
e tecido de granulação, presença de osso neo-
formado, área de necrose e organização tecidu-
al. Esses requisitos foram definidos tendo como 
base critérios observados em estudos prévios12,13,14 
e levando-se em consideração as características 
de organização apresentadas pelas lâminas.

Com a utilização das lâminas coradas 
com T.M., foi realizada análise morfométrica 
quantitativa na região do defeito ósseo, ten-
do sido avaliada e quantificada a presença 
de osso neoformado, através de imagens ob-
tidas por fotomicrografias. Para a realização 
da análise morfométrica, foi utilizado um mi-
croscópio Nikon Eclipse E 2000, e o progra-
ma de análise de imagem Motic Images Plus 
versão 2.0 para obtenção de fotomicrografias 
e análise das imagens. Foram selecionados 
dois campos pré-determinados da região do 
defeito ósseo de cada lâmina: campo superior 
e campo inferior. Cada um deles foi fotogra-
fado com a objetiva de 10x e teve toda área de 
neoformação óssea contornada, com o valor 
expresso em um2. 

Os valores da área de osso neoformado de 
cada campo foram armazenados em planilha 
eletrônica, e, por fim, o valor da área de osso ne-
oformado dos dois campos de uma mesma lâmi-
na foi somado, revelando o valor total da área de 
osso neoformado para o animal analisado.

Análise biomecânica
O teste biomecânico (flexão óssea) foi re-

alizado na tíbia direita dos animais de todos 
os grupos, numa máquina de ensaio universal 
Instron, modelo 4444, em temperatura ambien-
te. Para a realização do teste foi utilizada uma 
célula de carga com capacidade máxima de 1 
KN e pré-carga de 5 N. Para aplicação dos en-
saios, ambas as extremidades das tíbias foram 
fixadas na posição horizontal em forma de en-
gaste a blocos de apoio padronizados, mantidos 
a uma distância de 7,5 mm a partir da área do 
defeito ósseo – que se encontra voltada para bai-
xo e no centro –, somando-se, ao final, 15 mm de 

distância entre os mesmos. A partir desse teste 
foram obtidas as seguintes variáveis: rigidez à 
flexão (kgf/mm2), carga máxima (kgf), resiliên-
cia (kgf.mm) e tenacidade (kgf.mm). 

Análise estatística
Os dados obtidos foram analisados estatis-

ticamente seguindo-se técnicas descritivas, na 
forma de médias e desvios padrão. Na compa-
ração entre os grupos, foi empregada a análise 
de variância (ANOVA). Já para as conclusões 
das análises estatísticas, foi utilizado o nível de 
significância de 5% (p≤0,05). As análises foram 
realizadas no programa EXCEL e no software 
STATISTICA. 

Resultados

Todos os grupos analisados apresentaram 
características histológicas semelhantes: mode-
rada presença de tecido ósseo neoformado; pre-
sença leve de tecido de granulação; organização 
tecidual intermediária, com delimitação de, no 
mínimo, metade da borda da lesão; leve pre-
sença de infiltrado inflamatório e sem área de 
necrose. Assim, os grupos tratados com o Laser 
apresentaram características semelhantes ao 
grupo que sofreu o defeito ósseo, mas não rece-
beu nenhum tipo de tratamento, evoluindo para 
intermediário o estágio de organização de todas 
as amostras, em conformidade com a evolução 
temporal normal do processo de regeneração. 

Foi encontrada média maior de área de 
osso neoformado no grupo tratado com Laser 
na fluência 120 J/cm² em comparação ao grupo 
Controle defeito ósseo e ao grupo tratado com 
Laser na fluência 60 J/cm². Essas diferenças, 
contudo, não foram estatisticamente significan-
tes. Foi observada ainda média maior de área de 
osso neoformado no grupo tratado com o Laser 
na fluência 60 J/cm² em comparação ao grupo 
Controle defeito ósseo, embora essa diferença 
também não tenha sido estatisticamente signi-
ficante (Figura 1).
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Figura 1: Comparação entre tipos de 
tratamento para área de osso neoformado 
(um2). As diferenças encontradas não foram 
estatisticamente significantes.

Na análise biomecânica, foi observada mé-
dia maior para o valor de rigidez à flexão e para 
o valor de tenacidade no grupo controle defeito 
ósseo em comparação aos grupos tratados com 
Laser nas duas fluências, porém, essas diferen-
ças não foram estatisticamente significantes. A 
Tabela 1 demonstra os dados obtidos para a va-
riável Rigidez à flexão, e a Tabela 2 os adquiri-
dos para a variável Tenacidade. 

Foi constatada ainda média maior para o 
valor de carga máxima e de resiliência no grupo 
tratado com Laser na fluência 60 J/cm² em compa-
ração aos grupos Controle defeito ósseo e tratado 
com Laser na fluência de 120 J/cm², ainda que es-
sas diferenças não tenham sido estatisticamente 
significantes. A Figura 2 demonstra os dados ob-
tidos para a variável Carga máxima, e a Tabela 3 
os resultantes para a variável Resiliência.

Discussão

Através da análise histológica qualitati-
va, foi observado que as amostras de todos os 
grupos apresentaram organização tecidual em 
conformidade com a evolução temporal normal 
do processo de regeneração. Os grupos tratados 

Tabela 1: Comparação entre tipos de 
tratamento para rigidez à flexão (kgf/mm2) 

Grupos Médias
Desvios-
padrão

Controle 
fratura

172,33 54,8388

Laser 60 J/cm² 170,47 32,52421

Laser 120 J/cm² 142,82 29,83212

Foi encontrada média maior para o valor de 
rigidez à flexão no grupo Controle fratura em 
comparação aos grupos tratados com Laser, 
nas duas fluências, porém, essas diferenças não 
foram estatisticamente significantes.

Tabela 2: Comparação entre tipos de 
tratamento para tenacidade (kgf.mm2)

Grupos Médias
Desvios-
padrão

Controle 
fratura

0,05691 0,011282

Laser 60 J/cm² 0,04173 0,012686

Laser 120 J/cm² 0,03224 0,013764

Foi encontrada média maior para o valor de 
tenacidade no grupo Controle fratura em compa-
ração aos grupos tratados com Laser nas duas 
fluências, porém, essas diferenças não foram 
estatisticamente significantes.

Figura 2: Comparação entre tipos de 
tratamento para carga máxima (kgf)
Foi encontrada média maior para o valor de 
carga máxima no grupo tratado com Laser na 
fluência de 60 J/cm², em comparação aos outros 
dois grupos, porém, essas diferenças não foram 
estatisticamente significantes.
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com Laser não apresentaram quantidade signi-
ficativamente maior de osso neoformado nem 
variáveis biomecânicas significativamente supe-
riores ao grupo Controle. Isso nos permite suge-
rir que o Laser terapêutico com o comprimento 
de onda de 660 nm (InGaAlP) não acelerou a re-
solução do processo de regeneração óssea.

Está bem estabelecido na literatura a exis-
tência de uma curva dose-resposta, e a especi-
ficidade do tecido tem sido postulada15,16, o que 
nos levaria a crer que o Laser com um compri-
mento de onda específico apresentaria efeito 
estimulatório particularmente mais eficaz no 
tecido ósseo. Porém, é possível encontrar na li-
teratura uma vasta gama de fluências e compri-
mentos de onda da radiação laser, utilizada por 
diversos autores para a recuperação de fraturas 
ósseas e relatos de resultados conflitantes em 
relação ao melhor comprimento de onda para 
efeitos estimulantes no tecido em questão.

Com a finalidade de encontrar o compri-
mento de onda mais adequado para acelerar o 
metabolismo e reparo ósseo, diversos autores 
têm comparado diferentes tipos de Laser, fa-
zendo-se uso, porém, de metodologias variadas. 
Assim, podemos destacar o estudo realizado 
por Blaya e colaboradores,17 no qual, utilizaram, 
em defeito cirúrgico no fêmur de ratos, dois 
Lasers: o GaAlAs, 830nm, 50 mw, 10J/cm² e o 
InGaAlP, 685nm, 35mw, 10J/cm². Opostamente 
ao encontrado no presente estudo, esses pesqui-
sadores observaram que os animais irradiados 
pelos dois tipos de Laser apresentaram maior 

quantidade de osso neoformado do que aque-
les do grupo Controle, com maior atividade de 
remodelação óssea em 15 dias, tendendo a uma 
estabilização após 21 e 30 dias, sugerindo esti-
mulação da proliferação de células, pelos Lasers, 
em estágios iniciais de recuperação.

De forma semelhante ao estudo supra-
citado, Ré Poppi e colaboradores18 utilizaram, 
em defeito cirúrgico no fêmur de ratas fêmeas, 
submetidas à ovariectomia com posterior dimi-
nuição da massa óssea, dois Lasers – o InGaAlP 
(660nm) e o AsGaAl (808 nm) –; ambos com a 
dose de 133J/cm2. Verificaram, após 14 e 21 dias 
do defeito ósseo, que tanto o comprimento de 
onda de 660nm quanto o de 808nm inibiram o 
processo inflamatório e induziram a prolifera-
ção de células responsáveis pela remodelação e 
reparo do tecido do osso. 

Da Rosa e colaboradores19 compararam os 
mesmos comprimentos de onda de Laser aci-
ma mencionados – InGaAlP (660nm, 100mW, 
3.57W/cm2) e AsGaAl (808nm, 100mW, 3.57W/
cm2) –; ambos com 4J, em modelo animal de os-
teoartrite com lesão induzida na cartilagem do 
joelho de ratos. Os autores notaram que a tera-
pia laser estimulou a angiogenese e reduziu a 
formação de fibrose, tendo ocorrido com maior 
intensidade no comprimento de onda 808nm.

Em pesquisa realizada anteriormente por 
nosso grupo20, empregando os mesmos procedi-
mentos cirúrgicos do presente estudo, foi investi-
gada a ação do Laser 830 nm (GaAlAs) e do Ultra-
som em defeitos ósseos, tendo sido observado 
efeito estimulatório desse Laser no metabolismo 
do osso, com resultados estatisticamente signifi-
cantes. Nesse sentido, os grupos tratados com o 
Laser apresentaram um valor significativamente 
maior de tecido ósseo neoformado quando com-
parado ao grupo Controle defeito ósseo, mostran-
do aceleração da sua formação e do processo de 
regeneração. Com a adoção do mesmo procedi-
mento para obtenção do defeito ósseo, no presen-
te estudo, o Laser InGaAlP (660nm) não apresen-
tou os mesmos resultados positivos no processo 
de regeneração óssea apresentados pelo Laser 
GaAlAs utilizado anteriormente.

Tabela 3: Comparação entre tipos de 
tratamento para resiliência (kgf.mm2) 

Grupos Médias
Desvios-
padrão

Controle 
fratura

0,02935 0,012012

Laser 60 J/cm² 0,03449 0,011244

Laser 120 J/cm² 0,02023 0,006962

Foi encontrada média maior para o valor de 
resiliência no grupo tratado com Laser na 
fluência de 60 J/cm², em comparação aos outros 
dois grupos, porém, essas diferenças não foram 
estatisticamente significantes.
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Além dos estudos comparativos já citados, 
diversos outros confirmam a estimulação do 
metabolismo ósseo e contribuição positiva do 
Laser GaAlAs no processo de regeneração óssea, 
levando à aceleração do processo de reparo da 
fratura com o aumento do volume do calo ósseo, 
especialmente em estágios iniciais21,22,23.

Em relação ao Laser HeNe (632,8 nm), estudos 
relatam tanto a aceleração do processo de reparação 
óssea com acúmulo mais rápido de osso novo nas 
patas submetidas à irradiação7,24, quanto à ausência 
de efeito estimulatório no processo de reparo25.

Alguns autores têm sugerido que doses no 
intervalo de 1-5J/cm2 podem induzir efeitos esti-
mulantes em tecidos moles e no tecido ósseo26. Já 
outros recomendam doses mais elevadas27. Em 
razão dessa controvérsia, ainda não é possível 
determinar um protocolo ideal de tratamento.

Abdi e colaboradores28 examinaram os 
efeitos do Laser HeNe (632.8 nm, 10mW) em de-
feito ósseo parcial criado em tíbias de ratas dia-
béticas, com doses de 369.4J/cm2 e de 66.8J/cm2. 
Após 6 semanas da cirurgia, a irradiação laser 
de dose 369.4J/cm2 resultou em aumento signi-
ficante de rigidez à flexão e carga de estresse 
em relação aos demais grupos, embora o Laser 
HeNe não tenha acelerado a reparação óssea. 

Pode-se observar que ainda há muita di-
vergência na literatura a respeito das doses e 
comprimentos de onda para estimular adequa-
damente o metabolismo ósseo. Além disso, as 
diferentes metodologias adotadas pelos diver-
sos autores fazem com que a comparação entre 
os estudos se torne difícil. Com isso, torna-se de 
grande importância pesquisas que, utilizando 
os mesmos procedimentos cirúrgicos, investi-
guem e comparem os efeitos de diferentes fluên-
cias e comprimentos de onda do Laser, possibi-
litando a determinação, com maior precisão, de 
parâmetros mais adequados de tratamento.

Conclusões

Este estudo investigou os efeitos do Laser 
660 nm, utilizado em duas fluências, no proces-

so de reparo ósseo após a indução de defeitos 

em tíbias de ratos. A partir dos resultados deste 

trabalho, pode ser sugerido que o Laser terapêu-

tico 660 nm não acelerou o processo de reparo 

ósseo, não contribuiu para maior deposição de 

tecido ósseo nem promoveu melhora nas pro-

priedades mecânicas do calo ósseo. 
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