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Resumo : Com o objetivo de investigar a densidade mineral 6ssea (DMO) sob o efeito da terapia LED em
ratos diabéticos, produziu-se um defeito cirdrgico no fémur direito em 30 ratos Wistar com diabetes induzida
por uma injecdo endovenosa de Streptozotocin® (65mg/kg de peso) através da veia caudal. Os animais
foram divididos em 6 grupos, com trés controles: Cl (14 dias), CllI (21 dias), CllI (28 dias) e trés irradiados: LI
(14 dias), LIl (21 dias) e LIl (28 dias). Para a irradiacdo foi utilizado um LED (945 nm, 48 mW). Sete
sessOes de irradiacédo foram realizadas, respeitando o intervalo de 48 horas entre as sessfes. Aguardado o
periodo de 14, 21 e 28 dias do procedimento cirirgico, os animais foram sacrificados. Foram realizadas
tomadas radiograficas das amostras. As peliculas foram processadas e a DMO analisada dos diferentes
grupos, tanto em areas higidas quanto em processo de reparo. Observou-se aumento significativo (p<0,05)
da DMO nos grupos tratados quando comparados aos grupos controle em 14 e 21 dias. Ndo houve
diferenca significativa entre os grupos em 28 dias. Os resultados obtidos no emprego da terapia LED, sobre
o reparo 6sseo, apontam perspectivas de reducdo de tempo na osseointegracdo em diabéticos devido ao

aumento da DMO nos animais tratados.
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Introducao

O Diabetes Mellitus (DM) compreende uma
desordem metabodlica caracterizada por distUrbios
no metabolismo de carboidratos, proteinas e
lipideos, resultante da deficiéncia absoluta ou
relativa de insulina (DIB et al., 1992). Dois
transtornos assumem maior importancia clinica: o
Diabetes tipo 1 e o Diabetes tipo 2 que, embora
tenham etiologias diferentes, compartiiham de
sintomas comuns e complicacbes similares,
decorrentes da hiperglicemia. O Diabetes tipo 1 é
uma doencga auto-imune especifica e resulta da
falha do pancreas em produzir insulina, como
consequéncia da destruicdo das células beta-
pancredticas, produtoras deste horménio, nas
ilhotas de Langerhans (EXPERT COMITTEE,
2002). Segundo autores o DM pode alterar o
processo de reparo tecidual, devido a reducdo do
aporte sanguineo periférico, déficit nutricional,
reduzida resposta imune local e sistémica
(GOODMAN; HORI, 1984; DEVLIN et al., 1996;
WARD et al., 2001; MELLADO et al.,, 2007;

RETZEPI; DONOS, 2010; GRAVES et al., 2004).
Estudos demonstraram uma  diminuicdo
significativa na massa 6ssea, densidade mineral
Ossea e cicatrizacdo da fratura diminuida na
populacdo diabética (BEDI et al., 2010; KAYAL et
al., 2010; KIDDER et al.,, 2010). Um estudo
classico retrospectivo de 1972 a 1982,
envolvendo 31 pacientes diabéticos, identificou
retardo no processo de consolidacao de fraturas
em 70% dos casos (LODER, 1998).

Na busca de terapias que modulem
positivamente o processo de reparo 0sseo em
diabéticos, estudos tem apontado para o emprego
do laser de baixa intensidade. Observa-se
resultados favoraveis acerca da terapia
empregando radiagdo coerente (laser) na regido
infravermelha do espectro eletromagnético no
estimulo da reparacdo 6ssea (SAITO; SHIMAZU,
1997; NICOLAU et al., 2003; STEIN et al., 2005;
AIHARA et al., 2006). A terapia com luz coerente
modula o metabolismo celular permitindo a
aceleracdo do processo de reparo do tecido
0sseo, uma vez que a irradiacdo estimula a
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proliferacdo e diferenciagdo de células de
linhagem osteoblastica, resultando em um
aumento do numero de células osteoblasticas
diferenciadas, bem como na formacdo de tecido
0sseo (OZAWA et al., 1998; NICOLAU et al.,
2003; STEIN et al., 2005). Lopes et al. (2007)
observou reducao no tempo de osseointegracéo
em animais tratados com fototerapia.

Atualmente, grande énfase tem sido dada ao
estudo do efeito da radiacdo ndo coerente (LED)
na regiao infravermelha do espectro
eletromagnético. Os LED's sdo dispositivos
menos dispendiosos e com maior durabilidade,
guando comparados aos lasers (CASALECHI et
al; 2009; DALL-AGNOL et al, 2009;
DIAMANTINO et al.,, 2010 e 2011). Segundo
autores, a terapia LED é responsavel por efeitos
semelhantes aos obtidos pela terapia laser
préximo a 630 nm (QUEIROZ et al., 2008;
CALIFANO et al., 2008; DALL-AGNOL et al,
2009). Vérios estudos empregando terapia LED
no vermelho tem sido realizados observando a
atividade celular e metabdlica de tecido
biomodulado, contudo um restrito ndmero de
estudos foram desenvolvidos com emprego de
LED infravermelho sobre o reparo 6sseo. O
presente estudo objetivou a analise
densitométrica do tecido O0sseo apds lesdo em
ratos diabéticos com e sem terapia LED.

Materiais e Métodos

Foram utilizados 30 ratos machos (Wistar,
Rattus norvergicus albinus) com 300 g (3 meses
de idade), divididos em 6 grupos (14, 21 e 28 dias
apoés a cirurgia): Cl e LI (14 dias), Cll e LIl (21
dias), Clll e LIl (28 dias). Os animais foram
mantidos em gaiolas e alimentados com racéo e
agua ad libitum. Toda pesquisa esteve em
conformidade com os critérios aprovados pelo
Comité de Etica da UNIVAP (protocolo n°
HO013/CEP/2009).

A inducédo do diabetes foi realizada através da
administracdo de Streptozotocin® na dosagem de
65mg/kg de peso corpéreo na veia caudal dos
animais previamente anestesiados. A constatacédo
do estado diabético dos animais se deu apos 15
dias da inducdo, com a glicemia capilar superior a
200 mg/dL (RABELLO et al., 2003).

Previamente a realizacdo do procedimento
cirlrgico os animais foram pesados e submetidos
a administracdo subcutanea de atropina 1%
(Fraga® Farmagricola S.A.) numa dose de 0,04
ml por 100 g de peso corporal com a finalidade de
promover um relaxamento muscular. Apés um
periodo de 15 minutos o0s animais foram
anestesiados com uma injecdo intramuscular de
cloridrato de xilazina 2% (Xylazin®, Syntec do
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Brasil Ltda.) e cloridrato de cetamina (Cetamin®,
Syntec do Brasil Ltda.), ambos numa dose de
0,01 ml por 100 g de peso corporal.

Para a confeccéo do defeito cirdrgico no fémur
direito, foi realizado a tricotomia na regido
cirlrgica e assepsia com Povidine tépico e a area
isolada com campos operatérios. Posteriormente,
foi realizada a incisdo com a lamina 15, seguida
de divulsdo do tecido muscular e descolamento
do periésteo para exposicdo da superficie da
porcdo média do fémur direito. O defeito 6sseo de
2 mm de didmetro, monocortical e atingindo a
porcdo medular do osso foi entdo realizado com
auxilio de uma broca carbide n° 8 acoplada em
um micromotor (35000 rpm) cirdrgico e irrigacao
constante e abundante com soro fisiologico.
Sequencialmente, foi realizada a sintese por
planos, sendo a musculatura e a fascia muscular
suturados com fio absorvivel 6-0 (Vicryl) e a pele
com fio de Nylon 3-0. Como terapia pés-cirargica,
todos os animais receberam pentabiético (Fort
Dodge®) de amplo espectro via intramuscular
profunda numa Unica dose de 0,02 ml para cada
100 g de peso corporal.

ApOs o procedimento cirlrgico deu-se inicio a
primeira sessao de fototerapia na area lesionada
utilizando um aparelho de LED, emitindo na faixa
espectral de 945 + 20 nm, poténcia de saida de
48 mW, tempo de |rrad|a<;a0 de 240 segundos,
area do fe|xe de 0,78 cm” e densidade de energia
de 15 J/cm’. Todos os animais receberam um
total de sete sessdes de irradiagdo transcutanea,
sobre a ferida cirdrgica, a cada 48 horas. A
primeira aplicacdo foi realizada imediatamente
apés o procedimento cirdrgico. A poténcia de
emissdo dos equipamentos foi verificada com a
utiizacdo do dispositivo Integrated 2-Watt
Broadband Power and Energy Meter System - 13
PEM 001/J (Melles Griot Photonics Components
Group, EUA).

Aguardado o periodo de 14, 21 e 28 dias do
procedimento cirdrgico, o0s animais foram
eutanasiados de acordo com principios éticos
previstos na Lei 11.794, de 08 de outubro de
2008, capitulo IV, que dispde das condi¢cBes de
pesquisa cientifica e Principios Eticos na
Experimentacdo Animal (COBEA/1991). A
eutanasia foi realizada sob anestesia com o
emprego de tiopental sédico (0,05 ml/100g de
peso corpéreo) e cloreto de potassio 19,1%
(0,4 ml/100 g de peso corporeo) via intracardiaca.
O fémur dos animais foram removidos e
submetidos a andlise densitométrica. Para tal as
amostras, dos diferentes grupos, foram
posicionadas em peliculas de filme oclusal
(Kodak Insight, 10-41) com presenca de um
penetrdmetro, conforme figuras 1 e 2. Os grupos
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foram identificados com marcadores de chumbo
sobre a pelicula.

=

Figura 1- Amostras posicionadas para tomada
radiografica. A - Amostras 0sseas posicionadas
para tomada radiografica padronizada. B -
Penetrémetro. C — Pelicula radiografica.

Figura 2- Esquema de tomada radiogréafica para
andlise da DMO. A - Pelicula radiografica com
amostras (por grupo). B - Distancia do cone de
RX a amostra (30 cm). C - Posigcdo perpendicular
do cone de RX (Gnatus, 70 kVp).

O tempo de irradiacdo durante a tomada foi de
1 segundo. Todas as peliculas foram
processadas simultaneamente em colgadura
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multipla. O processamento em camara escura a
uma temperatura ambiente de aproximadamente
21°C. As peliculas foram levadas a solugao
reveladora Kodak contendo na composi¢do agua
(60 — 65%); sulfito de potassio (5 — 10%);
dietilenoglicol (5 — 10%); sulfito de sédio (5 —
10%); hidroquinona (6%); carbonato de potassio
(1 — 5%), por 40 segundos, passadas para a
lavagem intermediaria em agua por 20 segundos
e fixadas em solucao fixadora Kodak contendo na
composicao e no rétulo atual: bissulfito de sédio
(7631-90-5); sulfito de amobnio (10196-04-0);
tiossulfato de amoénio (7783-18-8); acido acético
(64-19-7); acido borico (10043-35-3); sulfato de
aluminio (10043-01-3), por 10 minutos. A lavagem
final foi realizada por 5 minutos em agua corrente.

As radiografias foram digitalizadas com auxilio
de camera digital Fuji (5 megapixel) e as imagens
foram transferidas para um computador, onde
foram analisadas por um programa computacional
ImageJ. Estas imagens foram transformadas em
tons de cinza para melhor visualizacdo e
compreensdo das mesmas.

Foram analisadas areas onde havia tecido
0sseo integro e sobre o defeito 6sseo, medindo-
se uma area de 0sso integro e area da leséo,
ap6és a calibracdo do sistema com auxilio do
penetrdbmetro. A sequéncia dos passos para
andlise da DMO foram:

1°) Transformacdo de imagem colorida em 8
bits.

2°) Calibracdo do sistema a partir das cinco
diferentes espessuras do penetrdmetro
(espessura de aluminio vs radiopacidade).

3° Medida da densidade Optica na area de
tecido 6sseo normal e local de perfuragdo (por
amostra), tanto dos grupos controle e quanto
irradiados.

Os dados foram submetidos a analise
estatistica com auxilio do programa GraphPad
Prism. Empregou-se a Andlise de Variancia
(ANOVA), com poés-teste de Tukey, considerando
valores significativos quando p<0,05.

Resultados

Observou-se aumento significativo (p<0,05) da
DMO em todos os grupos tratados quando
comparados aos grupos controle. N&o houve
diferenca significativa entre os grupos em 28 dias.
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Figura 3- Densidade 6ptica em diferentes tempos

experimentais. Cl e LI — 14 DPO, Cll e LIl - 21
DPO e Clll e LIIl 28 — DPO. Dados expressos em
média + desvio padrao. *** - p<0,001

Discussao

O presente estudo objetivou a analise
densitométrica do tecido O0sseo apds lesdo em
ratos diabéticos com e sem terapia LED. A
densitometria 6ptica radiogréafica é utilizada para
a mensuracdo da DMO, por meio de imagens
radiograficas, permitindo avaliar o processo de
mineralizacdo 6ssea com boa precisdo e
sensibilidade, reprodutibilidade, facil
aplicabilidade e baixo custo (STERMAN, 2001).
Para a andlise de tecido 6sseo, diferentes
ferramentas de investigacdo podem ser utilizadas
como: andlise histolégica, tomografias
computadorizadas, densitometria mineral 6ssea
(DMO), entre outras. O processamento digital,
para analise da DMO, pode ser realizado com
auxilio de uma escala de aluminio (penetrdmetro)
para permitir calibracdo (FENYO-PEREIRA et al.,
1999; WHAITES, 2003). Em estudos realizados
por Bodner et al (1993), os autores afirmaram que
0 uso de radiografias ainda representa o melhor
método ndo cirdrgico para deteccao de formacao
0ssea na existéncia de leséo.

A grande dificuldade nas  analises
densitométricas em radiologia €é a de
reprodutibilidade das densidades Opticas de uma
mesma estrutura em sucessivas tomadas
radiograficas. Decorre, entdo, a grande
importdncia da padronizacdo de todos os
parametros utilizados nas tomadas radiogréficas,
para que as medidas densitométricas possam ser
comparadas sem nenhum fator de correcao
(CARVALHO et al., 1976; DUTRA et al., 2007). A
andlise da densitometria em radiografias de rotina
realizadas com auxilio de uma escala padrao de
aluminio possibilita a afericdo do estado de
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cicatrizacdo alveolar (MURAMOTO et al., 2005).
Relataram também que a formacédo de ostedide e

de mineralizacéo séo expressas
radiograficamente pelo aumento na
radiopacidade, resultante de maior- densidade
Optica da imagem 6éssea.

No presente estudo observou-se aumento
significativo (p<0,05) da DMO nos grupos tratados
guando comparados aos grupos controle em 14 e
21 dias. Nao houve diferenca significativa entre
0s grupos em 28 dias. Estes dados corroboram
com achados de Nicolau et al. (2003) e
Diamantino et al. (2011), demonstrando que
padrdes de reparo 6sseo em fases finais ndo sao
inadequadamente afetados pela fototerapia. A
DMO aumentada sugere maior da concentracéo
de tecido mineralizado. Durante o processo de
reparo 6sseo 0 micro ambiente da leséo
apresenta pH reduzido, o qual pode contribuir
para perda mineral local, visando tamponamento,
permitindo ao estabelecimento de um ambiente
propicio a liberacdo de fosfatase alcalina por
fibroblastos, com formacdo de tecido ostedide
subsequente (ISMAIL, 1997; GRAVIL; MUCSI,
1997). Segundo autores, a fototerapia com luz
coerente (laser) promove normalizacdo do pH
local em &reas de reparo 6sseo devido ao
aumento do aporte sanguineo local, com
subsequente reducdo da perda de mineral,
contribuindo assim para o processo de reparo
como um todo (NICOLAU et al., 2003). Os efeitos
biomoduladores do laser de baixa intensidade
foram atribuidos a sua coeréncia (BOULTON et
al., 1986). Estudos atestam que a coeréncia da
luz ndo é responsavel pela biomodulagdo, pois
esta propriedade se perde nas primeiras
camadas de tecido biologico (PONTINEN,
2000). A luz emitida por um LED néo é coerente,
e ao incidir sobre o tecido bioldgico, se espalha
nas primeiras camadas, assim como ocorre com
a luz coerente. Com base neste preceito, é
possivel subsidiar que efeitos semelhantes aos
obtidos pelo laser sejam alcancados com a
terapia LED.

O presente estudo demonstrou que a terapia
com LED (945 + 20 nm) influenciou o reparo
06sseo em animais diabéticos. Considerando que
organismos diabéticos podem apresentar retardo
no processo de reparo 0sseo, a presenca de
DMO significativamente maior entre os primeiros
21 dias de reparo no grupo tratado com luz néo
coerente, sugere que pode existir otimizacdo do
processo de osseointegracao.

Conclusao

Conclui-se que o LED otimiza o processo
inicial de reparo 6sseo em ratos diabéticos,

XIV Encontro Latino Americano de Iniciagao Cientifica e

X Encontro Latino Americano de Pds-Graduagao — Universidade do Vale do Paraiba



XVINIC XIEPG VINICJr

Encontro Latino Americano
de Iniciagao Cientifica
conferindo uma DMO significantemente maior na
area de lesdo (=30%), apontando perspectivas de
reducdo de tempo na osseointegracdo em
diabéticos.
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