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Resumo : Com o objetivo de investigar a densidade mineral óssea (DMO) sob o efeito da terapia LED em 
ratos diabéticos, produziu-se um defeito cirúrgico no fêmur direito em 30 ratos Wistar com diabetes induzida 
por uma injeção endovenosa de Streptozotocin® (65mg/kg de peso) através da veia caudal. Os animais 
foram divididos em 6 grupos, com três controles: CI (14 dias), CII (21 dias), CIII (28 dias) e três irradiados: LI 
(14 dias), LII (21 dias) e LIII (28 dias). Para a irradiação foi utilizado um LED (945 nm, 48 mW). Sete 
sessões de irradiação foram realizadas, respeitando o intervalo de 48 horas entre as sessões. Aguardado o 
período de 14, 21 e 28 dias do procedimento cirúrgico, os animais foram sacrificados. Foram realizadas 
tomadas radiográficas das amostras. As películas foram processadas e a DMO analisada dos diferentes 
grupos, tanto em áreas hígidas 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. Não houve 
diferença significativa entre os grupos em 28 dias. Os resultados obtidos no emprego da terapia LED, sobre 
o reparo ósseo, apontam perspectivas de redução de tempo na osseointegração em diabéticos devido ao 
aumento da DMO nos animais tratados. 
 
Palavras chave:  Terapia LED, diabetes, reparação óssea. 
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Introdução 
 

O Diabetes Mellitus (DM) compreende uma 
desordem metabólica caracterizada por distúrbios 
no metabolismo de carboidratos, proteínas e 
lipídeos, resultante da deficiência absoluta ou 
relativa de insulina (DIB et al., 1992). Dois 
transtornos assumem maior importância clínica: o 
Diabetes tipo 1 e o Diabetes tipo 2 que, embora 
tenham etiologias diferentes, compartilham de 
sintomas comuns e complicações similares, 
decorrentes da hiperglicemia. O Diabetes tipo 1 é 
uma doença auto-imune específica e resulta da 
falha do pâncreas em produzir insulina, como 
consequência da destruição das células beta-
pancreáticas, produtoras deste hormônio, nas 
ilhotas de Langerhans (EXPERT COMITTEE, 
2002). Segundo autores o DM pode alterar o 
processo de reparo tecidual, devido à redução do 
aporte sanguineo periférico, déficit nutricional, 
reduzida resposta imune local e sistêmica 
(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 diminuição 
significativa na massa óssea, densidade mineral 
óssea e cicatrização da fratura diminuída na 
população diabética (BEDI et al., 2010; KAYAL et 
al., 2010; KIDDER et al., 2010). Um estudo 
clássico retrospectivo de 1972 a 1982, 
envolvendo 31 pacientes diabéticos, identificou 
retardo no processo de consolidaçao de fraturas 
em 70% dos casos (LODER, 1998).  

Na busca de terapias que modulem 
positivamente o processo de reparo ósseo em 
diabéticos, estudos tem apontado para o emprego 
do laser de baixa intensidade. Observa-se 
resultados favoráveis acerca da terapia 
empregando radiação coerente (laser) na região 
infravermelha do espectro eletromagnético no 
estímulo da reparação óssea (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 
aceleração do processo de reparo do tecido 
ósseo, uma vez que a irradiação estimula a 
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proliferação e diferenciação de células de 
linhagem osteoblástica, resultando em um 
aumento do número de células osteoblásticas 
diferenciadas, bem como na formação de tecido 
ósseo (OZAWA et al., 1998; NICOLAU et al., 
2003; STEIN et al., 2005). Lopes et al. (2007) 
observou redução no tempo de osseointegração 
em animais tratados com fototerapia.  

Atualmente, grande ênfase tem sido dada ao 
estudo do efeito da radiação não coerente (LED) 
na região infravermelha do espectro 
eletromagnético. Os LED's são dispositivos 
menos dispendiosos e com maior durabilidade, 
quando comparados aos lasers (CASALECHI et 
al.; 2009; DALL-AGNOL et al., 2009; 
DIAMANTINO et al., 2010 e 2011). Segundo 
autores, a terapia LED é responsável por efeitos 
semelhantes aos obtidos pela terapia laser 
próximo a 630 nm (QUEIROZ et al., 2008; 
CALIFANO et al., 2008; DALL-AGNOL et al., 
2009). Vários estudos empregando terapia LED 
no vermelho tem sido realizados observando a 
atividade celular e metabólica de tecido 
biomodulado, contudo um restrito número de 
estudos foram desenvolvidos com emprego de 
LED infravermelho sobre o reparo ósseo. O 
presente estudo objetivou a análise 
densitométrica do tecido ósseo após lesão 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 
após a cirurgia): CI e LI (14 dias), CII e LII (21 
dias), CIII e LIII (28 dias). Os animais foram 
mantidos em gaiolas e alimentados com ração e 
água ad libitum. Toda pesquisa esteve em 
conformidade com os critérios aprovados pelo 
Comitê de Ética da UNIVAP (protocolo nº 
H013/CEP/2009).  

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

Previamente à realização do procedimento 
cirúrgico os animais foram pesados e submetidos 
à administração subcutânea de atropina 1% 
(Fraga® Farmagrícola S.A.) numa dose de 0,04 
ml por 100 g de peso corporal com a finalidade de 
promover um relaxamento muscular. Após um 
período de 15 minutos os animais foram 
anestesiados com uma injeção intramuscular de 
cloridrato de xilazina 2% (Xylazin®, Syntec do 

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 confecção do defeito cirúrgico no fêmur 
direito, foi realizado a tricotomia na região 
cirúrgica e assepsia com Povidine tópico e a área 
isolada com campos operatórios. Posteriormente, 
foi realizada a incisão com a lâmina 15, seguida 
de divulsão do tecido muscular e descolamento 
do periósteo para exposição da superfície da 
porção média do fêmur direito. O defeito ósseo de 
2 mm de diâmetro, monocortical e atingindo a 
porção medular do osso foi então realizado com 
auxílio de uma broca carbide nº 8 acoplada em 
um micromotor (35000 rpm) cirúrgico e irrigação 
constante e abundante com soro fisiológico. 
Sequencialmente, foi realizada a síntese por 
planos, sendo a musculatura e a fáscia muscular 
suturados com fio absorvível 6-0 (Vicryl) e a pele 
com fio de Nylon 3-0. Como terapia pós-cirúrgica, 
todos os animais receberam pentabiótico (Fort 
Dodge®) de amplo espectro via intramuscular 
profunda numa única dose de 0,02 ml para cada 
100 g de peso corporal. 

Após o procedimento cirúrgico deu-se início à 
primeira sessão de fototerapia na área lesionada 
utilizando um aparelho de LED, emitindo na faixa 
espectral de 945 ± 20 nm, potência de saída de 
48 mW, tempo de irradiação de 240 segundos, 
área do feixe de 0,78 cm2 e densidade de energia 
de 15 J/cm2. Todos os animais receberam um 
total de sete sessões de irradiação transcutânea, 
sobre a ferida cirúrgica, a cada 48 horas. A 
primeira aplicação foi realizada imediatamente 
após o procedimento cirúrgico. A potência de 
emissão dos equipamentos foi verificada com a 
utilização do dispositivo Integrated 2-Watt 
Broadband Power and Energy Meter System - 13 
PEM 001/J (Melles Griot Photonics Components 
Group, EUA). 

Aguardado o período de 14, 21 e 28 dias do 
procedimento cirúrgico, os animais foram 
eutanasiados de acordo com princípios éticos 
previstos na Lei 11.794, de 08 de outubro de 
2008, capítulo IV, que dispõe das condições de 
pesquisa científica e Princípios Éticos na 
Experimentação Animal (COBEA/1991). A 
eutanásia foi realizada sob anestesia com o 
emprego de tiopental sódico (0,05 ml/100 g de 
peso corpóreo) e cloreto de potássio 19,1% 
(0,4 ml/100 g de peso corpóreo) via intracardíaca. 
O fêmur dos animais foram removidos e 
submetidos à análise densitométrica. Para tal as 
amostras, dos diferentes grupos, foram 
posicionadas em películas de filme oclusal 
(Kodak Insight, IO-41) com presença de um 
penetrômetro, conforme figuras 1 e 2. Os grupos 
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foram identificados  com marcadores de chumbo 
sobre a película. 

 
 
Figura 1- Amostras posicionadas para tomada 
radiográfica. A - Amostras ósseas posicionadas 
para tomada radiográfica padronizada. B - 
Penetrômetro. C – Película radiográfica. 
 

 
 
 

 
 

Figura 2- Esquema de tomada radiográfica para 
análise da DMO. A -  Película radiográfica com 
amostras (por grupo). B - Distância do cone de 
RX à amostra (30 cm). C -  Posição perpendicular 
do cone de RX (Gnatus, 70 kVp). 
 

O tempo de irradiação durante a tomada foi de 
1 segundo. Todas as películas foram 
processadas simultaneamente em colgadura 

múltipla. O processamento em câmara escura a 
uma temperatura ambiente de aproximadamente 
21ºC. As películas foram levadas à solução 
reveladora Kodak contendo na composição água 
(60 – 65%); sulfito de potássio (5 – 10%); 
dietilenoglicol (5 – 10%); sulfito de sódio (5 – 
10%); hidroquinona (6%); carbonato de potássio 
(1 – 5%), por 40 segundos, passadas para a 
lavagem intermediária em água por 20 segundos 
e fixadas em solução fixadora Kodak contendo na 
composição e no rótulo atual: bissulfito de sódio 
(7631-90-5); sulfito de amônio (10196-04-0); 
tiossulfato de amônio (7783-18-8); ácido acético 
(64-19-7); ácido bórico (10043-35-3); sulfato de 
alumínio (10043-01-3), por 10 minutos. A lavagem 
final foi realizada por 5 minutos em água corrente.  

As radiografias foram digitalizadas com auxílio 
de câmera 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 visualização e 
compreensão das mesmas. 

Foram analisadas áreas onde havia tecido 
ósseo integro e sobre o defeito ósseo, medindo-
se uma área de osso integro e área da lesão, 
após a calibração do sistema com auxílio do 
penetrômetro. A sequência dos passos para 
análise da DMO foram: 

1º) Transformação de imagem colorida em 8 
bits. 

2º) Calibração do sistema a partir das cinco 
diferentes espessuras do penetrômetro 
(espessura de alumínio vs radiopacidade). 

3º) Medida da densidade óptica na área de 
tecido ósseo normal e local de perfuração (por 
amostra), tanto dos grupos controle e quanto 
irradiados. 

Os dados foram submetidos à análise 
estatística com auxílio do programa GraphPad 
Prism. Empregou-se a Análise de Variância 
(ANOVA), com pós-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. Não houve 
diferença significativa entre os grupos em 28 dias. 
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 Figura 3- Densidade óptica em diferentes tempos 
experimentais. CI e LI – 14 DPO, CII e LII - 21 
DPO e CIII e LIII 28 – DPO. Dados expressos em 
média ± desvio padrão. *** - p<0,001 
 

Discussão 
 

O presente estudo objetivou a análise 
densitométrica do tecido ósseo após lesão em 
ratos diabéticos com e sem terapia LED. A 
densitometria óptica radiográfica é utilizada para 
a mensuração da DMO, por meio de imagens 
radiográficas, permitindo avaliar o processo de 
mineralização óssea com boa precisão e 
sensibilidade, reprodutibilidade, fácil 
aplicabilidade e baixo custo (STERMAN, 2001). 
Para a análise de tecido ósseo, diferentes 
ferramentas de investigação podem ser utilizadas 
como: análise histológica, tomografias 
computadorizadas, densitometria mineral óssea 
(DMO), entre outras. O processamento digital, 
para análise da DMO, pode ser realizado com 
auxílio de uma escala de alumínio (penetrômetro) 
para permitir calibração (FENYO-PEREIRA et al., 
1999; WHAITES, 2003).  Em estudos realizados 
por Bodner et al (1993), os autores afirmaram que 
o uso de radiografias ainda representa o melhor 
método não cirúrgico para detecção de formação 
óssea na existência de lesão. 

A grande dificuldade nas análises 
densitométricas em radiologia é a de 
reprodutibilidade das densidades ópticas de uma 
mesma estrutura em sucessivas tomadas 
radiográficas. Decorre, então, a grande 
importância da padronização de todos os 
parâmetros utilizados nas tomadas radiográficas, 
para que as medidas densitométricas possam ser 
comparadas sem nenhum fator de correção 
(CARVALHO et al., 1976; DUTRA et al., 2007). A 
análise da densitometria em radiografias de rotina 
realizadas com auxílio de uma escala padrão de 
alumínio possibilita a aferição do estado de 

cicatrização alveolar (MURAMOTO et al., 2005). 
Relataram também que a formação de osteóide e 
de mineralização são expressas 
radiograficamente pelo aumento na 
radiopacidade, resultante de maior· densidade 
óptica da imagem óssea.  

No presente estudo observou-se aumento 
significativo (p<0,05) da DMO nos grupos tratados 
quando comparados aos grupos controle em 14 e 
21 dias. Não houve diferença significativa entre 
os grupos em 28 dias. Estes dados corroboram 
com achados de Nicolau et al. (2003) e 
Diamantino et al. (2011), demonstrando que 
padrões de reparo ósseo em fases finais não são 
inadequadamente afetados pela fototerapia. A 
DMO aumentada sugere maior da concentração 
de tecido mineralizado. Durante o processo de 
reparo ósseo o micro ambiente da lesão 
apresenta pH reduzido, o qual pode contribuir 
para perda mineral local, visando tamponamento, 
permitindo ao estabelecimento de um ambiente 
propício à liberação de fosfatase alcalina por 
fibroblastos, com formação de tecido osteóide 
subseqüente (ISMAIL, 1997; GRAVIL; MUCSI, 
1997). Segundo autores, a fototerapia com luz 
coerente (laser) promove normalização do pH 
local em áreas de reparo ósseo devido ao 
aumento do aporte sanguíneo local, com 
subseqüente redução 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 atribuídos  a  sua  coerência (BOULTON  et  
al., 1986). Estudos atestam que a coerência da 
luz não é responsável pela biomodulação, pois 
esta propriedade se perde nas  primeiras  
camadas  de  tecido biológico (PÖNTINEN, 
2000). A luz emitida por um LED não é coerente, 
e ao incidir sobre o tecido biológico, se espalha 
nas primeiras camadas, assim como ocorre com 
a luz coerente. Com base neste preceito, é 
possível subsidiar que efeitos semelhantes aos 
obtidos pelo laser sejam alcançados com a 
terapia LED.  

O presente estudo demonstrou que a terapia 
com LED (945 ± 20 nm) influenciou o reparo 
ósseo em animais diabéticos. Considerando que 
organismos diabéticos podem apresentar retardo 
no processo de reparo ósseo, a presença de 
DMO significativamente maior entre os primeiros 
21 dias de reparo no grupo tratado com luz não 
coerente, sugere que pode existir otimização do 
processo de osseointegração.  

 
Conclusão 
 
Conclui-se que o LED otimiza o processo 

inicial de reparo ósseo em ratos diabéticos, 
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conferindo uma DMO significantemente maior na 
área de lesão (≈30%), apontando perspectivas de 
redução de tempo na osseointegração em 
diabéticos.  
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