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RESUMO 

 

GOMES, Gilton de Jesus M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, Julho de 2013. Efeitos do 

exercício físico sobre propriedades estruturais e mecânicas do fêmur de ratos com 

diabetes experimental e sob insulinoterapia. Orientador: Antônio José Natali. 

Coorientadores: Ricardo Junqueira Del Carlo, Thales Nicolau Prímola Gomes. 

 

 

Este estudo teve como objetivo investigar os efeitos do treinamento em natação (TN) 

de baixa intensidade combinado com a insulinoterapia sobre propriedades estruturais e 

mecânicas do fêmur de ratos em crescimento com diabetes mellitus tipo 1 (DMT1) 

experimental induzido por streprozotocina (STZ). Foram utilizados 60 ratos Wistar com 30 

dias de idade e massa corporal média de 90g no início do experimento. Os animais foram 

distribuídos aleatoriamente, em seis grupos experimentais com 10 animais em cada: controle 

sedentário (CS); controle exercitado (CE); diabético sedentário (DS); diabético exercitado 

(DE); diabético sedentário tratado com insulina (DSI); diabético exercitado tratado com 

insulina (DEI). Os animais dos grupos DE, DS, DEI e DSI receberam uma injeção 

intraperitoneal (60 mg/kg de massa corporal) de STZ, diluída em 1mL de tampão citrato de 

sódio (0,1 M, pH 4.5). Sete dias após a aplicação de STZ e jejum de 12 horas, os animais que 

apresentaram glicemia de jejum superior a 300 mg/dL foram considerados diabéticos. Após 

sete dias de indução do diabetes, os animais dos grupos DE, DEI e CE foram submetidos ao 

TN (90 min/dia; 5 dias/semana; 5% peso corporal), por oito semanas. No mesmo período os 

animais dos grupos DSI e DEI receberam uma dose de insulina (1-4 UI). Após o período 

experimental os animais sofreram eutanásia, o fêmur direito foi dissecado para avaliação da 

densidade mineral óssea (DMO), do conteúdo mineral ósseo (CMO) e da resistência óssea. O 

fêmur esquerdo foi dissecado para determinação da morfometria óssea. Os resultados 

mostraram que o DMT1 experimental reduziu o CMO e a DMO do fêmur. Na região do colo 

femoral o DMT1 reduziu a rigidez, a força de fratura, a tenacidade, o volume ósseo e a 

quantidade de colágeno total e tipo III. Na região da diáfise femoral houve redução da rigidez, 

da força de fratura, da tenacidade e da espessura cortical. A insulinoterapia isoladamente 

amenizou os efeitos deletérios do DMT1 sobre o CMO e a DMO do fêmur; e atenuou a 

redução da força de fratura e da tenacidade, assim como reverteu a perda de volume ósseo e 

da quantidade de colágeno total no colo femoral. Na diáfise femoral, a insulinoterapia 

amenizou a redução na rigidez, na força de fratura óssea, na tenacidade e na espessura 

cortical. O treinamento em natação isoladamente aumentou a DMO do fêmur e o volume 
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ósseo no colo femoral e a tenacidade na diáfise femoral dos animais controles (grupo CE), 

assim como a força de fratura e a tenacidade no colo femoral dos animais diabéticos não 

tratados com insulina (grupo DE). A combinação do TN com a insulinização aumentou o 

volume ósseo e a força de fratura no colo femoral dos animais diabéticos (grupo DEI). 

Concluiu-se que a combinação do treinamento em natação de baixa intensidade com a 

insulinização durante oito semanas é efetiva em atenuar os efeitos deletérios do DMT1 

experimental induzido por STZ sobre propriedades estruturais e mecânicas do fêmur de ratos 

em crescimento.  
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ABSTRACT 

 

GOMES, Gilton de Jesus, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, July 2013. Effects of 

physical exercise on structural and mechanical properties of the femur in rats with 

experimental diabetes and under insulin therapy. Adviser: Antônio José Natali. Co-

Advisers: Ricardo Junqueira Del Carlo. Thales Nicolau Prímola Gomes. 

 

 

        The aim of this study was to investigate the effects of a low-intensity swimming training 

(ST) combined with insulin therapy on the femoral structural and mechanical properties in 

growing rats with experimental type 1 diabetes mellitus (T1DM) induced by streprozotocin 

(STZ). Sixty Wistar rats at 30 days of age and average body mass of 90g at the onset of the 

experiment were used. The animals were randomized into six groups of ten animals: 

sedentary control (CS), exercised control (CE), diabetic sedentary (DS) and diabetic exercised 

(DE), sedentary diabetic treated with insulin (DSI), insulin-treated diabetic exercised (DEI). 

The animals from DE, DS, DEI and DSI groups received an intraperitoneal injection (60 

mg/kg body weight) of STZ diluted in 1 mL of sodium citrate buffer (0.1M, pH 4.5). Seven 

days after the STZ injection and 12 hours fasting animals showing blood glucose above 300 

mg/dL were considered diabetic. Seven days after induction of diabetes, the animals in group 

DE, DEI and CE were subjected to swimming training (90 min/day; 5 days/week; 5% body 

weight) for eight weeks. For the same period animals from groups and DEI and DSI received 

a daily dose of human insulin (1-4 U/day). By the end of the experimental period, animals 

were euthanized and the right femur was dissected for assessment of bone mineral density 

(BMD), bone mineral content (BMC) and bone strength. The left femur was dissected for 

determination of bone morphometry. The results showed that the experimental T1DM 

reduced femoral BMC and BMD, femoral neck stiffness, breaking force, tenacity, bone 

volume, total collagen and type III collagen content. In the femoral midshaft T1DM reduced 

bone breaking force, stiffness and the cortical thickness. The insulin therapy itself attenuated 

the deleterious effects of T1DM on the femoral BMC and BMD; and mittigated the reductions 

of bone breaking force and tenacity as well as reversed the trabecular bone volume loss and 

the total collagen content in the femoral neck. In the femoral midshaft region insulin therapy 

attenuated the reductions in bone stiffness, breaking force, tenacity and cortical bone 

thickness. Swimming training itself increased the femoral BMD, the femoral neck trabecular 

bone volume, and the midshaft tenacity in control rats (CE group) as well as the femoral neck 

breaking force and tenacity in diabetic animals non treated with insulin (DE group). The 
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combination of ST with insulin therapy increased the femoral neck trabecular bone volume 

and breaking force in diabetic animals (DEI group). It was concluded that the combination of 

low-intensity swimming training with insulin therapy is effective in attenuating the 

deleterious effects of experimental T1DM induced by STZ on the femoral structural and 

mechanical properties in growing rats. 
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1- INTRODUÇÃO  

 

O diabetes mellitus (DM) é uma doença metabólica caracterizada por hiperglicemia, 

resultante de defeitos na produção e na ação da insulina, ou ambos (ADA, 2010; AIRES, 

2012). O DM pode ser classificado segundo a Associação Americana de Diabetes (ADA) e a 

Organização Mundial de Saúde (OMS) em quatro classes clínicas: DM tipo1 (DMT1), DM 

tipo 2 (DMT2), outros tipos específicos de DM e DM gestacional. Ainda há duas categorias 

referidas como pré-diabetes, que são glicemia de jejum alterada e a tolerância à glicose 

diminuída (ADA, 2008; SBD, 2009).  

O DMT1 tem como causa primária a destruição auto-imune das células β pancreáticas, 

responsáveis pela produção de insulina. Caracteriza-se por hiperglicemia contínua ou 

intermitente que promove alterações teciduais, celulares e moleculares em diferentes sistemas 

orgânicos (FANG et al., 2004; AIRES, 2012). A hiperglicemia crônica advinda do DMT1 é 

devida à falta de insulina, - hormônio anabólico produzido pelas células β das ilhotas de 

Langerhans do pâncreas em resposta a ações de hormônios do sistema nervoso e alterações 

nos níveis plasmáticos de nutrientes, fundamentalmente a glicose (RAW, 2006; AIRES, 

2012). O DMT2, denominada “resistência insulínica”, envolve uma regulação incorreta no 

metabolismo da glicose, caracterizada por resistência a ação da insulina e resposta 

compensatória inadequada da secreção de insulina (SBD, 2009; ADA, 2010; MAAHS et al., 

2010).   

O DM é um dos principais problemas de saúde pública no mundo, afetando cerca de 

360 milhões de pessoas. Estima-se que no ano de 2030, o número de indivíduos atingidos 

ultrapasse os 520 milhões, se não forem tomadas medidas preventivas urgentes (IDF, 2011).  

No Brasil, há aproximadamente 13,4 milhões de pessoas diabéticas com idade entre 20 e 79 

anos (IDF, 2012). Em um estudo na cidade de Bauru, São Paulo, com o objetivo de avaliar a 

tendência em longo prazo (1986 a 2006) de DMT1, em crianças menores de 14 anos, 

verificou-se que houve aumento de 6,56 vezes, um padrão de incidência considerado alto 

(NEGRATO et al., 2010).  

 O termo “doença diabética óssea” é usado para descrever as alterações mais comuns 

causadas pelo DM no sistema ósseo (BILEZIKIAN et al., 2008). A hiperglicemia produz 

efeitos deletérios na formação óssea, pois a manutenção da glicemia elevada aumenta a 

função dos osteoclastos e reduz a dos osteoblastos. Além disso, induz a produção do fator 

estimulador de colônias de macrófagos (M-CSF), do fator de necrose tumoral (TNF-α) e do 
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ligante ativador do fator nuclear-kβ (RANKL), determinando um desequilíbrio no turnover 

ósseo para maior reabsorção óssea (WONGDEE & CHAROENPHANDHU, 2011).   

A insulina e o fator de crescimento semelhante à insulina (IGF-1) induzem várias 

respostas metabólicas e de crescimento, e têm importante papel na regulação anabólica do 

metabolismo ósseo. A diminuição ou ausência da insulina determina perda óssea pela redução 

da osteoblastogênese, além de alterar a regulação de outros fatores como o paratormônio 

(PTH), IGF-1 e vitamina D, provocando diminuição na formação óssea (OGATA et al., 2000; 

BLAKYTNY et al., 2011; MIAZGOWSKI et al., 2007). O DMT1 provoca alterações no 

crescimento, remodelamento, diminuição da densidade mineral óssea (DMO) e do conteúdo 

mineral ósseo (CMO) e aumenta a fragilidade óssea e o risco de fratura (BOTOLIN et al., 

2005; HOFBAUER et al., 2007; BILEZIKIAN et al., 2008; BLAKYTNY et al., 2011).  Por 

exemplo, homens e mulheres portadores de DMT1 têm de 6-7 vezes maior risco de fraturas 

no quadril, comparados a pessoas sem DM (MIAO et al. 2005; JANGHORBANI et al. 2007). 

Todavia, o aumento do risco de fraturas em indivíduos com DMT1 é mais provável de 

ser devido à pobre qualidade óssea, desequilíbrio orgânico e inorgânico ósseo, do que à 

redução da DMO em si (VESTERGAARD et al., 2009; STROTMEYER AND CAULEY, 

2007). Prejuízos na fase orgânica, na matriz de colágeno, em resposta a hiperglicemia levam 

ao aumento da fragilidade óssea e reduz a resistência óssea à fratura (SAITO et al., 2006a, 

SAITO et al., 2006b; NYMAN et al., 2011; SILVA, 2011). 

Estudos com modelos de diabetes induzidos por estreptozotocina (STZ), o qual imita  

o DMT1 humana, indicam prejuízos nas propriedades estruturais, mecânicas e na resistência à 

fratura no fêmur e no colo femoral de ratos (HOU et al., 1991; HOU et al., 1993; REDDY et 

al., 2001; SILVA et al., 2009; NYMAN et al., 2011; SILVA, 2011; ERDAL et al., 2012). Em 

contraste, a terapia insulínica foi capaz de reverter a redução da DMO femoral de ratos 

adultos, sem afetar os prejuízos mecânicos causados pela STZ (ERDAL et al., 2012). Da 

mesma forma, a insulinização atenuou os efeitos deletérios da STZ nas propriedades 

estruturais e mecânicas no colo femoral de ratos jovens com hiperglicemia severa (60mg/kg 

de STZ; glicemia sanguínia > 300 mg/dL) (HOU et al., 1993) e moderada (45 mg/kg de STZ; 

glicemia sanguínia ~ 277 mg/dL) (HOU et al., 1991).  

A atividade física regular, por sua vez, produz efeitos benéficos na saúde de pessoas 

com DM, tais como a melhora da sensibilidade à insulina, do controle glicêmico, redução e 

manutenção do peso corporal e redução de doenças cardiovasculares (ACSM, 2000; HAYES 

& KRISKA, 2008; SBD, 2009). Quando realizada em adição com dieta e insulinoterapia, 
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torna-se uma ferramenta importante para o controle do DMT1 (REGENSTEINER et al., 

2009). O exercício físico bem estruturado também melhora a capacidade física, diminui a 

necessidade de insulina, reduz os níveis de lipídios e proporciona bem-estar geral (CHIMEN 

et al., 2012). Além disso, o exercício aeróbico tem se mostrado eficiente em induzir melhoras 

nas propriedades ósseas de ratos com diabetes experimental (GOMES et al., 2006). 

A carga mecânica é um potente estímulo para as células ósseas, ampliando a força e 

inibindo a perda óssea com a idade (ROBLING et al., 2006). A carga imposta pelo exercício 

produz deformação na matriz óssea que estimula a osteogênese (BOPARTE et al., 1998) e, 

em conseqüência, aumenta a massa óssea em humanos e animais (FUJIMURA et al., 1997; 

HUANG et al., 2008). Isto ocorre por meio do efeito piezoelétrico causado pela carga 

mecânica que aumenta a resposta osteoblástica e, conseqüentemente, a massa e a DMO 

(ROBLING et al., 2006). Também, o aumento da massa muscular, em resposta ao exercício, 

exerce maior tensão na junção osteotendinosa, resultando em maiores estímulos osteogênicos 

(IWAMOTO et al., 2005). Além isso, a otimização da saúde óssea (pico de massa e força 

óssea) na adolescência parece estar associada com a redução do risco de desenvolvimento de 

osteoporose e fraturas na idade adulta (TSUJI et al., 1996; BONO AND EINHORN, 2003; 

HENRY et al., 2004). Porém, até o momento, poucos estudos sobre os efeitos do exercício 

nas propriedades biomecânicas de ratos com DMT1 sem tratamento insulínico foram 

realizados (VERHAEGHE et al., 2000; GOMES et al., 2006; SILVA, 2011) e os resultados 

não são consistentes. Ambos, benefícios (GOMES et al., 2006) e sem efeito (VERHAEGHE 

et al., 2000; SILVA, 2011) foram observados em ratos com DMT1 experimental sem 

tratamento insulínico. 

Apesar do exercício de alto impacto exercer maior estímulo mecânico para o osso, 

comparado aos exercícios de baixo impacto ou sem impacto (WELCH et al., 2008; CAMHI 

AND KATZMARZYK, 2012), indivíduos com fragilidade óssea podem não ser capazes de 

realizar esses exercícios, o que torna a natação uma opção terapêutica atrativa. Na verdade, o 

treinamento em natação tem mostrado efeitos benéficos nas propriedades estruturais e 

mecânicas no fêmur de ratos não diabéticos (HUANG et al., 2003; HUANG et al., 2010; 

McVEIGH et al., 2010; SILVA, 2011), e estimula a massa óssea em ratos com diabetes, 

induzidos por Alloxan (GOMES et al., 2006). Apesar disso, o treinamento em natação de 

baixa intensidade parece não ser efetivo em atenuar os prejuízos do DMT1 nas propriedades 

estruturais e mecânicas de ratos em crescimento não tratados com insulina (SILVA, 2011).  
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Portanto, considerando: a) que a atividade física regular e o tratamento insulínico têm 

sido indicados como formas de controle do DMT1; e b) que os efeitos isolados do 

treinamento físico e da insulinoterapia parecem ser ineficientes em atenuar os efeitos 

deletérios do DMT1 sobre o osso, a hipótese do presente estudo é de que a combinação do 

treinamento em natação de baixa intensidade, tipo de exercício cuja prática é segura para 

indivíduos com esta patologia, com a insulinoterapia pode atenuar os efeitos deletérios do 

DMT1 experimental induzido por STZ sobre propriedades estruturais e mecânicas do fêmur 

de ratos em crescimento. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



5 

 

2- OBJETIVOS 

 

2.1- Objetivo Geral: 

Investigar os efeitos de um programa de exercício físico aeróbico regular combinado 

com a insulinização sobre propriedades estruturais e mecânicas do fêmur de ratos em 

crescimento com diabetes mellitus tipo 1 (DMT1) experimental. 

 

2.2- Objetivos Específicos: 

 Verificar se o treinamento em natação de baixa intensidade aplicado em combinação 

com a insulinização durante 8 semanas afeta os seguintes parâmetros ósseos em ratos Wistar 

em crescimento com diabetes DMT1 induzido por streptozotocina: 

 - Densidade mineral óssea do fêmur; 

 - Conteúdo mineral ósseo do fêmur; 

 - Força máxima, rigidez e tenacidade do colo e da diáfise do fêmur; 

 - Volume ósseo do colo e da diáfise do fêmur; 

 - Quantidade de colágeno do tipo I e III no colo do fêmur. 
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3- REVISÃO DE LITERATURA 

3.1. Diabetes Mellitus 

  

 O DM é caracterizado por um grupo heterogêneo de distúrbios metabólicos, 

fundamentados na hiperglicemia resultante de defeitos na produção e na ação da insulina, ou 

ambos (SBD, 2009; ADA, 2010; AIRES, 2012). 

 Os sintomas clássicos do diabetes incluem poliúria, polidipsia, perda de peso, cansaço, 

podendo ocorrer polifagia e visão turva (ADA, 2010; MAAHS et al.,  2010; GAN et al., 

2012). As complicações, a longo prazo, estão associadas à disfunção e falha de vários órgãos, 

como retinopatia com potencial perda de visão, nefropatia, neuropatia com risco de úlceras 

nos pés e amputações, doença neuropática articular, osteopenia e neuropatia autonômica 

causando disfunções cardiovasculares, gastrointestinal e sexual (ADA, 2008).  

O DM pode ser classificado, com base em sua etiologia, em quatro classes clínicas: 

DM tipo1 (DMT1), DM tipo 2 (DMT2), outros tipos específicos de DM e DM gestacional. 

Ainda há duas categorias referidas como pré-diabetes, quando estão presentes glicemia de 

jejum alterada e tolerância à glicose diminuída (ADA, 2008; SBD, 2009). Alguns pacientes 

podem não ser claramente identificados como portadores de DMT1 ou DMT2, pois a 

apresentação clínica pode variar consideravelmente em ambos os tipos. O DMT1, presente em 

5% a 10% dos casos, tem como causa primária a destruição auto-imune das células β 

pancreáticas, responsáveis pela produção de insulina (FANG et al., 2004; SBD, 2009; AIRES, 

2012). A hiperglicemia crônica resultante é conseqüente à falta de insulina, que atua em 

resposta a ações de hormônios do sistema nervoso e alterações nos níveis plasmáticos de 

nutrientes, fundamentalmente a glicose (RAW, 2006; AIRES, 2012). Alguns possíveis 

desencadeadores ambientais que podem ativar a autoimunidade das células β são: dieta, mais 

especificamente leite de vaca (proteína); falta de vitamina D; infecções virais e drogas; e 

toxinas (WHERRETT & DANEMAN, 2009; MAAHS et al., 2010;  GAN et al., 2012). 

O curso clínico do DM é caracterizado por início agudo dos sintomas. Em muitos 

casos, a cetoacidose diabética aparece como a primeira manifestação, em outros casos, a 

hiperglicemia se apresenta de forma lenta, agravando-se para a forma severa na presença de 

infecções (MAAHS et al  2010; ADA, 2010; GAN et al., 2012).  

O DMT2, presente em 90% a 95% dos casos, envolve a regulação incorreta do 

metabolismo da glicose, e caracteriza-se por resistência a ação da insulina e resposta 

compensatória inadequada à sua secreção, anomalia denominada “resistência insulínica” 
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(SBD, 2009; ADA 2010; MAAHS et al., 2010). A hiperglicemia pode estar presente por 

longo período antes de ser detectada e é suficiente para causar alteração em vários órgãos, 

mesmo sem apresentar sintomas clínicos (ADA, 2008). No tratamento do DMT2 a dieta e o 

exercício físico podem ser efetivos, sem dependência de insulina exógena, todavia, alguns 

portadores necessitam de insulinoterapia (SBD, 2009). No DMT2 o fator genético é 

importante, contudo devem ser considerados outros fatores como o envelhecimento, o 

sedentarismo e, de forma relevante, a obesidade, pois além de induzir resistência insulínica 

em resposta ao excesso de alimentos, leva a superestimulação da secreção de insulina, o que 

contribui para a exaustão das células β (AIRES, 2012).  

Apesar dos recentes aumentos na taxa de DMT2 em jovens, DMT1 tem sido, e 

continua a ser, o tipo mais comum de diabetes em crianças e adolescentes (GAN et al., 2012). 

Embora as doenças auto-imunes mais comuns afetem desproporcionalmente mulheres, 

garotas e garotos são igualmente afetados com DMT1 em populações jovens (MAAHS et al., 

2010).  

 

3.1. 1 Modelo experimental de diabetes induzido por Streptozotocina 

A ação diabetogênica da estreptozotocina (STZ), substância isolada do Streptomyces 

achromogenes, foi descrita inicialmente por Rakieten et al. (1963) e Evans et al. (1965). A 

injeção intravenosa de soluções de STZ induziu diabetes em ratos e cães e, a partir desses 

achados, o diabetes passou a ser induzido com sucesso em diferentes modelos experimentais. 

Os mecanismos da ação diabetogênica da STZ estão relacionados à citotoxidade e 

glicosilação de proteínas das ilhotas pancreáticas, uma vez que STZ inibe seletivamente a 

enzima O-GLcNAcase, responsável pela remoção de N-acetilglucosamina da proteína. Tal 

ação causa apoptose das células -pancreáticas (KONRAD et al., 2001). Outro mecanismo 

proposto para o efeito diabetogênico da STZ é que a droga promove lesão histopatológica nas 

células pancreáticas por reduzir os níveis de NAD (Nicotinamida adenina dinucleotídeo) 

disponível nessas células (AKBARZADEH et al., 2007).  

Os ratos com diabetes induzido por STZ apresentam algumas características como 

perda de massa corporal, glicosúria, polifagia, hipoinsulinemia e hiperglicemia (HAKIM et 

al., 1997). A patofisiolgia deste tipo de diabetes inclui osteopenia ou mesmo osteoporose que 

está freqüentemente associada com a redução da DMO, do CMO e diminuição da taxa de 

mineralização (BLAKYTNY et al., 2011). Além disso, ratos com diabetes induzido com STZ 
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apresentam redução na atividade física diária, temperatura corporal e na freqüência cardíaca 

(HOWARTH et al., 2006a). 

 

3.2. Insulina e Diabetes Mellitus 

 

 A regulação da secreção de insulina é feita fundamentalmente pela glicemia, cujo 

aumento determina que a secreção de insulina seja elevada (AIRES, 2012). A insulina inicia 

uma via de sinalização que inclui o receptor de insulina (IR), substratos receptores de insulina 

(IRS), fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K), proteína quinase B (Akt) e GLUT 4 ( CARTEE 

AND FUNAI, 2009). A ativação da via insulínica diminui a glicemia após a ingestão de 

alimentos por reforçar a captação de glicose pelos tecidos alvos, favorecendo a glicólise, 

síntese de glicogênio e captação de aminoácidos. Ao mesmo tempo, a insulina inibe processos 

que liberam energia como a lipólise, glicogenólise, proteólise e gliconeogênese (FUZELE & 

CLEMENS, 2012). Além da glicose, outros substratos, hormônios e o sistema nervoso, têm 

interferências nos mecanismos secretores de insulina, e participam do controle de sua 

secreção (RAW, 2006; AIRES, 2012). 

O objetivo do tratamento do DM é reduzir a hiperglicemia, devolver ao diabético o 

equilíbrio metabólico, propiciando um estado o mais próximo possível da fisiologia normal 

do organismo (SBD 2006).  As insulinas são classificadas quanto ao tempo para início, pico 

de ação e duração total. As insulinas de ação rápida variam nos tempos para o pico de ação 

entre 30 minutos e 2 horas e tem duração total de 3 a 5 horas. Entre as insulinas de ação 

intermediária e prolongada, encontra-se a NPH (neutral protamine Hagedorn) e os análogos 

de insulina glargina e detemir com pico de duração de 4 a 10 horas e duração total de 10 a 24 

horas. Além dessas, encontram-se as misturas insulínicas compostas por porcentagens das 

insulinas de ações rápidas e regular (SBD, 2011).  

Segundo (TSCHIEDEL & PUÑALES, 2010), a reposição de insulina geralmente 

inclui uma insulina basal, uma insulina prandial (bolus refeição) e doses complementares que 

ocorrem no período interalimentar (bolus correção). Outra forma também utilizada no 

controle metabólico do diabético, porém, com um custo mais elevado é a bomba de infusão de 

insulina. Nessa forma de controle glicêmico, a infusão de insulina ocorre automaticamente 

variando entre os períodos do dia de acordo com a programação pré-estabelecida (SBD, 

2006).    
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A insulinoterapia, independente dos esquemas de insulinização estabelecidos, deve ser 

aliada à terapia nutricional, prática de atividade física regular e planejada, automonitoramento 

e ajuste freqüente das doses, buscando o controle metabólico (SBD, 2009; TSCHIEDEL & 

PUÑALES, 2010).  

O tratamento do DMT2 inicia-se com combinações de drogas orais, e, à medida que a 

doença se intensifica, utiliza-se a insulinoterapia intensiva, como no DMT1 (SBD, 2006). 

Contudo, estudos indicam que a terapia com insulina, pode ser utilizada mais precocemente, 

logo após a terapia oral (TSCHIEDEL & PUÑALES, 2010). 

 

3.3. Tecido Ósseo 

O osso contém um componente orgânico (20-25%), um inorgânico (70%) e água (5%). 

A matriz orgânica determina sua estrutura e as propriedades mecânicas e biomecânicas 

(KHAN et al., 2001), contém principalmente colágeno tipo I, e em quantidades menores o 

colágeno tipo V e traços dos colágenos tipos III, XI e XII, juntamente com outras proteínas 

não colagenosas (AIRES, 2012). Todas as moléculas de colágeno constituem, 

aproximadamente, 90% do peso total das proteínas da matriz óssea (ROSS & PAWLINA 

2008; AIRES, 2012).  

As fibras de colágeno tipo III são conhecidas por não serem estruturas homogêneas 

simples, uma vez que as fibrilas de colágenos sempre estão codistribuídas com outras 

proteínas estruturais, tais como, colágeno tipo I e VI. Portanto, as fibras de colágeno tipo I e 

III podem estar presentes na mesma fibrila para modular as propriedades físicas, embora as 

fibras de colágeno tipo III sejam mais finas e menos ordenadas (KIELTY et al., 1993). As 

fibras de colágeno tipo III são confinadas na periferia (subperiósteo) do osso. No rato, as 

fibras tipo III encontram-se na região proximal do fêmur, ocupam um substancial, discreto e 

complexo domínio como uma extensão do periósteo. Sua densidade é maior na região do 

trocanter e do colo fêmural e seu domínio estreita-se para a região distal. Embora o colágeno 

tipo I seja mais abundante, fibras de colágeno tipo III tem um papel proativo e reativo na 

determinação da massa e força óssea por facilitar a ligação musculoesquelética (LUTHER et 

al., 2003).  

As células ósseas, osteoblastos, osteoclastos e osteócitos são uma pequena parte da 

massa óssea, responsáveis pela manutenção dos níveis circulantes de cálcio (homeostase 

mineral) e pelo modelamento e remodelamento da matriz óssea (AIRES, 2012).  
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Dentro deste processo de remodelamento, outros dois tipos de células também são 

associadas ao tecido ósseo, as células osteoprogenitoras e as células de revestimentos (ROSS 

& PAWLINA, 2008). As células osteoprogenitoras são derivadas de células tronco 

mesenquimais da medula óssea. É necessária uma população destas células (células 

precursoras de osteoblastos), que são receptivas aos estímulos moleculares, para acontecer à 

osteogênese (ROSS & PAWLINA, 2008).  

Os osteoblastos são células formadoras de osso, diferenciadas e secretam a matriz 

óssea, tanto colágeno tipo I quanto as proteínas da matriz óssea. A membrana plasmática 

destas células é rica em fosfatase alcalina (marcador de formação óssea), além de possuir 

receptores para PTH, citoquinas, prostaglandinas, estrogênios e vitamina D (AIRES, 2012). A 

função osteoblástica é controlada por fatores endócrinos, parácrinos e autócrinos. Hormônios 

como PTH, vitamina D, glicocorticóides, hormônio do crescimento (GH) e esteróides 

gonadais atuam diretamente sobre os osteoblastos (KHAN et al., 2001). 

 Os osteócitos são osteoblastos envoltos pela matriz óssea, que foi previamente 

secretada pelo osteoblasto. São as células responsáveis por manter a matriz óssea madura e 

também desempenham o papel na mecanotransdução, que permite ao osteócito responder às 

forças mecânicas aplicadas ao osso (ROSS & PAWLINA, 2008; AIRES, 2012). As células de 

revestimento ósseo são células de reabsorção óssea que derivam de osteoblastos e revestem o 

osso quando não está sendo remodelado. Parecem exercerem a função de manutenção e 

suporte nutricional dos osteócitos, além de regular o movimento do cálcio e fosfato para 

dentro e para fora do osso (ROSS & PAWLINA, 2008). 

 Os osteoclastos são células grandes, multinucleadas, derivadas da fusão de células 

progenitoras hematopoéticas mononucleares localizadas na medula óssea. Caracterizam-se 

pela auto mobilidade e estão localizados sobre a superfície óssea onde a reabsorção está 

acontecendo (ROSS & PAWLINA, 2008; AIRES, 2012). O processo de reabsorção depende 

de interação entre o osteoclasto e a superfície óssea, e um espaço fechado forma-se entre a 

célula e a matriz. Nesse espaço, os osteoclastos liberam enzimas lisossomais mantendo um pH 

ácido, de maneira a possibilitar a dissolução da matriz óssea (KHAN et al., 2001; MOTTA, 

2003). 

A DMO é resultado de um processo dinâmico de formação e reabsorção denominado 

de remodelamento. A reabsorção é responsável pela deterioração do tecido ósseo, enquanto a 

formação do mesmo é responsável pela reconstrução e fortalecimento do tecido deteriorado 

(CREIGHTON et al., 2001; CADORE et al., 2005). 
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 O CMO e a DMO são determinados principalmente pelo genótipo.  

Aproximadamente 70% da variação na densidade óssea são determinadas pela hereditariedade 

e os 30% restantes dependem dos hábitos de vida, em que a atividade física e, ou, a nutrição 

podem induzir respostas fisiológicas que permitem níveis maiores de obtenção de massa óssea 

(VICENTE-RODRIGUEZ et al., 2008).  

 

3.3.1. Modelamento e Remodelamento ósseo  

Os processos de modelamento e remodelamento ósseo atuam em conjunto com o 

crescimento para definir a forma apropriada do osso, manter os níveis adequados de íons no 

soro sanguíneo, e reparar estruturalmente regiões comprometidas (ROBLING et al., 2006). O 

modelamento, ou construção óssea, dependente de osteoblastos, é vigoroso durante o 

crescimento e produz mudanças na dimensão e forma do osso. A remodelagem, ou 

reconstrução, ocorre durante toda a vida. O osso é primeiramente reabsorvido pelos 

osteoclastos e, então, formado no mesmo local pelos osteoblastos (BILEZIKIAN et al., 2008). 

O remodelamento ocorre tanto no osso cortical, predominante na diáfise do fêmur, como no 

trabecular, predominante no colo do fêmur, porém é mais intensa no trabecular, devido à 

disposição e função de trabéculas ósseas. Em situações fisiológicas, a reabsorção e a formação 

são fenômenos acoplados e dependentes, e o predomínio de um sobre o outro pode resultar 

em ganho ou perda de massa óssea (SARAIVA & LAZARETTI-CASTRO, 2002). 

  O modelamento ósseo, em qualquer superfície, envolve a ativação osteoblástica e 

subseqüente formação óssea, ou envolve ativação do osteoclasto e subseqüente reabsorção 

óssea, mas não no mesmo local (ROBLING et al., 2006). Esta ação complexa alcança força 

por dois caminhos: deposição óssea estratégica em locais onde é necessária a modificação da 

dimensão e forma do osso, e por remoção óssea do local onde permite a reabsorção sem 

prejuízo aparente (BILEZIKIAN et al., 2008). 

 O remodelamento ósseo ocorre com a remoção e substituição de discretos “pacotes” 

mensuráveis de osso, sendo este remodelado por células derivadas de diferentes fontes, as 

quais são coletivamente chamadas de unidades multicelulares básicas (BMU).  A região com 

presença de BMU fica em linha com os osteoclastos, células especializadas e capacitadas a 

reabsorção óssea (ROBLING et al., 2006). Atrás destas células estão as células de 

revestimento ósseo, que revestem o osso no período entre a reabsorção e formação (ROSS & 

PAWLINA, 2008). Depois das células de revestimento, linhagens de osteoblastos (células 

formadoras ósseas) aderem à zona reversa e depositam camadas de osteóides (matriz óssea 
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não mineralizada). Em seguida a dimensão do espaço remodelado sofre deposição e 

mineralização (ROBLING et al., 2006).  

Estímulos sistêmicos, pelo PTH, ou locais, por tensão mecânica ou microfraturas, 

podem iniciar o processo de ativação da remodelação óssea (ROBLING et al., 2006). A 

osteoclastogênese começa quando as células hematopoiéticas são estimuladas para gerar 

células mononucleares, as quais se tornam pré-osteoclastos e são lançadas na corrente 

sanguínea. Este passo requer expressão do fator de transcrição familiar (Ets) e M-CSF. A 

circulação dos pré-osteoclastos próxima ao local a ser reabsorvido desenvolve uma fusão 

entre estas células formando osteoclastos maduros. A diferenciação do osteoclasto maduro 

ocorre sob a presença do mecanismo de sinalização RANK (receptor ativador do fator nuclear 

Kβ) e seu ligante RANK-L (RANK-RANK-L) processo essencial para a diferenciação e 

maturação dos osteoclastos (Figura 1). Com o mecanismo ativado, o osteoclasto engaja na 

reabsorção (ROBLING et al., 2006; BILEZIKIAN et al., 2008). Esta via da osteoclastogênese 

tem um fator que controla a sua atividade, a produção pelos osteoblastos de osteoprotegerina 

(OPG). A OPG é um receptor solúvel para RANK e funciona para reduzir a osteoclastogênese 

por competitividade com os sítios de ligação para o receptor RANK-L. Conseqüentemente, as 

células do estroma podem controlar a osteoclastogênese em uma direção positiva por 

aumentar a expressão de RANK-L e diminuir a expressão de OPG, ou contrariamente, podem 

ser revertidas para um decréscimo da atividade reabsortiva (ROSS & PAWLINA, 2008). O 

eixo RANK/OPG pode ser controlado pelos osteoblastos, que são controlados por muitos 

reguladores metabólicos ósseos, como as interleucinas I, II e VI (IL-1, IL2, IL6), fator de 

necrose tumoral (TNF), fator de crescimento β (TGF-β), vitamina D e prostaglandinas 

(ROBLING et al., 2006; ROSS & PAWLINA, 2008). 
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Figura 1. Esquema do processo de diferenciação dos osteoclastos (osteoclastogênese) por 

intervenção direta dos osteoblastos através do sistema RANKL/RANK/OPG (adaptado de 

Palma, 2009). 

 

No remodelamento, a formação óssea direcionada pelos osteoblastos desenvolve um 

curso diferente das células reabsortivas, começando uma proliferação de células 

mesenquimais na medula óssea e periósteo. Essas células se diferenciam em pré-osteoblastos, 

passando a osteoblastos maduros que expressam na matriz óssea o colágeno tipo I, 

osteocalcina e uma enzima chave no processo de mineralização, a fosfatase alcalina (ALK 

Phos). Em subseqüência, os osteoblastos dão origem aos osteóides (matriz óssea não 

mineralizada), a qual após um período de amadurecimento será mineralizada (ROBLING et. 

al., 2006; BILEZIKIAN et al., 2008). 

A carga mecânica é um fator importante no modelamento e remodelamento ósseo. O 

principal sinal para a adaptação óssea mediada pela carga mecânica corresponde à taxa e à 

magnitude da tensão, a qual faculta alcançar níveis mínimos ou um limiar para provocar 

modificações estruturais no tecido ósseo (GUADALUPE-GRAU et al., 2009). A carga 

mecânica cria uma cascata de eventos, iniciando uma sinalização intracelular e aumentando os 

sinais de cálcio, proteínas–G e integrinas (glicoproteínas que integram o exterior com o 

interior das células), que são ativados pela carga mecânica (BUARQUE GUSMÃO & 

BELANGERO, 2009). Essa sinalização é convertida na chave de ativação de enzimas 

intracelulares que determinam a liberação de alguns mediadores químicos, como por exemplo, 

o oxido nítrico (ON), que podem atuar suprimindo a atividade dos osteoclastos e promovendo 

a atividade osteoblástica. A estimulação mecânica induz a síntese de prostaglandinas que 

estimulam a atividade osteoblástica através dos IGF’s (Fator de crescimento semelhante à 

insulina) e outros mediadores. Entre eles, o peptídeo liberador de paratormônios da 
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paratireóide (PTHrP) que tem ações similares ao PTH nos osteoblastos, e os seus precursores, 

que podem ser mediadores de formação óssea (BERGMANN et al., 2011). 

 

3.3.2 Biomecânica do osso 

 

O metabolismo ósseo é regulado por uma interação de fatores como a variabilidade 

biológica, nutrição, hormônios, drogas e pela carga mecânica imposta (BANFI et al., 2010; 

BERGMANN et al., 2011). 

 Os ossos foram projetados para oferecer resistência contra cargas aplicadas a eles 

(BORER, 2005), que podem se originar de forças externas pela ação do corpo (ex. caminhar), 

forças internas criadas por tensão dos ligamentos ou contração muscular e na relação osso-

osso e forças de contato (BORER, 2005; BILEZIKAN et al., 2008). 

 Dentre as funções do tecido ósseo, uma das mais importantes é a de suportar e 

transmitir forças sem se romper (GUADALUPE-GRAU et al., 2009). A força do osso 

depende da quantidade de tecido, da sua composição material e como este está organizado 

microarquitetonicamente e geometricamente (forma e tamanho) (BOUXSEIN & KARASIK, 

2006).  

Analisando a força óssea, as propriedades mecânicas do osso são determinadas por 

dois fatores principais: as características da matriz colagenosa, que se relaciona à capacidade 

do osso em absorver energia sem se quebrar; e o grau de mineralização (quantidade de cristais 

de cálcio/hidroxipatita depositado entre as fibras de colágeno) determinando principalmente a 

rigidez óssea (GUADALUPE-GRAU et al., 2009). 

 Os ossos possuem propriedades elásticas e plásticas. Na elástica o osso absorve a 

energia imposta a ele e é reversível, ou seja, ele sofre uma deformação, mas volta à sua forma 

normal. Se a carga imposta excede a capacidade de deformação elástica e se torna permanente 

é denominada de deformação plástica (SEEMAN et al., 2008). As propriedades estruturais 

ósseas são a rigidez, ou flexibilidade, resistência à flexão, torção e compressão, e tenacidade 

(BORER, 2005). A rigidez consiste na resistência à deformação permanente, reflete a 

resistência estrutural elástica do osso após a aplicação de carga. A tenacidade corresponde à 

energia absorvida pelo osso antes de fraturar e a força máxima para ruptura, indica a maior 

força aplicada ao osso até a fratura (BORER, 2005; GUADALUPE-GRAU et al., 2009). 

 A deformação local que resulta de forças aplicadas é referida como tensão, definida 

como relativa mudança no tamanho ou forma do osso. Quando forças são aplicadas ao osso, 
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ocorre uma complexa e variada distribuição de estresse e tensão. Esses dois fatores podem ser 

categorizados como estresse ou tensão normal e estresse ou tensão de cisalhamento. Em um 

dado plano da estrutura óssea, o estresse normal atua perpendicularmente ao plano (tensão e 

compressão) e o estresse de cisalhamento atua no plano paralelo. Tensão normal representa 

alongamento ou encurtamento, e tensão de cisalhamento representa a distorção (BILEZIKAN 

et al., 2008). 

O estímulo mecânico é uma das ações reguladoras da manutenção da massa óssea, 

sendo reconhecido pelas células ósseas após um processo denominado mecanotransdução 

(BERGMANN et al., 2011). A partir dele, inicia-se a resposta celular podendo resultar na 

produção ou reabsorção óssea (LEMURA & DUVILLARD, 2006).  

A mecanotransdução pode ser interpretada como o processo de produção de uma 

reação bioquímica a partir de um estímulo mecânico. As reações bioquímicas em cadeia, 

induzidas pelo estímulo mecânico, atuam em nível celular e podem causar inibição da 

apoptose, aumento da proliferação celular, alterações na migração celular, entre outros efeitos 

(BUARQUE GUSMÃO & BELANGERO, 2009). Neste processo de detecção e transdução, 

os osteócitos são apontados como o principal sensor para a tensão no osso. Os osteoblastos 

que originam os osteócitos também detectam o estímulo mecânico, mas em um grau menor 

(KLEIN-NULEND et al., 2005; ROSS & PAWLINA, 2008).  Estas células, incorporadas em 

um sistema lacunocanicular e largamente distribuídas no osso, são interconectadas por “gap 

junction” entre os processos celulares, e conectam células da superfície e da medula óssea 

(BERGMANN et al., 2011). Os osteócitos são sensíveis ao estresse biomecânico e ao fluxo de 

fluído gerado pelo efeito piezoelétrico, resultante de um aumento das correntes elétricas 

pulsáteis no osso (FUKATA & YASUDA, 1957; TUREK, 1991; BERGMANN et al., 2011). 

O efeito piezoelétrico converte a energia mecânica em elétrica, produzindo carga elétrica 

negativa e positiva. A primeira está associada à osteogênese (deposição) em áreas de 

compressão no osso, enquanto a segunda está ligada à reabsorção óssea nas áreas de tração 

(FUKATA & YASUDA, 1957; BUARQUE GUSMÃO & BELANGERO, 2009). 

 

3.4. Diabetes mellitus e tecido ósseo 

  

 A “doença diabética óssea”, termo usado para descrever as complicações mais comuns 

causadas pelo DM no sistema ósseo, é um dos males causados pelo DMT1 (BILEZIKIAN et 
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al., 2008) e tem sido associada com osteopenia, osteoporose e fraturas (BLAKYTNY et al., 

2011; THRAIKILL et al., 2005b). 

 Segundo Inzerillo & Epstein (2004), a osteoporose é um problema de saúde mundial 

caracterizada por redução da DMO com aumento da porosidade e suscetibilidade à fratura, e 

pode ser causada por aceleração da reabsorção e/ou desaceleração da formação óssea. O 

DMT1 não só agrava a osteoporose e a osteopenia como pode levar a ambas as condições, 

tanto em crianças como em adultos (THRAIKILL et al., 2005b; WONGDEE & 

CHAROENPHADHY, 2011). As desordens ósseas associadas ao DMT1 provocam alterações 

no crescimento, remodelamento, diminuem a taxa de formação óssea, a DMO e o CMO, 

atrasam a cicatrização óssea, aumentam a fragilidade e o risco de fratura (WEISS AND 

REDDY, 1980;BOTOLIN et al., 2005; BILEZIKIAN et al., 2008; BLAKYTNY et al., 2011; 

ARMAS et al., 2012).  Todavia, é importante ressaltar que o aumento do risco de fratura em 

indivíduos com DMT1 é mais provável de ser devido à má qualidade óssea, desequilíbrio 

orgânico e inorgânico ósseo, do que devido à redução da DMO em si (VESTERGAARD et 

al., 2009; STROTMEYER & CAULEY, 2007). 

 O DMT2 e o tecido ósseo apresentam discrepâncias com relação à DMO, pois estudos 

têm demonstrado seu aumento, manutenção e redução. Entretanto, o DMT2 tem sido 

associado ao aumento do risco de fraturas, que está relacionado a comorbidades do DM, tais 

como: retinopatia diabética, neuropatia diabética e acidente vascular cerebral e hipoglicemia, 

que podem aumentar o risco de queda. Também, neste tipo de DM, a combinação da má 

qualidade óssea com o risco de acidentes pode elevar a incidência de fraturas independente da 

DMO (JANGHORBANI et al., 2007; YAMAGUCH, 2010; BLAKYTNY et al., 2011). 

Embora várias investigações tenham direcionado questões de como o DM induz as 

complicações ósseas, o exato entendimento ainda é elusivo. No entanto, aceita-se que a 

hiperglicemia, ausência de insulina, ou resistência à insulina são fatores relevantes para os 

efeitos deletérios diretos e indiretos da doença diabética óssea (WONGDEE & 

CHAROENPHANDHU, 2011). A hiperglicemia é um fator relevante que produz efeitos 

maléficos na formação óssea. A manutenção da glicemia acentuada aumenta a ação dos 

osteoclastos e reduz a dos osteoblastos. Fatores de transcrição que regulam os osteoblastos 

como o fator  ɑ1 do núcleo de ligação (Cbfɑ1) e o fator-2 de domínio runt (Runx 2) são 

afetados, e encontram-se reduzidos com o DMT1 (LU et al., 2003). O DMT1 também induz a 

produção de M-CSF, TNF-α e RANK-L, levando a um desequilíbrio no turnover ósseo, para 
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maior reabsorção óssea (THRAIKIL et al., 2005b; WONGDEE & CHAROENPHANDHU, 

2011).  

De acordo com Blakytny et al. (2011), a hiperglicemia pode ter outros fatores com 

efeitos diretos nas células ósseas e indiretos através da formação de glicação e oxidação de 

produtos relacionados. A hiperglicemia pode diminuir a proliferação de osteoblastos, reduzir a 

expressão OPG e levar à diminuição de osteocalcina e de deposição de cálcio. A expressão de 

receptores de PTH, de vitamina D, e a produção de ON também diminuem. As altas 

concentrações de glicose podem resultar em aumento de AGEs (produtos de glicação final), 

por exemplo, no colágeno, causando alterações nas suas ligações. Estudos com modelos de 

DMT1 induzidos por STZ demonstraram aumento de marcadores de AGEs e prejuízo ósseo. 

Por exenplo, Tomasek et al. (1994) observaram que o aumento de AGEs coincidiu com 

redução da força óssea, DMO e volume ósseo. Porém, Silva et al. (2009) encontraram 

aumento de marcadores de AGEs, redução na força de fratura óssea, sem alterações na 

quantidade de colágeno em osso de ratos diabéticos. 

 Hamada et al. (2009) também ressaltam o estresse oxidativo que é aumentado no 

diabetes. O estudo dos autores mostra que as espécies reativas de oxigênio (ROS) aumentam 

com o diabetes e podem inibir a diferenciação osteoblástica e aumentar a formação de 

osteoclastos, o que pode elevar a reabsorção óssea.  

 A insulina e o IGF-1 induzem várias respostas metabólicas e de crescimento, e têm 

importante papel na regulação anabólica do metabolismo ósseo. A diminuição ou ausência da 

insulina determina perda óssea através da redução da osteoblastogênese, além de alterar a 

regulação de outros fatores como o PTH, IGF-1 e a vitamina D, provocando diminuição na 

formação óssea (THRAILKILL et al., 2005a; BLAKYTNY et al., 2011). A falta de insulina 

pode ter efeito direto nos osteoblastos e seus precursores prejudicando a formação óssea 

(THRAILKILL et al., 2005a).  

De acordo com Thrailkill et al. (2005b), os osteoblastos apresentam um número 

significativo de IRS na superfície  celular, que apresentam alta capacidade de ligação. Ogata 

et al. (2000), utilizando modelos animais, demonstraram que os IRS-1 são essenciais para a 

sinalização intracelular para a insulina e IGF-1, e que a deficiência de IRS-1 nos osteoblastos 

prejudica a proliferação e diferenciação dessas células, além de reduzir o turnover ósseo.  

Outros aspectos, como a inflamação, também podem estar envolvidos com a perda 

óssea no DM. A inflamação, por ser um processo presente no DMT1, aumenta o perfil de 

citocinas, e estas como são mediadoras da diferenciação dos osteoclastos, podem ativar a 
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osteoclastogênese e acelerar a perda óssea no DMT1 (McCABE, 2007; WONGDEE & 

CHAROENPHADHY, 2011). 

 Além da importância da ação da insulina nos osteoblastos para aquisição óssea 

normal, é sugerido que o tecido ósseo, no processo de interação com outros tecidos do corpo, 

participa na regulação do metabolismo energético global (KARSENTY & FERRON, 2012). 

Dada a dimensão do esqueleto e a quantidade de células residentes, a demanda energética do 

osso é, provavelmente por ser grande, especialmente durante os períodos de formação e 

remodelação óssea. Assim, a interrupção da ação da insulina nos osteoblastos, pode ter efeito 

no metabolismo geral da glicose (FULZELE & CLEMENS 2012). 

Avaliando ações in vivo do IGF-1 no metabolismo ósseo, Spencer et al. (1991) 

infundiram IGF-1 no membro posterior direito de ratos por 14 dias para avaliar o efeito na 

formação óssea cortical e trabecular. O membro contrário foi utilizado para comparação, que 

foram feitas por meio de técnicas histológicas. Os resultados mostraram um aumento 

significativo da formação óssea cortical e um aumento de 22% na formação trabecular, que 

foi analisada por um período menor, sete dias.  

GANDHI et al. (2005) utilizaram um sistema de administração intramedular de 

insulina diretamente no local de fratura. A entrega direta de insulina normalizou a 

proliferação celular e condrogênese no início e, posteriormente, normalizou a mineralização 

do tecido e a força mecânica local no DMT1, contudo, sem afetar os parâmetros sistêmicos de 

glicose sanguínea. Estes resultados sugerem importante papel da insulina, diretamente no 

local da fratura, e mostra que a deficiência de insulina no estado de DMT1 pode afetar 

negativamente o processo de cicatrização óssea.  

Estudos em humanos e em modelos de diabetes experimental induzido por STZ, o qual 

mimetiza o DMT1 humana, demonstram os efeitos deletérios desta patologia no sistema 

esquelético. Estudos em humanos (MOYER-MILEUR et al., 2008; SAHA et al., 2009; SOTO 

et al., 2011) revelaram redução na DMO e CMO em adolescentes diabéticos, comparados aos 

controles pareados. Além disso, homens e mulheres portadores de DMT1 têm de 6 a 7 vezes 

maior risco de fraturas no quadril se comparados a pessoas sem DM (MIAO et al., 2005; 

JANGHORBANI et al., 2007). 

Em modelos de diabetes induzidos por STZ, os estudos indicam prejuízos nas 

propriedades estruturais, mecânicas e na resistência à fratura no fêmur e no colo femoral de 

ratos (HOU et al., 1991; HOU et al., 1993; REDDY et al., 2001; SILVA et al., 2009; 

NYMAN et al., 2011; SILVA, 2011; ERDAL et al., 2012). O estudo de Erdal et al. (2012) 
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demonstrou em ratos com DMT1 induzido por STZ que apenas a DMO foi prevenida com o 

tratamento insulínico, sendo que as demais propriedades biomecânicas ósseas (força de 

fratura, rigidez e tenacidade) foram prejudicadas tanto no grupo diabético como no grupo 

diabético tratado com insulina. Por outro lado, Hou et al. (1993), também utilizando o modelo 

de DMT1 induzido por STZ e insulinoterapia, observaram que o DMT1 reduziu a massa do 

fêmur e propriedades mecânicas ósseas para resistência à fratura, no entanto, o tratamento 

insulínico amenizou os efeitos deletérios. Thrailkill et al. (2005b), utilizando de outro modelo 

de DMT1, camundongos diabéticos não obesos, encontraram efeito preventivo do tratamento 

insulínico na formação óssea dos animais tratados, em comparação aos animais sem 

tratamento, que demonstraram formação óssea reduzida em relação aos animais controles não 

diabéticos. Portanto, o tratamento insulínico e os efeitos deste sobre as propriedades 

estruturais e mecânicas do tecido ósseo têm apontado efeitos benéficos; contudo, os resultados 

ainda são inconsistentes. 

 

3.5. Diabetes mellitus e exercício 

 

A atividade física regular é reconhecida por produzir vários efeitos benéficos na saúde 

de pessoas com DM, como melhora da sensibilidade à insulina, do controle glicêmico, 

redução e manutenção do peso corporal e redução de doenças cardiovasculares (ACSM, 2000; 

HAYES & KRISKA, 2008; SBD, 2009: YARDLEY et al. 2012). 

A realização de exercício físico, em adição com dieta e insulina, tornou-se uma 

ferramenta importante para o gerenciamento do DMT1 (REGENSTEINER et al., 2009). O 

exercício físico bem estruturado traz benefícios importantes no tratamento do DMT1, pois 

melhora a capacidade física, diminui a necessidade de insulina, reduz os níveis de lipídio e 

melhora o bem-estar geral dos pacientes (CHIMEN et al., 2012).  

Estudos em animais com diabetes experimental induzido por STZ mostram efeitos 

benéficos do exercício. Por exemplo, Jorge et al. (2012) verificaram efeitos positivos de uma 

sessão de exercício aeróbico dinâmico, onde os resultados demonstraram atenuação da 

hipotensão, bradicardia e respostas barroreflexa prejudicadas pelo DMT1. Combinando 

tratamento insulínico com exercício aeróbico de corrida por oito semanas, Lahaye et al. 

(2012) demonstraram benefícios do treinamento nas funções cardíacas basais e na expressão 

de proteínas no ciclo de cálcio. Além de o exercício mostrar efeitos positivos nas respostas da 

freqüência cardíaca (FC), pressão arterial (PA) em animais com DMT1 experimental, os 
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benefícios evidenciados após dez semanas de treinamento aeróbico nas funções 

cardiovasculares foram parcialmente mantidos após três semanas de destreinamento 

(MOSTARDA et al., 2009).  

 O exercício físico regular pode afetar favoravelmente a sensibilidade insulínica 

muscular e do fígado, a ingestão e utilização de glicose e o controle glicêmico geral (HAYES 

& KRISKA, 2008; CHIMEN et al., 2012). O principal local de ação da insulina é o músculo, 

enquanto o fígado é o responsável por armazenar glicogênio. O efeito do exercício no 

músculo é mediado através da dependência de insulina e independente da insulina, por meio 

da contração muscular (KOURTOGLOU, 2011). Apesar de, em última análise, depender da 

mesma proteína transportadora, GLUT 4, a insulina e o exercício não compartilham vias de 

sinalização idênticas. Insulina inicia uma via de sinalização que inclui IR, IRS, PI3K e Akt. O 

exercício conta com os efeitos cumulativos de outras entradas, como de adenosina 

monofosfato de proteína (AMP)-ativada, proteína quinase (AMPK) e aumento de cálcio 

citosólico (Ca
2+

), geralmente considerado como susceptível de ser o principal fator (CARTEE 

AND FUNAI, 2009). Esses dois mecanismos atuam independentemente e sinergicamente 

para facilitar a absorção de glicose pelo músculo através dos transportadores de glicose GLUT 

4 (KOURTOGLOU, 2011). O exercício físico aumenta a sensibilidade à insulina através de 

uma melhoria na captação de glicose via GLUT 4, resultante do efeito do exercício no 

aumento, tanto da expressão, como da translocação deste transportador para a membrana 

plasmática (STEHNO-BITTEL, 2012).   

 Em portadores de DMT1, os níveis de insulina não podem ser suprimidos durante a 

realização de exercícios, como acontece com aqueles sem diabetes, pelo fato da insulina ser 

injetada e os processos regulatórios induzidos pelo exercício nas células pancreáticas não 

diminuírem os níveis de insulina. O fato da produção de glicose hepática não compensar a 

maior absorção de glicose muscular pode levar a um grande risco de hipoglicemia 

(KOURTOGLOU, 2011). Por outro lado, redução da dosagem de insulina, grande ingestão de 

carboidratos e o aumento de hormônios contra regulatórios (glucagon, epinefrina, cortisol, 

GH) induzido pelo exercício podem deteriorar o controle da glicose e desencadear 

hiperglicemia severa e ou mesmo cetoacidose (DE FEO et al., 2006; KOURTOGLOU, 2011). 

 As adaptações metabólicas que ocorrem em resposta ao exercício físico podem 

melhorar o controle glicêmico, principalmente no DMT2, promovendo uma redução no nível 

de hemoglobina glicada (A1C), mas apresentam inconsistência com relação ao DMT1. No 

entanto, apesar do exercício provocar variações glicêmicas no DMT1 e desafios para o seu 
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gerenciamento, o auto-monitoramento e o treinamento regular podem reduzir o potencial de 

variabilidade excessiva de glicose relacionada ao exercício (HAYES & KRISKA, 2008). 

 Apesar dos estudos sobre os benefícios do exercício regular em portadores de diabetes 

serem mais elucidados e diretivos para os pacientes de DMT2, benefícios e diretrizes para o 

DMT1 também são enfatizados, mesmo que fundamentados nos entendimentos obtidos a 

partir de estudos com pacientes de DMT2 ou sem a presença de patologias (DE FEO et al., 

2006; CHIMEN et al., 2012). Quando as numerosas variáveis do DM e do exercício 

(incluindo duração e intensidade do exercício, alimentação pré-exercício, suplementação de 

carboidratos, dosagem de insulina, local de aplicação da insulina, monitoramento da glicemia 

antes, durante e após o exercício) são observadas, os portadores de DMT1 podem e devem ser 

encorajados a prática regular de todos os tipos de exercício (DE FEO et al., 2006; HAYES & 

KRISKA, 2008; KOURTOGLOU, 2011). 

 

3.6. Tecido ósseo e exercício 

  A atividade física regular desempenha um papel importante para minimizar a perda e 

aumentar a massa e a força ósseas (ACSM 2004; CHANG et al., 2010).  Crianças e adultos 

engajados em um estilo de vida ativo, independente de idade e sexo, possuem uma massa 

óssea maior que sedentários (McARDLE et al., 2008). Além disso, a otimização da saúde 

óssea (pico de massa e força óssea) na juventude, parece estar associada com redução do risco 

de desenvolvimento de osteoporose e fraturas na idade adulta (TSUJI et al., 1996; BONO & 

EINHORN, 2003; HENRY et al., 2004).  

O efeito do exercício sobre o tecido ósseo varia conforme o tipo, intensidade, duração 

e freqüência (ACSM, 2004). O exercício físico impõe cargas mecânicas ou uma força que 

atua sobre o osso quando os músculos se contraem ou quando o corpo pousa, decola, ou entra 

em contato com objetos (LEMURA & DUVILLARD, 2006). Através do estímulo mecânico 

produzido pelo exercício, ocorrem as possíveis alterações no metabolismo ósseo, conforme 

mencionado nas secções 3.3.1 e 3.3.2. Os mecanismos pelos quais os exercícios interferem 

nos ossos não estão totalmente esclarecidos.  

A carga mecânica é um potente e particular estímulo para as células ósseas, as quais 

melhoram a força óssea e inibem a perda óssea com a idade (ROBLING et al., 2006). Esses 

estímulos causam o encurvamento momentâneo e ligeiro do osso, sobrecarga (tensão). A 

carga imposta pelo exercício produz grandes taxas de deformação na matriz óssea 
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estimulando a osteogênese; as cargas mecânicas aumentadas transformam as superfícies 

quiescentes, e até mesmo reabsortivas, em superfícies formadoras do osso (BOPARTE et al., 

1998). A tensão gerada no osso inicia uma cascata de eventos, incluindo a elevação de cálcio 

intracelular, secreção autócrina e parácrina, e a expressão de fatores de crescimento 

(TURNER & ROBLING, 2003).  

As cargas mecânicas produzidas pelo exercício promovem alterações ósseas 

aumentando o número de osteoblastos e a formação óssea (BOPARTE et al., 1998). Em 

resposta à carga mecânica sobre o osso, o efeito piezoelétrico aumenta a resposta 

osteoblástica e, consequentemente, a massa e a DMO (ROBLING et al., 2006). As cargas 

dinâmicas criam gradientes de pressão hidrostática dentro da rede lacunocanicular preenchida 

por fluidos. Os gradientes de pressão são equilibrados por meio de circulação de fluido 

extracelular das regiões de alta pressão para regiões de baixa pressão. Assim, o movimento 

dos fluídos dentro dessa rede gera estresse de cisalhamento que atua sobre as células ósseas, 

desencadeando eventos celulares que estimulam a produção de proteína da matriz óssea 

(TURNER & ROBLING, 2003). 

O exercício aumenta o fornecimento de sangue aos músculos em atividade, assim 

como para os ossos, fornecendo nutrientes, hormônios e oxigênio por meio dos vasos 

sanguíneos que, através dos canais de Volkmann e Harvers, vascularizam o osso. O exercício 

aumenta a liberação de hormônio pulsátil: a pulsatilidade do GH estimula a proliferação 

celular no osso, principalmente nos mais jovens (BORER, 2005). 

O aumento da massa muscular, em resposta ao exercício, exerce maior tensão sobre a 

junção osteotendinosa, resultando em maiores estímulos osteogênicos e, consequentemente, 

aumento na deposição de minerais no tecido ósseo (IWAMOTO et al., 2005). Provavelmente 

também aumenta proteínas morfogenéticas (BMP) que, após o exercício, aumenta a formação 

e reduz a reabsorção óssea (IWAMOTO et al., 1998).  

 O exercício pode alterar a orientação dos osteons e suas fibras de colágeno. Fibras 

longitudinais são encontradas em regiões que suportam cargas de tensão, enquanto fibras 

transversais predominam em regiões sob cargas de compressão. Esta reorientação das fibras 

de colágeno em resposta ao exercício pode contribuir para a manutenção da força óssea que é 

relacionada à deposição óssea (GUADALUPE-GRAU et al., 2009). A rede de colágeno 

também pode ser aumentada como resultado do estímulo do exercício, principalmente durante 

o crescimento (ISAKSSON et al., 2009). 
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Outro ponto a ser destacado em relação aos efeitos do exercício sobre o tecido ósseo é 

a adaptação e o efeito local específico. Depois que a adaptação a determinada carga imposta 

pelo exercício regular for alcançada e que a estrutura óssea for suficiente para atender às 

novas demandas de força, a atividade celular volta aos níveis de repouso, sem exercício, pois 

a nova estrutura está formada. Para uma nova adaptação óssea é necessário uma nova 

sobrecarga (LEMURA & DUVILLARD, 2006). Com relação ao efeito local, a lei de Wolff, 

citada por Robling et al. (2006), estabelece que o estresse mecânico aplicado aos ossos 

causaria uma mudança estrutural na remodelação óssea. É importante mencionar que, segundo 

esta Lei, toda mudança na função de um osso é seguida por certas mudanças na arquitetura 

interna e na conformação externa. Os ossos se fortalecem de acordo com a maneira e a região 

estimulada. 

Diferentes tipos de exercício físico impõem sobrecargas distintas aos ossos. Exercícios 

de alto impacto exercem maiores estímulos mecânicos nos ossos comparados aos exercícios 

sem ou com baixo impacto (WELCH et al., 2008; CAMHI & KATZMARZYK, 2012). Em 

relação à natação, exercício sem impacto e usado no presente estudo, os benefícios desta 

sobre os ossos parecem estar associados à intensidade da atividade muscular. Em estudos com 

animais, Huang et al. (2003) encontraram que diferentes modelos de exercício, como natação 

e corrida, aumentaram o peso e a força na tíbia e no fêmur dos ratos, entretanto, não 

encontraram mudanças na DMO e no CMO. Huang et al. (2010), comparando efeitos do 

exercício de natação sobre propriedades mecânicas e estruturais de ossos em ratos Wistar, 

observaram que após oito semanas de natação, os ratos treinados apresentaram menores força 

e tamanhos absolutos comparados ao grupo controle. Estas diferenças desapareceram quando 

estas variáveis foram normalizadas pelo peso corporal, contudo, o treinamento de natação 

aumentou a energia absorvida pelo osso até a fratura. Outros estudos (SWISSA-SIVAN et al., 

1989 e 1990; McVEIGH et al., 2010) também apresentaram efeitos positivos  do treinamento 

com natação nas propriedades estruturais e mecânicas dos ossos de ratos. Portanto, apesar do 

exercício de natação não provocar impacto, a atividade muscular que ocorre neste modelo de 

exercício tem mostrado causar estímulos suficientes para beneficiar as propriedades 

estruturais e mecânicas ósseas. 

Em animais com diabetes experimental, estudos sobre os efeitos do exercício regular 

sobre o osso são raros e os resultados são controversos. Por exemplo, Gomes et al. (2006) 

submeteu ratos com DMT1 induzido por Aloxan ao treinamento de natação e demonstraram 

que o referido treinamento aumentou a massa óssea na tíbia dos animais. Por outro lado, 
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Verhaeghe et al. (2000) não encontraram efeito na DMO e nas propriedades mecânicas de 

animais espontaneamente diabéticos submetidos ao treinamento de corrida, cinco dias por 

semana, por um período de cinco a oito semanas.  

No estudo de Silva (2011), ratos em crescimento com DMT1 induzido por STZ e não 

tratados com insulina, foram submetidos ao treinamento de natação de baixa intensidade (4% 

do peso corporal) por 8 semanas. Os resultados mostraram que apesar do programa de 

treinamento aumentar propriedades estruturais (ex. CMO, DMO e volume ósseo) e mecânicas 

(ex. rigidez) no fêmur nos animais controles, tal programa não foi eficiente em beneficiar 

estas propriedades nos ratos diabéticos. 

Os efeitos do exercício físico regular sobre parâmetros ósseos em crianças com DMT1 

e crianças saudáveis comparados aos seus grupos controles foram avaliados por Maggio et al. 

(2012). Eles observaram os efeitos de um programa de exercício com sustentação do peso 

corporal, 180 minutos por semana, durante nove meses. O programa de exercício evidenciou 

benefícios para os dois grupos exercitados - diabéticos e saudáveis. Decréscimo nos 

marcadores de reabsorção óssea e aumento do acréscimo de massa óssea na espinha lombar 

foram evidenciados no grupo DMT1 exercitado.  

Diante do exposto, até o momento não está esclarecido na literatura os efeitos do 

exercício regular sobre o osso de ratos com diabetes experimental. Os estudos são raros e 

apresentam inconsistências nos resultados. Além disso, as diferenças observadas entre os 

estudos podem ser devido aos diferentes modelos de diabetes, tipos de exercício e idade dos 

animais usados, o que torna necessário maiores investigações para um melhor entendimento 

sobre os efeitos do exercício no tecido ósseo em portadores de diabetes.   
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1. Animais e tratamentos 

O projeto foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da 

Universidade Federal de Viçosa (UFV) sob o parecer nº51/2011.  Todos os procedimentos 

envolvendo os animais foram executados por metodologia permitida e indicada pela 

Resolução 714 do Conselho Federal de Medicina Veterinária e foram supervisionados pela 

médica veterinária Daise Nunes Queiroz da Cunha, CRMV MG 26410. 

 Foram utilizados 60 ratos Wistar com 30 dias de idade e massa corporal média de 90g, 

distribuídos, aleatoriamente, em seis grupos experimentais:  

 Controle sedentário (CS, n = 10): receberam injeção de tampão citrato de sódio e não 

exercitaram; 

 Controle exercitado (CE, n = 10): receberam injeção de tampão citrato de sódio e 

exercitaram; 

 Diabético sedentário (DS, n = 10): receberam injeção de estreptozotocina e não 

exercitaram; 

 Diabético exercitado (DE, n = 10): receberam injeção de estreptozotocina e 

exercitaram; 

 Diabético sedentário tratado com insulina (DSI, n = 10): receberam injeção de 

estreptozotocina, insulinotrapia e não exercitaram;  

 Diabético Exercitado tratado com insulina (DEI, n = 10): receberam injeção de 

estreptozotocina, insulinotrapia e exercitaram. 

 

Os animais foram alojados em gaiolas, cinco animais em cada, em ambiente com 

temperatura média de 24ºC e regime de luminosidade de 12 horas de escuridão e 12 horas de 

claridade, e receberam água e ração ad libitum. Todos foram pesados, as 8:00 horas no 

primeiro dia de cada semana ao longo do período experimental, em balança eletrônica digital 

(Marte - Brasil, modelo AS5500C).  

 

4.2. Indução do diabetes  

 

Após jejum de 12 horas, os animais dos grupos DE, DS, DEI e DSI receberam uma 

injeção intraperitoneal (60 mg/kg de massa corporal) de estreptozotocina [STZ] (Sigma, St. 

Louis, EUA), diluída em 1mL de tampão citrato de sódio (0,1 M, pH 4.5).  
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Sete dias após a aplicação de STZ e jejum de 12 horas a glicemia foi aferida 

utilizando-se o glicosímetro One touch ultra (Johnson & Johnson, México). Os animais que 

apresentaram glicemia de jejum superior a 300 mg/dL foram considerados diabéticos. A 

glicemia de jejum foi monitorada semanalmente, no primeiro dia de cada semana, pela 

manhã, durante o período experimental. A glicemia de jejum foi aferida 68 horas após última 

sessão de treinamento físico de cada semana e 15 horas após aplicação da dose diária de 

insulina. 

 

4.3. Programa de treinamento em natação e insulinoterapia 

Após sete dias de indução de diabetes, os animais dos grupos DSI e DEI, após 

constatação da hiperglicemia em glicosímetro (veja secção 4.2), receberam uma dose diária de 

insulina (1-4 UI) no período da tarde, 6 horas após o treinamento físico nos dias de exercício, 

durante oito semanas.  

Após sete dias de indução de diabetes, os animais do grupo DE, DEI e CE foram 

submetidos a um programa de treinamento em natação (PTN), adaptado de Medeiros et al. 

(2000), por oito semanas.  

No primeiro dia, da primeira semana, os animais exercitaram na água, sem sobrecarga, 

durante 10 minutos. A duração do exercício foi aumentada em 10 minutos por dia nos quatro 

dias subseqüentes desta semana.  Na segunda semana, a duração do exercício continuou a ser 

aumentada até atingir 90 minutos, permanecendo essa duração até o final das oito semanas. A 

partir da quarta semana foi afixada ao corpo de cada animal uma carga correspondente a 1% 

de sua massa corporal (arruelas de metal atadas com tiras de borracha flexível). A partir da 

quinta semana, a carga continuou a ser aumentada em 1% do peso corporal até atingir a carga 

total de 5% do peso corporal na última semana de treinamento.  

A tabela 1 apresenta o programa de treinamento dos animais ao longo das oito 

semanas. 

Para o treinamento em natação foram utilizados tanques de alvenaria quadrados, com 

55cm de largura e 65cm de profundidade, cheios de água com temperatura entre 28 e 30°C. 

Durante o período de treinamento os animais dos grupos CS, DS e DSI foram colocados em 

uma caixa de polipropileno com água aquecida (28-30°C) e profundidade de 10cm. 
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Tabela 1. Programa de Treinamento em Natação dos animais ao longo das 8 semanas e 

incremento de carga. 

SEMANA CARGA SEGUNDA TERÇA QUARTA QUINTA SEXTA 

1 0 % 10 min 20 min 30 min 40 min 50 min 

2 0 % 60 min 70 min 80 min 90 min 90 min 

3 0 % 90 min 90 min 90 min 90 min 90 min 

4 1 % 90 min 90 min 90 min 90 min 90 min 

5 2 % 90 min 90 min 90 min 90 min 90 min 

6 3 % 90 min 90 min 90 min 90 min 90 min 

7 4 % 90 min 90 min 90 min 90 min 90 min 

8 5 % 90 min 90 min 90 min 90 min 90 min 

 

 

4.4. Determinação da frequência cardíaca de repouso 

 

Os animais foram colocados dentro de uma câmara de indução anestésica e receberam 

isoflurano 2% e oxigênio 100% num fluxo constante de 1L/minuto. Uma vez inconscientes, 

foram retirados da câmara de indução, e colocados em decúbito dorsal em uma plataforma 

com os membros fixados por fita adesiva. A concentração de isoflurano foi mantida entre 0,5 

- 1%, suficiente para imobilização durante o exame eletrocardiográfico e sob respiração 

espontânea.  

Os eletrocardiogramas foram obtidos após a oitava semana do PTN e a cada animal foi 

permitido descanso de 48 horas antes do eletrocardiograma (ECG). O ECG, livre de ruídos e 

interferências, foram adquiridos por no mínimo 60 segundos consecutivos. Uma tricotomia de 

aproximadamente 1cm
2
 foi realizada nos membros torácicos e no membro pélvico esquerdo 

para inserção dos eletrodos. O ECG - derivação DII - foi adquirido utilizando o sistema de 

aquisição de dados PowerLab® (AD Instruments, São Paulo, Brasil), e os dados foram 

analisados através do programa LabChart® Pro (ADInstruments LabChart 7, São Paulo, 

Brasil). Análise das variáveis do ECG consistiu do cálculo da média de cinco ciclos cardíacos 
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consecutivos usando traçados livres de ruídos. Os intervalos RR foram mensurados e usados 

para determinar a freqüência cardíaca de repouso (FCR). 

   

4.5. Eutanásia e coleta de amostras 

 Após o período experimental, 48 horas após a última sessão de treinamento físico, os 

animais sofreram eutanásia. O fêmur direito foi dissecado e os tecidos moles retirados. O osso 

foi depositado em uma gase embebida em soro fisiológico e armazenado em freezer a -20ºC 

para análises futuras da CMO, DMO e propriedades mecânicas. 

Da mesma forma, o fêmur esquerdo foi dissecado e o osso livre dos tecidos moles foi 

fixado em formol 10%, neutro tamponado à temperatura ambiente para análises futuras da 

morfometria óssea. 

 

4.6. Determinação do conteúdo e densidade mineral óssea 

  

As amostras do fêmur direito foram descongeladas por pelo menos 2 horas em 

temperatura ambiente imediatamente antes das análises do CMO que foram realizadas em 

densitômetro ósseo de raios X (LUNAR DPX-ALPHA
®

) equipado com software para 

pequenos animais. A DMO foi automaticamente obtida pelo sistema a partir da fórmula:   

DMO (g/cm
2
) = CMO (g) / ÁREA (cm

2
). 

 

4.7. Avaliação das propriedades mecânicas do osso  

 A análise da resistência óssea à fratura foi realizada no mesmo fêmur direito, logo 

após a análise da DMO, conforme Vicentini et al. (2007), em máquina universal de ensaio 

(EMIC
®
, modelo DL 3000*), com carga aplicada a velocidade de 5mm/min. Um sistema 

computadorizado acoplado ao aparelho registrou a força aplicada (carga) e o deslocamento, 

em intervalos padronizados de tempos definidos pelo programa. A análise foi realizada tanto 

no colo do fêmur (com predomínio de osso esponjoso) como também no terço médio da 

diáfise (com predomínio de osso cortical). Na diáfise femoral foi realizado ensaio de flexão 

simples em três pontos, que consistiu em apoiar o fêmur sobre dois suportes distanciados 

entre si em 20mm, sendo a carga aplicada no centro da amostra (Figura 2), utilizando uma 

célula de carga de 2000N.  
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Figura 2. Fotografia do ensaio mecânico de flexão em três pontos, em diáfise de fêmur de 

rato. 

 

A cada incremento de carga aplicada ao material, o software no microcomputador 

automaticamente registrava a deformação correspondente (freqüência de 60Hz), e em seguida, 

plotava os dados em gráfico correspondente à carga por deformação/deslocamento (Figura 3). 

 

          

 

Figura 3: Representação esquemática da curva da carga de deformação por deslocamento de 

um teste de três pontos para osso.  

 

A partir dos gráficos, foram obtidas a força máxima para ruptura (maior força aplicada 

à amostra até a fratura) e a rigidez (dada pela inclinação da curva na fase elástica). Quanto 

maior a rigidez menor a deformação resultante da aplicação da carga. Também foi avaliada a 

tenacidade das amostras, que corresponde à energia absorvida pelo osso sob a área da curva 

na fase elástica. 

Fase elástica Fase plástica 

 

   Fmax. ruptura 

 
 

Limite de 

proporcionalidade 
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O ensaio de flexão no colo do fêmur foi realizado no mesmo equipamento descrito 

acima com a amostra fixada em um aparato mecânico que mantinha o fêmur em posição 

vertical (Figura 4). A partir do gráfico correspondente à carga por deformação/deslocamento 

gerado foram obtidas a força máxima para ruptura, a rigidez e a tenacidade.  

O software emitiu um arquivo com todos os pontos adquiridos durante os ensaios 

[Tempo (s) x Deslocamento (mm) x Força (N)] e estes valores foram transferidos para 

planilhas Excel para posterior determinação das propriedades mecânicas do colo e da diáfise 

do fêmur. 

 

Figura 4. Fotografia do ensaio mecânico de flexão no colo do fêmur de rato. 

 

4.8. Morfometria óssea 

 4.8.1. Preparação das amostras  

O fêmur esquerdo foi dissecado e o osso, livre dos tecidos moles. O comprimento de 

cada fêmur, distância da borda superior da cabeça até a borda inferior do côndilo medial, foi 

aferido utilizando-se um paquímetro universal (Digimess – SP). O peso ósseo foi aferido em 

balança de precisão em miligramas (Marte – Brasil). 

As amostras do fêmur esquerdo foram fixadas em formol 10%, neutro tamponado à 

temperatura ambiente. Posteriormente, os fêmures esquerdos foram colocados em cuba 

descalcificadora contendo solução com citrato de sódio, água destilada e ácido fórmico, e 

permaneceram nesta solução por 15 dias consecutivos.  

Após a descalcificação, o fêmur foi medido com paquímetro universal (Digimess – 

SP) para que se realizasse, na porção média, um corte transversal para análise da espessura do 

osso cortical. Após a retirada dessa amostra, o osso foi cortado longitudinalmente ao meio, da 
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região proximal (cabeça do fêmur) até a sua porção média. As amostras retornaram à cuba 

descalcificadora, armazenadas em cassetes, onde permaneceram por mais sete dias.  

Posteriormente, as amostras foram colocadas em álcool 70%, 80% e 90%, por 1 hora 

em cada. Em seguida, foram colocadas em álcool absoluto e xilol, em partes iguais, por 1 

hora, e depois em xilol absoluto por 30 minutos. Após isso, as amostras foram incluídas em 

parafina. Em seqüência, foram obtidos cortes longitudinais da região do colo e cortes 

transversais da diáfise de 5 micrômetros (μm) de espessura,  que foram montados em lâminas 

histológicas em Entellan. Depois disso, alguns cortes foram corados com hematoxilina e 

eosina (HE) para análise do volume trabecular ósseo e da espessura da diáfise, e outros em 

picrosirius red para análise das fibras de colágeno I e III (JUNQUEIRA et al., 1978). 

 

4.8.2. Análise do volume trabecular ósseo no colo do fêmur 

Para avaliação histomorfométrica, os cortes histológicos foram analisados através do 

sistema para análises Image-Pro Plus versão 4.5.0.29 (Media Cybernetics, EUA). As imagens 

foram digitalizadas pelo fotomicroscópio (Olympus Biological CX31) com ocular de 10x e 

objetiva de 20x. No osso trabecular foram feitas de três a cinco imagens por animal, em 

campos distintos, garantindo maior fidelidade dos resultados encontrados. Foram contados 

cem pontos por imagem capturada, distribuídos sobre o tecido ósseo e outros componentes 

(tecido mielóide). Foi mensurada toda a região que continha tecido ósseo, utilizando a média 

simples como resultado. 

 

4.8.3. Análise da espessura cortical na diáfise do fêmur 

Os cortes foram analisados através do sistema para análises Image-Pro Plus versão 

4.5.0.29 (Media Cybernetics, EUA). As imagens foram digitalizadas pelo fotomicroscópio 

(Olympus Biological CX31) com ocular de 10x e objetiva de 10x. No osso cortical foram 

feitas duas imagens por animal, em campos distintos, com dez medidas por campo, para 

mensuração da espessura cortical, utilizando-se da média simples como resultado. 

 

4.8.4. Análise da quantidade de colágeno total, tipos I e III 

Para analisar as fibras de colágeno, as lâminas coradas com picrosirius red foram 

observadas em um microscópio de luz polarizada (Olympus AX-70), que transmite as 

imagens a um microcomputador equipado com o software Spot Basic 3.5.9 para identificação 



32 

 

dos tipos de colágeno. A partir de cada amostra foram registradas de três a cinco imagens 

utilizando-se objetiva de 20x. Depois de capturadas, as imagens foram analisadas através do 

software Image Pró-Plus
®
 4.5.0.29 com a finalidade de avaliar a proporção de fibras de 

colágeno dos tipos I e III. Sobre cada imagem foi sobreposta uma gradícula com dez linhas e 

dez colunas totalizando cem pontos de interseção. Os pontos coincidentes sobre as cores 

vermelha, laranja ou amarela representam fibras colágenas do tipo I. Os pontos verdes 

representam fibras do tipo III.  Os pontos pretos representam ausência de fibra colágena. A 

partir dessa análise estabeleceu-se o total de fibras colágenas, e a porcentagem das fibras tipos 

I e III. 

 

4.9. Análise Estatística 

 

As pressuposições da Análise de Variânca (ANOVA), de homogeneidade, de 

variâncias entre os grupos e de normalidade das observações, foram checadas e não foram 

detectadas violações que merecessem atenção. 

As comparações entre as glicemias pós-indução do diabetes e a glicemia final dos 

grupos DE, DS, DEI e DSI, foram realizadas através de teste t de Student pareado, para 

verificar o efeito do tempo em cada tratamento. 

As comparações entre as médias dos grupos para as variáveis peso corporal e glicemia 

após os tratamentos, peso, área e comprimento do fêmur, FCR, CMO, DMO, força máxima de 

fratura, rigidez, tenacidade, volume trabecular ósseo, espessura cortical, conteúdo de colágeno 

total, colágeno tipo I e colágeno tipo III foram realizadas através de ANOVA de duas vias 

seguida pelo teste post-hoc de Tukey. 

Foram realizadas comparações considerando os seguintes fatores: controles vs 

diabéticos sem tratamento insulínico; controles vs diabéticos sob insulinoterapia; diabéticos 

sem tratamento insulínico vs diabéticos sob insulinoterapia. 

Todos os procedimentos estatísticos foram realizados através do programa SigmaPlot 

11.0 (Systat Software, Inc., San Jose, CA, EUA). Os resultados são apresentados como média 

± erro-padrão da média (EPM). Para todas as análises, adotou-se como nível de significância 

P ≤ 0,05. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

5.1. Peso corporal e glicemia 

  

 Os resultados referentes ao peso corporal dos animais, no início do experimento e ao 

final de oito semanas do programa de treinamento em natação, estão apresentados na tabela 2. 

 

Tabela 2. Peso corporal dos animais no início do experimento e a após oito semanas do 

programa de treinamento em natação. 

Grupos N Peso Inicial (g) Peso Final (g) 

CS 10 88,6 ± 1,12 347,1 ± 6,74 

CE 10 90,8 ± 2,54 281,3 ± 11,14 
*
 

DS 10 89,5 ± 1,82  160,4 ± 3,74 
*
 

DE 10 88,9 ± 3,81 164,1± 12,56 
§
 

DSI 10 91,8 ± 3,09    240,3 ± 6,17 
* #

 

DEI 10 88,6 ± 1,69    254,7 ± 6,27 
§ +

 

Dados expressos em média ± EPM. (n) número de animais; (CS) controle sedentário; (CE) 

controle exercitado; (DS) diabético sedentário; (DE) diabético exercitado; (DSI) diabético 

sedentário insulina; (DEI) diabético exercitado insulina; (
*
) diferente de CS, (

§
) diferente de 

CE, (
#
) diferente de DS e (

+
) diferente de DE, na mesma coluna (p < 0,05). 

 

Não foi observada diferença significativa entre os pesos dos animais dos diferentes 

grupos no início do experimento, comprovando homogeneidade entre eles, e todos 

aumentaram o peso corporal ao final do experimento. Os ratos diabéticos tiveram menor 

ganho de peso corporal em relação aos grupos controles ao longo do período experimental. 

Estes dados indicam que o DMT1 afetou negativamente o crescimento dos ratos. Entre os 

animais diabéticos houve diferença de ganho de peso corporal, sendo que os grupos tratados 

com insulina ganharam mais peso quando comparados aos não tratados. Isto indica que o 

tratamento com insulina amenizou os efeitos deletérios do DMT1 sobre o crescimento dos 

animais. 

Entre os animais controles, houve redução do peso corporal dos animais do grupo CE 

quando comparados aos CS. Um dos benefícios do exercício aeróbico é a redução do peso 

corporal, provavelmente da massa gorda (IRVING et al., 2008). Huang et al. (2010) 

verificaram que os animais treinados apresentaram peso corporal inferior ao grupo controle 

não exercitado, quando submeteram ratos Wistar a natação com intensidades diferentes, 2% 
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do peso corporal e 4% do peso corporal, por uma hora de treinamento continuo por dia. 

Observa-se, portanto, que o PTN utilizado no presente estudo, 90 minutos com sobrecarga de 

até 5% do peso corporal, foi suficiente para promover o aumento do metabolismo aeróbico, 

promovendo redução no peso corporal. Entretanto, Silva (2011), utilizando-se do mesmo 

protocolo de exercício com a sobrecarga de 4% do peso corporal, não encontrou diferença 

significativa no peso corporal do grupo exercitado e o grupo controle ao final do programa de 

exercício.  

Os animais dos grupos diabéticos (DE, DS, DEI e DSI) apresentaram menor ganho de 

peso corporal em relação aos grupos controles ao longo do experimento. Apesar de as massas 

de tecido muscular e adiposo não terem sido mensuradas no presente estudo, sabe-se que a 

presença de insulina em indivíduos não diabéticos promove a síntese de lipídeos e inibe a sua 

degradação (KAHN et al., 2009). Outro fator a ser considerado, é que o DMT1, determina um 

estado catabólico, aumentando a utilização de ácidos graxos e acelerando a proteólise para 

obtenção de energia (HOWARTH et al., 2008).  

Outros estudos prévios também demonstraram a influência negativa do DMT1 sobre o 

ganho de peso corporal (VERHAEGHE et al., 2000; GOMES et al., 2009a; NYMAN et al., 

2011; SILVA, 2011). Contudo, Verhaeghe et al. e Gomes et al. encontraram diferenças nos 

pesos finais entre os grupos diabéticos treinados, que apresentaram ganho de peso corporal 

maior que os diabéticos sedentários. Esta diferença não foi observada neste experimento, 

assim como no estudo de Silva (2011), com o mesmo programa de exercício e modelo de 

diabetes experimental. 

 O exercício, segundo Kourtoglou (2011) e Stehno-Bittel (2012), melhora a utilização 

de glicose pelo músculo, aumenta a sensibilidade insulínica com maior captação de glicose 

via GLUT 4, e diminui a degradação em outros tecidos. No entanto, parece que a carga 

(duração e intensidade) do PTN aplicado no presente estudo não foi efetivo em diminuir a 

utilização de ácidos graxos e o catabolismo protéico, evitando maior ganho de peso corporal 

nos grupos diabéticos treinados. 

Os grupos diabéticos tratados com insulina (DEI e DSI) apresentaram maior ganho de 

peso corporal comparados aos grupos diabéticos sem tratamento (DE e DS). A insulina é um 

importante hormônio anabólico e sua deficiência afeta a quantidade de outros hormônios, 

como o GH e IGF-1 (GOMES et al., 2009b; FUZELE & CLEMENS, 2012), o que pode 

causar retardo no crescimento de animais com diabetes induzidos por STZ (MENON et al., 

1994; ZAPF et al., 1998). Portando, sugere-se que o tratamento insulínico amenizou os efeitos 
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deletérios do DMT1 por aumentar os níveis de insulina e por promover menores alterações na 

secreção de outros hormônios anabólicos, o que permite explicar o maior ganho de peso dos 

animais diabéticos tratados com insulina em comparação aos não tratados. De forma similar, o 

estudo de Li et al. (1995) demonstrou maior ganho de peso corporal nos grupos de animais 

diabéticos tratados com insulina, comparados aos grupos de animais diabéticos sem 

tratamento insulínico. No entanto, recentemente, Erdal et al. (2012) não encontraram 

diferença de peso corporal entre grupos de animais com diabetes induzido por STZ tratados e 

não tratados com insulina. 

Na tabela 3 são apresentados os dados referentes à glicemia dos animais, durante três 

diferentes períodos do experimento. 

 

Tabela 3. Glicemia de jejum dos animais no início do experimento, pós-indução do diabetes e 

no final do período experimental. 

Grupos n Glicemia Inicial 

(mg/dL) 
Glicemia 7 dias 

Pós indução do 

diabetes(mg/dL) 

Glicemia Final (mg/dL) 

CS 10 71,5 ± 1,89 - 94,3 ± 6,41 

CE 10 72,2 ± 5,66 - 80,0 ± 3,17 

DS 10 72,1 ± 5,78 409,0 ± 28,72  573,3 ± 12,13 
* ##

 

DE 10 73,4 ± 4,26 367,6 ± 19,46  504,4 ± 30,43 
§ ++

 

DSI 10 62,1 ± 1,08 392,1 ± 16,85 312,1 ± 44,20 
* #

 

DEI 10 69,1 ± 3,11 365,0 ± 16,18 339,6 ± 50,22 
§ +

 

Dados expressos em média ± EPM. (n) número de animais. (CS) controle sedentário; (CE) 

controle exercitado; (DS) diabético sedentário; (DE) diabético exercitado; (DSI) diabético 

sedentário insulina; (DEI) diabético exercitado insulina; (
*
) diferente de CS, (

§
) diferente de 

CE, (
#
) diferente de DS e (

+
) diferente de DE na mesma coluna (p < 0,05);(

##
) diferente de DS 

e (
++

) diferente de DE na primeira coluna à esquerda (p < 0,05). 

 

A glicemia dos animais dos grupos diabéticos não apresentou diferença estatística no 

início do experimento e nem 7 dias após a indução. Entretanto, 7 dias após a indução, os 

grupos diabéticos apresentaram hiperglicemia (glicemia > 300 mg/dL), configurando a 

destruição das células beta das ilhotas de Langerhans do pâncreas pela STZ (AKBARZADEH 

et al., 2007). 

A glicemia permaneceu elevada até o final do experimento nos animais diabéticos, 

com valores maiores (p < 0,05) nos grupos sem tratamento insulínico (DE e DS) quando 
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comparados aos grupos tratados (DEI e DSI). No entanto, não houve, em nenhum dos grupos 

diabéticos ou controles, redução da glicemia em resposta ao PTN.  

Segundo Hayes e Kriska (2008), há inconsistência de resultados nos estudos sobre 

efeitos do exercício e melhor controle glicêmico no DMT1. Por exemplo, Gomes et al. 

(2003), utilizando de um modelo de exercício semelhante ao deste estudo (natação, uma hora 

por dia, cinco dias por semana) também não observaram redução da glicemia em ratos com 

DMT1 induzido por Alloxan  e  exercitados comparados aos diabéticos não exercitados. Da 

mesma forma, Loganathan et al. (2007), utilizando treinamento de corrida em esteira, 60 

minutos até 20 m/min, cinco dias por semana,  durante 9 semanas, não encontraram redução 

na glicemia de ratos com diabetes induzido por STZ. Todavia, Gomes et al. (2006) e Leme et 

al. (2009), observaram redução da glicemia após um programa de natação, 1 hora por dia, 

com carga até 5% do peso corporal, durante 6 semanas no primeiro estudo e 8 semanas no 

segundo estudo em ratos Wistar com diabetes induzido por Alloxan, em comparação aos 

sedentários. O melhor controle glicêmico pode ter ocorrido em função do aumento da 

sensibilidade das células musculares à insulina, que é um efeito conhecido do exercício 

(KOURTOGLOU, 2011).  

A ausência dos efeitos do PTN sobre a glicemia dos grupos diabéticos no presente 

estudo pode ser devido à destruição de células beta pancreáticas pela STZ, evento próprio do 

DMT1. Por exemplo, Howard et al. (2009) encontraram menor porcentagem de células 

insulino-positivas  nas ilhotas pancreáticas de ratos Wistar injetados com STZ comparados 

aos animais controles e atribuíram os resultados à ação diabetogênica da STZ. Além disso, a 

utilização de um programa de exercício de corrida em esteira com intensidade de até 18m/min 

(inclinação de 5%), cinco vezes por semana, uma hora por dia, durante 12 semanas, não 

melhorou o controle glicêmico dos animais diabéticos (Howard et al., 2009).   

 Os grupos diabéticos tratados com insulina (DEI e DSI), apesar de apresentarem níveis 

glicêmicos elevados (> 300 mg/dL) mostraram glicemia significativamente menor em relação 

aos grupos diabéticos sem tratamento insulínico (DE e DS). Do mesmo modo, Li et al. (1995) 

observaram redução da glicemia nos animais diabéticos tratados com insulina e exercício 

associado à insulina, comparados aos grupos diabéticos sedentários e exercitados. A resposta 

à ação da insulina acontece em razão do aumento do transporte de glicose para os tecidos 

alvos através da ativação dos IRS (KOURTOGLOU, 2011), ou em função do efeito do 

exercício no músculo, por meio da contração muscular. O exercício aumenta, tanto a 

expressão, como a translocação dos transportadores de glicose (GLUT-4) para a membrana 
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plasmática, aumentando, conseqüentemente, a captação dessa hexose (STEHNO-BITTEL, 

2012; FUZELE & CLEMENS, 2012). No entanto, Erdal et al. (2012), não encontraram 

redução significativa na glicemia dos ratos Wistar com DMT1 induzido por STZ (65 mg/kg 

peso corporal) insulinizados em comparação com diabéticos não tratados.  

 

5.2. Freqüência cardíaca de repouso 

 

 Os resultados referentes à FCR dos animais dos grupos experimentais, após o PTN são 

apresentados na figura 5. 

 Não foi observada diferença significativa (p > 0,05) entre as FCR dos animais dos 

grupos controles e diabéticos tratados com insulina (CE = DEI e CS = DSI).  Os animais 

diabéticos sem tratamento insulínico tiveram menor FCR (p < 0,05), em relação aos animais 

dos grupos controles e aos animais diabéticos sob insulinoterapia (DE < CE e DEI; e DS < CS 

e DSI). Ao comparar a FCR dos grupos exercitados e seus respectivos controles, observou-se 

que os grupos CE e DEI mostraram menor FCR, comparados à CS e DSI, respectivamente. 

Não foi observada diferença na FCR entre os grupos DE e DS. 

 

 
Figura 5 - Freqüência cardíaca de repouso (FCR) dos animais dos grupos experimentais no 

final do período experimental. Dados expressos em média ± EPM. (CS) controle sedentário; 

(CE) controle exercitado; (DS) diabético sedentário; (DE) diabético exercitado; (DSI) 

diabético sedentário insulina; (DEI) diabético exercitado insulina; (
*
) diferente de CS, (

§
) 

diferente de CE, (
#
) diferente de DS, (

+
) diferente de DE e (

&
) diferente de DSI (p < 0,05). 

 

 

 A medida da FCR no final do período experimental foi avaliada no intuito de verificar 

o efeito do programa de exercício adotado sobre a capacidade aeróbica dos animais. Sabe-se 

que a bradicardia de repouso é um bom indicador de adaptação cardiovascular ao treinamento 
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aeróbico (NEGRÃO et al., 1992; BRUM et al., 2004). O exercício físico diminui a FCR, 

possivelmente por reduzir a FC intrínseca e/ou atividade simpática e/ou aumento do tônus 

vagal (COSTA et al., 2004).  

No presente estudo foi observado que o PTN causou bradicardia de repouso nos 

animais controles e nos diabéticos sob insulinoterapia.  Em estudos prévios (EVANGELISTA 

et al., 2005; CARNEIRO-JUNIOR et al., 2013), também  observaram bradicardia de repouso 

em resposta ao treinamento aeróbico em esteira. Os resultados desse estudo mostram que o 

PTN foi efetivo em melhorar a capacidade aeróbica dos animais controles e sob tratamento 

insulínico, embora a capacidade de exercício e os mecanismos responsáveis pela bradicardia 

não foram avaliados. 

Em relação aos grupos diabéticos sem tratamento insulínico, não foi observada 

diferença na FCR (DE = DS). Lahaye et al. (2012), também não encontram diferença na FCR 

em animais diabéticos treinados em esteira, 5 dias por semana, com intensidade progressiva 

até atingir 25m/min. Apesar disso, em estudos anteriores onde ratos com DMT1 induzido por 

STZ treinaram em esteira, duas vezes por dia, 1 hora por sessão, durante 10 semanas, e com 

velocidade progressiva até atingir 31m/min (DE ANGELIS et al., 2000) e 1,2 Km/h (COSTA 

et al., 2004), foi observada atenuação na FCR. No entanto, parece que o PTN aplicado neste 

estudo não foi capaz de causar adaptações cardiovasculares suficientes para atenuar a resposta 

da FCR nos animais diabéticos treinados sem tratamento insulínico. 

No presente estudo, os animais diabéticos sem tratamento insulínico apresentaram 

redução na FCR. A neuropatia autonômica cardiovascular (NAC) é uma das complicações do 

DMT1 e causa lesões nas fibras nervosas autonômicas que inervam o coração e os vasos 

sanguíneos. Conseqüentemente, ocorrem anormalidades no controle do ritmo cardíaco 

(FOSS-FREITAS et al., 2008). Além disso, a bradicardia observada em diabéticos pode 

refletir uma alteração do tônus vagal para o coração, indicando disfunção autonômica (DE 

ANGELIS et al., 2000). Estudos anteriores (CHOI et al., 2002;  SCHAAN et al., 2008) 

observaram redução da FCR em animais com DMT1 induzido por STZ. 

No entanto, os animais diabéticos sob insulinoterapia mostraram resultados 

semelhantes aos dos grupos controles, demonstrando efeito positivo do tratamento insulínico 

sobre a FCR. Estes resultados estão de acordo com os de outros trabalhos que verificaram 

efeitos positivos da insulinoterapia na função cardíaca.  Por exemplo, Howwarth et al. 

(2006b) mostraram recuperação da FCR após tratamento insulínico em animais com  diabetes 

induzido por STZ. Recentemente, Lahaye et al. (2012) observaram redução da FCR em ratos 
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diabéticos sem tratamento insulínico, tanto nos sedentários quanto nos exercitados em esteira, 

mas nos grupos sob insulinoterapia não houve alteração da FCR. No entanto, o exercício de 

corrida combinado com a insulinoterapia não diminuiu de forma significativa a FCR. A 

diferença do presente estudo com relação ao de Lahaye et al. (2012), pode ser devido a 

diferença na idade dos animais no início dos experimentos. O estudo citado começou a treinar 

os animais com 12 semanas de idade, enquanto no presente estudo, os animais iniciaram o 

PTN com 5 semanas. Outro fator seria a diferença na dose de STZ para indução do diabetes. 

No presente estudo foi utilizado 65 mg/kg do peso, enquanto no estudo de Lahaye et al. foi 

utilizado 45 mg/kg do peso. Estes fatores podem desencadear diferença quanto à severidade 

do diabetes e causar alterações no sistema cardiovascular, o que possivelmente explicaria a 

diferença nos resultados.    

 

5.3. Propriedades estruturais do fêmur 

5.3.1. Peso e comprimento  

 

Os resultados referentes ao peso e comprimento do fêmur dos animais dos grupos 

experimentais, ao final das oito semanas do PTN, estão apresentados na tabela 4. 

 

Tabela 4. Peso e comprimento do fêmur direito dos ratos ao final das oito semanas do 

programa de treinamento em natação. 

Grupos n Peso (g) Comprimento (cm) 

CS 10 0,772 ± 0,02 3,44 ± 0,03 

CE 10 0,793 ± 0,02 3,48 ± 0,02 

DS 10   0,456 ± 0,02 
*
    2,91 ± 0,03 

*
 

DE 10   0,457 ± 0,03 
§
    2,89 ± 0,06 

§
 

DSI 10     0,590 ± 0,01 
* #

      3,15 ± 0,03 
* #

 

DEI 10     0,646 ± 0,03 
§ +

      3,23 ± 0,03 
§ +

 

Dados expressos em média ± EPM. (n) número de animais. (CS) controle sedentário; (CE) 

controle exercitado; (DS) diabético sedentário; (DE) diabético exercitado; (DSI) diabético 

sedentário insulina; (DEI) diabético exercitado insulina; (
*
) diferente de CS, (

§
) diferente de 

CE, (
#
) diferente de DS e (

+
) diferente de DE na mesma coluna (p < 0,05). 

 

 O grupo CE não apresentou diferença no peso e comprimento do fêmur em relação ao 

grupo CS, portanto, estes parâmetros não foram influenciados pelo PTN. O exercício também 

não alterou o peso e comprimento do fêmur dos grupos diabéticos não tratados e tradados com 
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insulina (DE = DS e DEI = DSI).  No entanto, houve diferença significativa entre os grupos 

diabéticos e os grupos controles. Os grupos DS e DE apresentaram peso e comprimento 

femoral significativamente menor, comparados aos CE e CS e aos DEI e DSI. Os grupos 

tratados com insulina, apesar de apresentarem peso femoral maior que os grupos DE e DS, 

exibiram menor peso femoral que os grupos controles (DEI < CE e DSI < CS).  

Portanto, observa-se que o DMT1 afetou negativamente o crescimento dos animais e 

que o PTN aplicado não afetou o peso e comprimento do fêmur dos animais diabéticos e 

controles. Todavia, o tratamento insulínico amenizou a redução do peso e do comprimento 

femoral provocada pelo DMT1. 

 O menor peso femoral dos animais diabéticos (DE e DS) deve-se, possivelmente, a 

deficiência de insulina que é necessária, juntamente com o IGF-1, para induzir respostas 

metabólicas e de crescimento (FULZELE & CLEMENS, 2012). A falta de insulina diminui a 

expressão de fatores de transcrição Cbfɑ1 e Runx 2 envolvidos na diferenciação de 

osteoblastos, podendo provocar retardamento na ação osteogênica pela diminuição da 

atividade da fosfatase alcalina óssea e expressão de colágeno tipo I (LU et al., 2003). O 

DMT1 pode aumentar também a excreção urinária de cálcio (ZHANG et al., 2011), e a falta 

de IGF-1 pode reduzir o volume ósseo e produzir mineralização óssea defeituosa (ZHANG et 

al., 2002). Apesar da excreção de cálcio não ter sido medida no presente estudo, Zhang et al. 

(2011) encontraram maior excreção de cálcio urinário em camundongos DBA/2J diabéticos 

induzidos por STZ comparados aos controles após a quinta semana da indução do diabetes. 

Para examinar as ações locais da sinalização de IGF no tecido esquelético em um contexto 

fisiológico, Zhang et al. (2002) usaram recombinação genética para interromper seletivamente  

o gene que codifica o receptor de IGF tipo 1 (IGF1R) nos osteoblastos de camundongos. Os 

animais portadores dessa mutação específica mostraram uma diminuição na taxa de aposição 

mineral e um menor volume ósseo após 6 semanas de estudo.    

 No presente estudo os animais tratados com insulina apresentaram peso do fêmur 

significativamente maior em relação aos diabéticos não tratados (DEI > DE e DSI > DS); 

porém, inferiores aos grupos controles (CE > DEI e CS > DSI). Como a glicemia continuou 

elevada (> 300 mg/dL) nos grupos insulinizados, apesar dos valores menores em comparação 

com os grupos DE e DS, os resultados do peso femoral podem estar relacionados à deficiência 

de insulina, própria do DMT1. Assim, também, o tratamento insulínico pode ter amenizado os 

efeitos deletérios. Outro fato, e de acordo com Gandhi et al. (2005), é que a insulina pode ter 

efeito direto no osso promovendo maior proliferação celular e maior formação óssea. Dessa 
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forma, o aumento dos níveis de insulina promovido pela insulinização pode explicar o maior 

peso do fêmur nos grupos DEI e DSI em relação aos DE e DS, apesar dos níveis de insulina 

não terem sido medidos.  

 No estudo de Gandhi et al. (2005), a administração de insulina intramedular foi 

utilizada em ratos Wistar BB diabéticos com fratura no fêmur, para investigar os potenciais 

efeitos diretos da insulina sobre a cicatrização óssea. A administração de insulina no local da 

fratura normalizou a proliferação celular e posteriormente a mineralização óssea, sem afetar 

os parâmetros sistêmicos de glicose no sangue. Foi demonstrado também que os níveis de 

insulina sistêmica no grupo controle estavam significativamente maiores do que nos grupos 

diabéticos, antes da fratura, 2, 4 e 7 dias após fratura, indicando a presença de hipoinsulinêmia 

em ambos os grupos diabéticos, sem administração e com administração de insulina 

intramedular.    

 O menor comprimento do fêmur, indicativo de retardo no crescimento dos animais 

diabéticos não tratados, também pode ser conseqüência da deficiência de insulina que possui 

importante papel na regulação anabólica do metabolismo ósseo (THRAILKILL et al., 2005a; 

BLAKYTNY et al., 2011). Nesse sentido, Souza et al. (2005), verificaram alterações nas 

placas epifisárias de ratos com DMT1 induzido por Alloxan (35mg/kg de peso) e 

degenerações nos condrócitos dos animais diabéticos que podem reduzir o crescimento ósseo 

em virtude de prejuízo no molde precursor. No estudo de Silva et al. (2009), também foi 

encontrado redução na espessura da placa epifisária de ratos Sprague-Dawley, com 12 

semanas de diabetes induzido por STZ. Nyman et al. (2011) também encontram menor 

comprimento da diáfise do fêmur após 15 semanas de diabetes no mesmo modelo. 

 O tratamento insulínico pode melhorar o crescimento ósseo por ação direta no osso 

(GANDHI et al., 2005) e por diminuição dos níveis glicêmicos que prejudicam a proliferação 

de osteoblastos, baixam a expressão OPG e acarretam diminuição de osteocalcina e deposição 

de cálcio (BLAKYTNY et al., 2011). Thrailkill et al. (2005b), mostraram que o tratamento 

insulínico preservou a formação óssea prejudicada pelo DMT1 em animais experimentais.  

 Por fim, o PTN utilizado não afetou o peso e o comprimento do fêmur em nenhum dos 

grupos treinados, apesar do exercício gerar tensão mecânica e poder iniciar uma cascata de 

eventos em resposta à carga mecânica imposta (TURNER & ROBLING, 2003 e ROBLING et 

al., 2006). Parece, portanto, que a carga de exercício usada (duração e intensidade) não foi 

suficiente para afetar o peso e o comprimento no fêmur. 
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5.3.2  Área, conteúdo mineral e densidade mineral 

  

 Os dados da área femoral estão apresentados na Figura 6A. O grupo CS apresentou 

valores significativamente maiores (16%) que o grupo DS. O grupo CE também revelou 

valores significativamente maiores (23%) que o grupo DE, evidenciando o efeito prejudicial 

do DMT1 sobre o crescimento ósseo nos grupos DE e DS. Os grupos diabéticos tratados com 

insulina, por sua vez, apresentaram valores menores em relação aos grupos controles, no 

entanto, essa diferença não foi significativa (CE = DEI e CS = DSI). Os grupos insulinizados 

também revelaram valores significativamente maiores que os grupos não tratados com 

insulina (DEI > DE, 20%) e (DSI > DS, 10%). Portanto, observa-se que o PTN aplicado não 

afetou a área do fêmur dos animais diabéticos e dos controles. Entretanto, o tratamento 

insulínico protegeu o fêmur de prejuízos provocados pelo DMT1. Estes dados são coerentes 

com os do peso e do comprimento femoral apresentados acima. 

 Os animais do grupo DS apresentaram valores do CMO significativamente menores 

(67%) em relação aos do grupo CS (Figura 6B). Do mesmo modo, o grupo DE demonstrou 

valores significativamente menores (72%) em relação aos do grupo CE, ressaltando o prejuízo 

de deposição mineral no tecido ósseo causado pelo DMT1. Os grupos insulinizados revelaram 

valores significativamente menores em relação aos grupos controles (DEI < CE, 37% e DSI < 

CS, 34%). No entanto, esses mesmos grupos mostraram valores significativamente maiores 

em relação aos grupos diabéticos não tratados com insulina (DEI > DE, 58% e DSI > DS, 

52%). Esses resultados indicam efeito da falta de insulina na redução da perda de mineral 

óssea nos animais diabéticos. O PTN, entretanto, não afetou o CMO do fêmur dos animais 

diabéticos e dos controles.  

 A DMO do grupo CE foi significativamente maior (9%), em relação ao grupo CS, 

evidenciando a influência positiva do programa de exercício (Figura 6C). Contudo, os animais 

dos grupos DE e DEI não apresentaram valores estatisticamente diferentes dos seus 

respectivos controles DS e DSI. O PTN não influenciou a DMO do fêmur de animais 

diabéticos. Os grupos CE e CS demonstraram valores significativamente maiores que os 

grupos diabéticos sem tratamento insulínico (CE > DE, 64% e CS > DS, 63%). Dessa forma, 

assim como no CMO, o tratamento insulínico, diminui o efeito maléfico na DMO, pois 

influencia a deposição mineral. O grupo DEI apresentou valores significativamente maiores 

(49%), em relação aos do grupo DE, enquanto o grupo DSI evidenciou valores 

significativamente maiores (47%), comparados aos do grupo DS.  
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Figura 6 – Área (A), conteúdo mineral ósseo (CMO) (B) e densidade mineral óssea DMO (C) 

do fêmur dos animais dos grupos experimentais. Dados expressos em média ± EPM. (CS) 

controle sedentário; (CE) controle exercitado; (DS) diabético sedentário; (DE) diabético 

exercitado; (DSI) diabético sedentário insulina; (DEI) diabético exercitado insulina, (
*
) 

diferente de CS, (
§
) diferente de CE (

#
) diferente de DS e (

+
) diferente de DE (p < 0,05). 

 

 A deficiência de insulina, a hiperglicemia crônica, e as baixas concentrações de IGF-1 

podem reduzir a atividade osteoblástica, determinando decréscimo na formação óssea (LU et 
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al., 2003 e THRAIKILL et al., 2005a). Desta forma, como verificado por Silva et al. (2009) e 

Souza et al. (2005), que encontraram alterações nas placas epifisárias de ratos diabéticos 

induzidos por STZ e por Alloxan, a falta de insulina e, conseqüentemente, redução de IGF-1 

nos animais diabéticos podem influenciar negativamente o crescimento ósseo, e uma vez que 

o cálculo da área óssea depende do comprimento do osso, o diabetes pode determinar menor 

área.  

Os resultados deste estudo estão de acordo com outros trabalhos que encontraram 

menor área óssea em pacientes diabéticos. Nyman et al. (2011) observaram resultados 

inferiores na área femoral de ratos após dez semanas de DMT1 induzido por STZ. Da mesma 

forma, Silva (2011) utilizando o mesmo modelo de DMT1 do presente estudo, encontrou 

menor área femoral nos animais diabéticos. Em humanos, Moyer-Mileur et al. (2008) 

revelaram resultados de área e CMO menores em garotas adolescentes diabéticas com 

controle insulínico comparadas a grupo controle pareado. Todavia, a insulinização pode 

reverter ou reduzir as alterações no metabolismo ósseo devido à falta de insulina em diabetes 

experimental (THRAILKILL et al., 2005b), o que corrobora aos resultados do presente 

estudo, pois os grupos tratados com insulina não apresentaram diferença estatística quanto à 

área femoral e mostram resultados de CMO maiores, comparados aos grupos diabéticos sem 

tratamento insulínico.  

 A deposição mineral está diretamente ligada às células osteoblásticas. A deficiência de 

insulina prejudica a formação óssea, pois reduz a capacidade de proliferação e a atividade dos 

osteoblastos (LU et al., 2003 e PERRINI et al., 2008). Além disso, o menor CMO pode estar 

associado ao aumento da excreção de cálcio urinário provocada pelo DMT1.  Zhang et al. 

(2011) evidenciaram aumento na proteinúria de animais com DMT1 induzidos por STZ, 

caracterizando nefropatia diabética. Ademais, outros fatores como menor expressão de genes 

receptores de vitamina D (VDR), que atuam na absorção intestinal de cálcio, menor expressão 

de proteínas transportadoras de cálcio nos tubos renais e aumento da excreção de cálcio 

urinário, foram evidenciados nos animais diabéticos do estudo de Zhang et al. (2011). Em 

humanos, Saha et al. (2009) e Moyer-Mileur et al. (2008), trabalhando com adolescentes com 

DMT1 e pares saudáveis, evidenciaram CMO reduzidos nos portadores de DMT1, resultados 

semelhantes ao deste estudo. No estudo de Moyer-Mileur et al., os níveis de excreção dos 

minerais cálcio, fósforo e magnésio foram analisados na urina, no entanto, apenas a 

quantidade de magnésio foi significativamente maior nos portadores de DMT1.   
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 Valores reduzidos de DMO nos animais diabéticos, observados neste estudo, estão de 

acordo com os de outros estudos em humanos e em modelos animais (MASTRANDREA et 

al, 2008; MOYER-MILEUR et al., 2008; SILVA et al., 2009; SILVA, 2011; ERDAl et al., 

2012) e refletem os efeitos da falta do anabolismo da insulina e IGF-1 no metabolismo ósseo. 

O tratamento insulínico pode possibilitar a ação direta da insulina no osso (GANDHI et al., 

2005) ou diminuir os níveis de glicemia que prejudicam a proliferação de osteoblastos e 

determinam diminuição de osteocalcina e deposição de cálcio (BLAKYTNY et al., 2011). No 

presente estudo, o tratamento insulínico melhorou o CMO e a DMO dos animais diabéticos 

em relação aos grupos não tratados, de forma semelhante ao observado por Erdal et al. (2012), 

trabalhando com ratos Wistar portadores de diabetes induzida por STZ.  

O exercício físico submete o osso à carga mecânica estimulando a osteogênese. Neste 

sentido, o efeito piezoelétrico aumenta a resposta osteoblástica e, conseqüentemente, a massa 

e a DMO (ROBLING et al., 2006). O efeito do exercício sobre a DMO verificado no grupo 

CE em relação ao grupo CS, no entanto, não foi identificado nos grupos diabéticos. 

Resultados semelhantes foram encontrados previamente por Silva (2011) no mesmo modelo 

de diabetes e exercício em ratos Wistar não tratados com insulina.      

A presença de insulina e IGF-1 têm importância fundamental para promover os efeitos 

anabólicos no osso, sintetizar o colágeno, e aumentar a deposição de minerais. Diante da 

redução dos níveis de insulina e dos menores níveis de IGF-1, a síntese da matriz óssea é 

inapropriada, interferindo na calcificação do osso (BILEZIKIAN et al., 2008), justificando a 

ausência de aumento do CMO nos animais DE e o menor aumento nos animais do grupo DEI.  

A combinação do PTN com o tratamento insulínico, no grupo DEI, não foi capaz de 

gerar um estímulo suficiente para manter ou aumentar a DMO nos animais diabéticos. 

Todavia, em estudo com humanos, Maggio et al. (2012) submeteram crianças saudáveis e 

portadoras de DMT1 a um programa de exercício de sustentação do peso corporal durante 

nove meses, 180 minutos por semana, e observaram acréscimo de massa óssea e decréscimo 

nos marcadores de reabsorção óssea. Os benefícios alcançados podem estar relacionados ao 

tipo de exercício (impacto vs. sem impacto), duração do programa de exercício e do melhor 

controle glicêmico com a insulinização e com a severidade do DMT1.  
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5.4. Propriedades mecânicas do fêmur 

5.4.1. Propriedades mecânicas do colo do fêmur 

  

Foram avaliadas a rigidez, a força máxima de fratura e a tenacidade no colo do fêmur. 

Não houve diferença estatística na rigidez do colo do fêmur entre os grupos CE e CS (Figura 

7A), estabelecendo que o programa de exercício adotado não afetou esse parâmetro. Do 

mesmo modo, o exercício também não alterou a rigidez do colo do fêmur dos animais 

diabéticos (DE = DS e DEI = DSI).  Entretanto, o grupo CE demonstrou valores de rigidez 

significativamente maiores quando comparados ao grupo DE (38%), e o grupo CS apresentou 

valores de rigidez superior a DS (27%), mas esta diferença não foi estatisticamente 

significativa (p = 0,10). Os resultados apresentados pelos grupos diabéticos DE e DS em 

relação aos controles CE e CS, apontam um prejuízo dos animais diabéticos na deposição 

mineral. Entre os grupos DS e DSI, e os grupos DE e DEI, também não houve diferença 

significativa (DE = DS, DEI = DSI). Todavia, o grupo CE apresentou maior rigidez se 

comparado ao grupo DEI (31%) e o grupo CS demonstrou maior rigidez que o DSI (37%). 

Isto indica, mais uma vez, o efeito deletério do DMT1.  

 Em relação à força máxima de fratura (Figura 7B), os grupos CE e CS apresentaram 

resultados significativamente maiores em relação aos grupos diabéticos. O grupo CE mostrou 

resultados maiores tanto em relação ao grupo DE (59%) quanto ao grupo DEI (31%). O grupo 

CS evidenciou resultados superiores tanto em relação ao DS (63%), quanto em relação ao DSI 

(38%), o que demonstra os efeitos deletérios do DMT1. Os grupos de animais diabéticos que 

receberam tratamento insulínico, DEI e DSI, apresentaram maior força máxima quando 

comparados aos grupos DE (40%) e DS (41%), respectivamente, o que demonstra o efeito da 

insulina em amenizar os danos do DMT1 na força óssea.  

Observou-se que o PTN aplicado aos animais resultou em efeitos benéficos 

significativos nos grupos diabéticos, mas apenas uma tendência no grupo controle (p = 0,08). 

O grupo DE mostrou resultado superior ao DS (25%), o grupo DEI revelou aumento de 23% 

comparado ao DSI, e o grupo CE apresentou resultado superior ao CS (15%). Isto indica que 

o PTN usado parece ser eficiente em aumentar a força máxima de fratura no colo dos animais, 

mesmo em condição de deficiência de insulina. 

 Os resultados da tenacidade do colo do fêmur (Figura 7C) mostram que os grupos CE 

e CS, apresentaram resultados significativamente maiores em relação aos grupos diabéticos. 

No grupo CE a tenacidade foi maior quando comparada ao grupo DE (56%), e ao DEI (31%). 
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O grupo CS também mostrou resultados superiores tanto em relação ao DS (70%) quanto ao 

DSI (40%), o que evidencia os danos do DMT1 sobre a capacidade de absorver energia 

quando o colo do fêmur é deformado. Os grupos DEI e DSI apresentaram maior tenacidade 

quando comparados ao DE e ao DS, respectivamente. Foi observado aumento de 25% no 

grupo DEI em relação ao DE e aumento de 50% no grupo DSI em relação ao DS, o que 

demonstra o efeito amenizador da insulina sobre os danos do DMT1 na tenacidade do colo do 

fêmur. Os dados mostram que o PTN aplicado resultou em efeito positivo somente no grupo 

DE em comparação ao DS, com resultado superior a 40%, indicando um efeito benéfico do 

exercício mesmo na falta de insulina. 
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Figura 7 – Rigidez (A), força máxima de fratura (B) e tenacidade (C) no colo do fêmur dos 

animais dos grupos experimentais. Dados expressos em média ± EPM. (CS) controle 

sedentário; (CE) controle exercitado; (DS) diabético sedentário; (DE) diabético exercitado; 

(DSI) diabético sedentário insulina; (DEI) diabético exercitado insulina; (
*
) diferente de CS; 

(
§
) diferente de CE; (

#
) diferente de DS;(

+
) diferente de DE; (

&
) diferente de DSI (p < 0,05). 

 

  Os parâmetros CMO e DMO, assim como as propriedades materiais do osso são 

fatores importantes para determinar a qualidade e a força óssea. A matriz óssea é composta 
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por dois componentes básicos: o mineral que fornece a rigidez ao osso e as fibras de colágeno 

que provêm resistência à tensão e tenacidade (ISAKSSON et al., 2009 e SAITO & 

MARUMO, 2010). A menor rigidez, força e tenacidade óssea aumentam as probabilidades de 

fraturas (LIRANE-GALVÃO & CASTRO, 2010), parâmetros que estão diminuídos em 

diabéticos (SILVA et al., 2009 e SAITO & MARUMO, 2010). 

 Neste estudo, os três parâmetros mecânicos analisados (rigidez, força máxima e 

tenacidade) estavam diminuídos nos grupos diabéticos. Resultados semelhantes foram 

encontrados em estudos anteriores neste mesmo modelo (SILVA et al., 2009; SILVA, 2011; 

ERDAL et al., 2012). Isto pode ser explicado pelos prejuízos causados pela deficiência de 

insulina provocada pela STZ ao osso (REDDY et al., 2002; NYMAN et al., 2011; ERDAL et 

al., 2012). Como mencionado anteriormente, os animais diabéticos apresentaram menor CMO 

(Figura 6B) que os controles, o que possibilita explicar a menor rigidez observada nos 

animais diabéticos (Figura 7A), parâmetro este relacionado ao componente mineral do osso. 

Outro fator que pode elucidar a redução dos três parâmetros na região do colo do fêmur dos 

animais diabéticos é o dano causado pela DMT1 nas ligações cruzadas de colágeno. O 

aumento das concentrações de glicose resulta em glicação, uma maior produção de AGEs, que 

pode causar alterações nas ligações cruzadas enzimáticas de colágeno e afetar o processo de 

mineralização óssea, o que resulta em desestabilização biológica e deficiência mecânica do 

osso (VASHISHTH, 2007; SAITO & MARUMO, 2010;  BLAKYYNY et al., 2011).  

 Os melhores resultados mecânicos encontrados nos grupos diabéticos insulinizados em 

relação aos não tratados (DE e DS) podem ser explicados pelo papel da insulina no 

metabolismo ósseo e a possibilidade da insulina interferir na formação óssea por efeitos 

diretos. Através de aplicações diretas de insulina e IGF-1 no tecido e células ósseas, foram 

observados aumentos na diferenciação e proliferação celular de osteoblastos (SPENCER et 

al., 1991; YANG et al., 2010). Indiretamente, o tratamento insulínico também pode viabilizar 

um melhor controle da glicemia e de outros parâmetros metabólicos que, quando irregulares, 

prejudicam a função das células osteoblásticas (TRAILKILL et al., 2005 b). 

O exercício físico regular aumenta a massa e a força do osso, tanto em humanos como 

em modelos animais (FUJIMURA et al., 1997; SAINO et al., 2003; ISAKSSON et al., 2009), 

pois a estimulação mecânica incitada pode melhorar as propriedades mecânicas e materiais do 

osso, pode modelar sua arquitetura, afetar o conteúdo da rede colágeno ou sua estabilidade 

molecular, assim como aumentar a deposição de mineral na região óssea estimulada 

(GUADALUPE-GRAU et al., 2009). No presente estudo, os resultados indicam efeitos 
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benéficos do PTN nas propriedades mecânicas do fêmur tanto nos animais diabéticos não 

tratados como nos insulinizados (tenacidade e força). Estes dados reforçam a importância da 

ação muscular proporcionada pela natação para o fortalecimento ósseo, assim como a 

relevância do controle insulínico em indivíduos diabéticos engajados em programas de 

exercício, pois os efeitos obtidos pelos animais insulinizados foram superiores.   

Todavia, em contraste a estudos prévios (HUANG et al., 2003; HUANG et al., 2010; 

SILVA, 2011), o PTN usado aqui não foi eficiente em aumentar de forma significativa as 

propriedades mecânicas analisados no colo do fêmur dos animais não diabéticos. Neste estudo 

houve apenas uma tendência (p = 0,08) em relação à maior força máxima de fratura do grupo 

CE comparado ao CS. A falta de efeitos significativos do PTN aplicado neste estudo nas 

propriedades mecânicas dos animais não diabéticos, em comparação aos estudos mencionados 

acima, Huang et al. e Silva, podem ser devido a diferença na idade dos animais no início dos 

experimentos. Os estudos citados começaram a treinar os animais com 7 e 10 semanas de 

idade, enquanto no presente estudo, os animais iniciaram o PTN com 5 semanas. No entanto, 

quando os parâmetros mecânicos do presente estudo foram normalizados pelo peso corporal, 

os efeitos do PTN foram evidenciados, tornaram-se significativos na força máxima e na 

tenacidade dos animais não diabéticos (item 5.4.3). 

 

5.4.2. Propriedades mecânicas da diáfise do fêmur 

 

 As propriedades mecânicas rigidez, força máxima de fratura e tenacidade foram 

avaliadas também na diáfise do fêmur. Os dados relativos à rigidez da diáfise do fêmur estão 

apresentados na Figura 8A. Nos grupos CE e CS foi identificada maior rigidez em relação aos 

grupos diabéticos. O grupo CE mostrou resultados maiores quando comparado ao DE (53%) e 

ao DEI (42%), enquanto que o grupo CS revelou resultados superiores ao DS (56%) e ao DSI 

(43%), demonstrando o efeito deletério do DMT1 sobre a rigidez óssea. Não houve diferença 

significativa entre os grupos exercitados quando comparados aos seus controles (CE = CS, 

DE = DS e DEI = DSI), determinando a ausência de influencia do PTN aplicado. Os grupos 

tratados com insulina (DEI e DSI) apresentaram resultados superiores aos grupos não tratados 

(DE e DS), evidenciando a importância da terapia insulínica. A rigidez da diáfise do fêmur do 

grupo DEI foi maior (18%) comparado a do DE, assim como a do DSI foi superior a do  DS 

(23%). 



51 

 

 A força máxima de fratura na diáfise do fêmur comportou-se de forma semelhante à 

rigidez (Figura 8B). O grupo DE apresentou valores menores que os do CE (60%), assim 

como os do DS foram menores que os do CS (56%). A força máxima nos grupos DEI e DSI 

também foram menores que nos grupos CE (43%) e CS (57%), respectivamente, indicando o 

efeito nocivo do DMT1 sobre a resistência à fratura do fêmur. O exercício aplicado não 

influenciou este parâmetro, pois os resultados foram iguais entre tratados e controles (CE = 

CS, DE = DS e DEI = DSI). Por outro lado, o tratamento insulínico amenizou a perda da força 

máxima de fratura na diáfise do fêmur, conforme observado nos grupos diabéticos 

insulinizados em relação aos sem tratamento. No grupo DEI o valor foi maior que no DE 

(30%) e os valores de DSI foi maior que no DS (25%). 

 Os resultados da tenacidade da diáfise do fêmur estão apresentados na Figura 8C. O 

grupo CS apresentou valores maiores que o DS (63%) e o DSI (20%), evidenciando o 

prejuízo do DMT1 sobre as propriedades mecânicas ósseas. O grupo CE apresentou valores 

maiores que o CS (35%), indicando eficiência do PTN. O grupo CE apresentou valores 

superiores ao DE (65%) e ao DEI (50%). Os grupos tratados com insulina (DEI e DSI) 

apresentaram resultados superiores aos grupos não tratados (DE e DS), evidenciando a 

importância da terapia insulínica. A tenacidade da diáfise do fêmur do grupo DEI foi maior 

(31%) comparado a do DE, assim como a do DSI foi superior a do  DS (55%). 
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Figura 8 – Rigidez (A), Força máxima de fratura (B), e Tenacidade (C) na diáfise do fêmur 

dos animais dos grupos experimentais. Dados expressos em média ± EPM. (CS) controle 

sedentário; (CE) controle exercitado; (DS) diabético sedentário; (DE) diabético exercitado; 

(DSI) diabético sedentário insulina; (DEI) diabético exercitado insulina; (
*
) diferente de CS; 

(
§
) diferente de CE; (

#
) diferente de DS;(

+
) diferente de DE (p < 0,05). 

 

 Estes resultados, assim como os do colo do fêmur, configuram a pior qualidade e a 

menor força óssea e, conseqüentemente, maior fragilidade óssea nos grupos diabéticos. No 
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entanto, o tratamento insulínico mostrou-se eficiente em amenizar o efeito nocivo do DMT1 

nas propriedades mecânicas analisadas. No presente estudo, os resultados indicam efeitos 

benéficos do PTN na capacidade de absorver energia (tenacidade) quando o fêmur é 

deformado nos animais não diabéticos. Estes dados estão de acordo com resultados 

encontrados nos estudos de (HUANG et al., 2003; HUANG et al., 2010; SILVA, 2011), nos 

quais o treinamento em natação melhorou a capacidade de absorção de energia pelo osso em 

animais não diabéticos. Em relação às propriedades rigidez e força máxima de fratura, não 

houve efeito do programa de exercício. Como nas análises da região do colo, a falta de efeito 

do PTN usado pode ser devido à diferença no período de crescimento dos animais, pois 

quando as propriedades mecânicas analisadas foram relativizadas pelo peso corporal, houve 

identificação de efeitos positivos nas propriedades mecânicas força e tenacidade (item 5.4.3).  

 O exercício produziu efeitos diferentes nas duas regiões femorais analisadas, pois o 

colo femoral apresentou valores indicativos de maior força máxima de ruptura e tenacidade 

que a diáfise. Uma possível explicação é o efeito do estímulo local do exercício, pois, 

segundo Robling et al. (2006), os ossos se fortalecem de acordo com a forma e a região 

estimulada . Além disso, o exercício pode modificar a orientação das fibras de colágenos na 

região incitada (GUADALUPE-GRAU et al., 2009). Também, o aumento da massa muscular, 

em resposta ao exercício, exerce maior tensão sobre a junção osteotendinosa, localizada na 

epífise proximal do fêmur, resultando em maiores estímulos osteogênicos (SAINO et al., 

2003; IWAMOTO et al., 2005). Além disso, o osso esponjoso predominante no colo do fêmur 

é mais reativo às cargas mecânicas proporcionadas pelo exercício (BORER 2005).  

O modelo de exercício adotado neste experimento pode ter resultado em maior força 

aplicada na região do colo do fêmur dos animais exercitados promovendo maior estimulação 

osteogênica por ação da contração muscular. Saino et al. (2003) mostraram, em estudos com 

ratos Sprague-Dawley submetidos a corrida voluntária, que o músculo gemellus tem inserção 

na fossa intertrocantérica na região do colo femoral e a ação desse músculo pode explicar a 

maior força e o maior conteúdo de colágeno tipo III nesta região em relação aos animais 

controles. Provavelmente, a ação do músculo gemellus, incitada no exercício de natação, 

ajuda a elucidar os resultados encontrados neste estudo.  

 Assim como em outros estudos, ficou demonstrada neste estudo a deteriorização das 

propriedades mecânicas analisadas no fêmur de animais diabéticos. Reddy et al. (2001) 

observaram redução na força de fratura do fêmur e menor capacidade de absorção de energia 

em ratos Sprague-Dawley com DMT1 induzido por STZ. Também, Silva et al. (2009) 
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encontraram redução das propriedades mecânicas em animais com DMT1 induzido por STZ. 

Além disso, mensuraram a quantidade de resíduos de pentosidina (PE), um marcador de 

índice de AGEs no colágeno, e  encontraram valores superiores nos animais diabéticos, o que 

pode explicar alterações nas ligações cruzadas de colágeno e aumento de AGEs o que  

resultou em prejuízos para a força e tenacidade dos ossos desses animais. 

  No presente estudo, o tratamento insulínico resultou em efeito protetor, amenizando 

os problemas ósseos advindos do DMT1. Entretanto, o estudo de ERDAL et al. (2012), no 

mesmo modelo, verificou que apenas a DMO foi melhorada com a insulinoterapia, e que as 

demais propriedades biomecânicas ósseas (força de fratura, rigidez e tenacidade) 

permaneceram com valores inferiores tanto no grupo de animais diabéticos como no de 

animais diabéticos tratado com insulina. Os diferentes resultados do estudo mencionado com 

relação aos do presente estudo podem ser devido à diferença de idade dos animais. Os animais 

do presente experimento estavam em crescimento (quatro semanas de idade), enquanto no 

estudo de Erdal et al. (2012) possuíam 12 semanas.  Outro fator que pode ter levado à 

diferença de resultados é a quantidade de insulina aplicada por Erdal et al. (2 UI). 

 

5.4.3. Propriedades mecânicas do colo e da diáfise do fêmur relativas ao peso corporal 

 

 Devido às diferenças entre as médias do peso corporal final dos grupos experimentais, 

especialmente entre diabéticos e controles, observadas no presente estudo, e porque o peso 

corporal tem relação com propriedades mecânicas no osso (HOU et al., 1993). Os resultados 

das propriedades mecânicas da região do colo e na região da diáfise do fêmur foram 

reexaminados após a divisão do valor destas pelo peso corporal. 

 Após a normalização pelo peso corporal, os prejuízos da DMT1 nas propriedades 

mecânicas dos animais diabéticos e o efeito amenizador da insulinoterapia na região do colo 

do fêmur permaneceram (Figura 9), exceto para rigidez. Isto indica que os efeitos deletérios 

foram causados pela STZ, em algumas propriedades, independentemente do menor ganho de 

peso pelos animais diabéticos. 

 Os animais do grupo DS apresentaram resultados da força máxima de fratura 

significativamente menores em relação aos dos grupos CS e DSI (Figura 9B). O grupo CS foi 

maior que DSI, porém, sem diferença estatística significativa (p = 0,15). Com relação aos 

grupos exercitados, as diferenças da força máxima de fratura também foram mantidas, o 

grupo CE apresentou-se maior que DE e uma tendência em relação ao DEI (p = 0,07). No 
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grupo DE também houve tendência em apresentar menor valor que o DEI (p = 0,06). 

Verificou-se que o PTN aplicado, manteve os efeitos benéficos, pois os grupos exercitados 

demonstraram maior força máxima de fratura em comparação aos seus controles. 

 Em relação à rigidez no colo femoral (Figuras 9 A), os grupos diabéticos sem 

tratamento insulínico não apresentaram diferenças dos grupos controles e apresentaram 

maiores valores em relação aos grupos insulinizados. Estes dados indicam uma interferência 

do peso na rigidez. Entretanto, nos resultados da tenacidade (Figuras 9 C), os grupos 

diabéticos sem insulinoterapia demonstraram resultados inferiores se comparados aos 

controles e aos diabéticos sob insulinoterapia, porém, com diferença estatística significativas 

somente do grupo DSI comparado ao DS. Observou-se que o PTN utilizado foi efetivo em 

aumentar a tenacidade e apresentou uma tendência para maior rigidez (p = 0,07) no grupo CE 

em comparação ao CS. Nos grupos diabéticos, os animais exercitados demonstraram 

resultados superiores comparados aos que não exercitaram, uma tendência para maior 

tenacidade foi observada no grupo DE em comparação ao DS (p = 0,07), porém, nos demais 

resultados (rigidez e tenacidade dos animais insulinizados) não foram observadas diferenças 

estatísticas significativas.  
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          A 

 
         B 

 
         C 

 
Figura 9 – Rigidez (A), força máxima de fratura (B) e tenacidade (C) no colo do fêmur 

relativas ao peso corporal. Dados expressos em média ± EPM. (CS) controle sedentário; (CE) 

controle exercitado; (DS) diabético sedentário; (DE) diabético exercitado; (DSI) diabético 

sedentário insulina; (DEI) diabético exercitado insulina; (
*
) diferente de CS; (

§
) diferente de 

CE; (
#
) diferente de DS;(

+
) diferente de DE; (

&
) diferente de DSI (p < 0,05). 

 

 Na região da diáfise femoral, os animais dos grupos diabéticos apresentaram valores 

de força máxima de fratura menores em relação aos dos grupos controles (p < 0,05) (Figura 
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10 B). Os valores do grupo CS foram significativamente maiores que os do DS e os valores 

do grupo DSI não foram estatisticamente diferentes de CS e DS. Os grupos DE e DEI 

demonstraram resultados significativamente inferiores aos do grupo CE, no entanto, sem 

diferenças significativas entre eles. O PTN utilizado, por sua vez, mostrou efeito positivo 

somente nos controles, pois o grupo CE apresentou resultados da força máxima de fratura 

maior em comparação ao CS. Os efeitos do PTN nos animais diabéticos desapareceram após a 

normalização pelo peso corporal. 

 Os animais dos grupos diabéticos sob insulinoterapia tiveram rigidez menor (p < 0,05) 

que a dos grupos controles, mas a rigidez não foi diferente em relação aos grupos diabéticos 

sem tratamento insulínico (Figura 10 A). Em relação à tenacidade (Figura 10 C), os grupos 

diabéticos sem insulinoterapia, demonstraram resultados inferiores aos controles e aos 

diabéticos insulinizados, sendo a diferença estatística demonstrada assim: DE < CE; e DS < 

DSI. Os grupos DE e DEI, apresentaram resultados menores em relação ao CE (p < 0,05). 

Entretanto, o efeito do PTN permaneceu somente nos animais controles após a normalização 

(CE > CS).  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



58 

 

           A 

 
           B 

 
          C 

 
Figura 10 – Rigidez (A), força máxima de fratura (B) e tenacidade (C) na diáfise do fêmur 

relativas ao peso corporal. Dados expressos em média ± EPM. (CS) controle sedentário; (CE) 

controle exercitado; (DS) diabético sedentário; (DE) diabético exercitado; (DSI) diabético 

sedentário insulina; (DEI) diabético exercitado insulina; (
*
) diferente de CS; (

§
) diferente de 

CE; (
#
) diferente de DS;(

+
) diferente de DE; (

&
) diferente de DSI (p < 0,05).   

  

 A normalização das propriedades mecânicas pelo peso corporal foi realizada para 

verificar se havia interferência do peso corporal nos efeitos causados pelo DMT1 nestas 
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propriedades. No entanto, após a normalização das propriedades mecânicas analisadas, a 

interferência do peso corporal foi observada de forma significativa somente na rigidez. Os 

grupos diabéticos sem tratamento insulínico não apresentaram diferença dos grupos controles 

e apresentaram maiores valores em relação aos grupos insulinizados. Outra interferência 

observada foi a efetividade do PTN na força máxima de fratura no colo e diáfise femoral e na 

tenacidade no colo femoral dos animais não diabéticos, indicando que o treinamento em 

natação traz efeitos benéficos para o tecido ósseo. 

 O retardo no crescimento e menor ganho de peso em função do DMT1 podem 

confundir algumas interpretações das propriedades mecânicas do osso, pois a massa corporal 

altera a carga mecânica no osso e afeta suas propriedades mecânicas (HOU et al., 1993; 

BARBOSA et al., 2010). A insulina é um hormônio anabólico e pode afetar outros 

hormônios, como o GH e IGF-1 (GOMES et al., 2009a; GOMES et al., 2009b), e o baixo 

nível de insulina reduz a síntese de proteínas, o que pode causar perda de massa muscular e 

baixo peso corporal  (HOU et al., 1993). 

 Os resultados deste estudo mostraram decréscimos na força, rigidez e tenacidade do 

fêmur em função da DMT1. Entretanto, mesmo quando as propriedades mecânicas foram 

normalizadas pelo peso corporal, a interpretação dos resultados mostra o prejuízo provocado 

pelo DMT1. No entanto, tanto neste estudo como no de Hou et al. (1993) mesmo após a 

normalização, os efeitos do tratamento insulínico em amenizar os efeitos deletérios do 

diabetes foram mantidos, principalmente no colo femoral. Isto indica que o DMT1 causa 

efeitos deletérios no tecido ósseo independente do peso corporal e que a insulina tem papel 

fundamental no metabolismo ósseo.  
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5.5. Histomorfometria do fêmur 

5.5.1. Volume ósseo 

  

Tentando buscar razão morfológica para a grande incidência de fraturas no colo do 

fêmur (BAGI et al.,1997; GAMMAGE et al., 2009), este estudo analisou as quantidades de 

osso trabecular, colágeno total, e de colágenos tipo I e III nesta região. 

Na figura 11 são apresentadas fotomicrografias representativas do volume trabecular 

ósseo no colo do fêmur (Figura 11A) e os resultados médios dos animais dos grupos 

experimentais (Figura 11B). Os grupos controles (CE e CS), assim como os tratados com 

isnsulina (DEI e DSI), apresentaram volume ósseo maiores que os grupos diabéticos não 

tratados (DE e DS). O grupo CS apresentou resultado maior a DS (46%), e o grupo DSI 

mostrou resultado superior a DS (40%). Nos grupos exercitados, o grupo CE demonstrou 

valor 44% maior que DE, enquanto o grupo DEI mostrou volume ósseo superior a DE em 

37%. Não houve diferença entre CE e DEI, tampouco entre os grupos CS e DSI. Estes dados 

demonstram que o DMT1 diminui o volume ósseo e que o tratamento insulínico reverte esse 

quadro.  

Quanto ao PTN aplicado, o exercício foi eficiente em aumentar o volume ósseo nos 

grupos CE e DEI, mas não no DE, comparados aos seus respectivos controles. O grupo CE 

apresentou valor maior que CS (25%), enquanto o DEI foi superior a DSI (24%), indicando 

beneficio do exercício, aumentando o volume ósseo e que, nos animais diabéticos sob 

tratamento insulínico, também há favorecimento desse aumento. Entretanto, o efeito do 

exercício não foi observado na ausência de insulina (DE vs. DS).  
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(A) 

CE                         CS 

  
    DE                                 DS                                   

  
 DEI                DSI 

  
 

(B) 

 

 
Figura 11 – Fotomicrografias da região do colo do fêmur (A) e volume trabecular ósseo do 

colo do fêmur dos animais dos grupos experimentais (B). Medula óssea (setas vermelhas), 

osso trabecular (setas pretas). Hematoxilina e Eosina (HE) aumento de 20x. Barra 100 μm. 

Dados no painel B são expressos em média ± EPM. (CS) controle sedentário, (CE) controle 

exercitado, (DS) diabético sedentário, (DE) diabético exercitado, (DSI) diabético sedentário 

insulina e (DEI) diabético exercitado insulina; (
*
) diferente de CS; (

§
) diferente de CE; (

#
) 

diferente de DS; (
+
) diferente de DE;(

&
) diferente de DSI (p < 0,05). 
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 A remodelação óssea ocorre tanto no osso cortical como no trabecular; todavia, a 

intensidade nas trabéculas é maior, em razão da disposição e função das trabéculas ósseas 

como citado por Saraiva & Lazaretti-Castro, (2002).  

A perda óssea trabecular na região do colo de animais diabéticos não tratados com 

insulina também foi observada nos estudos de Silva et al. (2009),  onde observaram redução 

no volume ósseo após 4 semanas de DMT1 em ratos Fischer 344 e após 8 semanas em ratos 

Sprague-Dawley. Do mesmo modo, Nyman et al. (2011), utilizando camundongos DBA/2J, 

relataram redução do volume ósseo após 10 semanas de DMT1. A falta de insulina reflete a 

necessidade de estimulação dos receptores para este hormônio presentes nas células 

osteoblásticas (OGATA et al., 2000; TRAIKILL et al., 2005b) e, como essas células estão 

intimamente ligadas ao processo de síntese de colágeno e deposição mineral, a deficiência de 

insulina nos animais diabéticos é a possível explicação para a redução do volume ósseo 

encontrada nos grupos DE e DS no presente estudo.  

Além da deficiência de insulina, a redução do volume ósseo observada neste estudo 

pode estar relacionada ao aumento de ROS em conseqüência do DMT1. O estresse oxidativo 

é reconhecido como causador de uma série de disfunções celulares, inclusive nas células 

ósseas, podendo determinar redução da proliferação ou apoptose dos osteoblastos (HAMADA 

et al., 2009) prejudicando, assim, a deposição óssea. Todavia, nos grupos diabéticos 

insulinizados, houve reversão da perda de volume ósseo no colo do fêmur, pois a insulina 

produz efeitos osteogênicos diretos atuando nos receptores nos osteoblastos (OGATA et al., 

2000; TRAIKILL et al., 2005b), além de atenuar os efeitos deletérios do estresse oxidativo 

nas células ósseas (HAMADA et al., 2009). 

  A eficiência do PTN, traduzida por aumento do volume ósseo, pode ser explicada pela 

tensão gerada pelo exercício no colo do fêmur, pois em regiões estimuladas a formação óssea 

é aumentada e o turnover ósseo é reduzido; conseqüentemente, a carga mecânica pode 

aumentar a área, fortalecer o osso e aumentar a densidade do tecido (TURNER & ROBLING, 

2005).  Estudos prévios demonstraram que a carga mecânica imposta pelo exercício acarreta 

maior tensão sobre a junção osteotendinosa, resultando em maior estímulo osteogênico 

(IWAMOTO et al., 2005), pois aumenta a vascularização e perfusão, que são processos 

importantes para reparação de microfraturas, e na nutrição e atuação dos osteoblastos 

(VIBOOLVORAKUL et al., 2009). De fato, no estudo de Saino et al. (2003), foi encontrada 

maior vascularização na região óssea trabecular de animais Sprague-Dawley não diabéticos, e 
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o exercício de corrida voluntária, a curto e longo prazos, também aumentou o volume ósseo, à 

semelhança dos resultados observados neste estudo nos animais CE e DEI. 

 

5.5.2. Espessura da diáfise do fêmur 

 

 Na figura 12 são apresentadas fotomicrografias representativas da espessura cortical 

(Figura 12A) e os resultados médios da espessura cortical da diáfise do fêmur dos animais dos 

grupos experimentais (Figura 12B). A espessura cortical no terço médio da diáfise do fêmur 

dos animais diabéticos apresentou resultados inferiores aos observados nos controles (Figura 

12B). O grupo CE demonstrou maior espessura cortical, tanto em relação ao DE (34%) 

quanto ao DEI (23%).  O grupo CS mostrou valores maiores que os do DS (40%) e que os do 

DSI (25%), demonstrando a interferência do DMT1 nesta região do fêmur desses animais. 

Entretanto, o tratamento com insulina atenuou o referido prejuízo, como pode ser 

demonstrado pelas maiores espessuras corticais encontrados nos grupos DEI e DSI se 

comparados aos dos grupos DE e DS. O grupo DEI apresentou maior espessura cortical em 

relação a DE (15%), assim como o grupo DSI apresentou valores superiores aos dos DS 

(20%). O programa de natação utilizado não alterou a espessura cortical na diáfise do fêmur 

dos animais controles ou diabéticos. 
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(A) 

 

CE    CS 

  
DE     DS 

  
DEI    DSI 

  
 

(B) 

 
Figura 12 – Fotomicrografias da espessura do osso cortical (setas verdes) (A) e espessura 

cortical no terço médio da diáfise do fêmur dos animais dos grupos experimentais (B). 

Hematoxilina e Eosina (HE) aumento de 10x. Barra 100 μm. Dados do painel B são expressos 

em média ± EPM. (CS) controle sedentário; (CE) controle exercitado; (DS) diabético 

sedentário; (DE) diabético exercitado; (DSI) diabético sedentário insulina; (DEI) diabético 

exercitado insulina; (
*
) diferente de CS; (

§
) diferente de CE; (

#
) diferente de DS;(

+
) diferente 

de DE (p < 0,05).  
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 A menor espessura encontrada no osso cortical do terço médio da diáfise dos fêmures 

dos animais diabéticos deveu-se, provavelmente, à deficiência de insulina, que prejudica a 

ação dos osteoblastos, como mencionado anteriormente. Também, o DMT1 pode induzir 

acúmulo de lipídeo na medula óssea, determinando expansão da cavidade medular e redução 

do envelope cortical. Ainda, podem ocorrer ligações entre adipócitos e osteoblastos reduzindo 

o número de osteoblastos disponíveis para formação óssea (BOTOLIN et al., 2005). No 

entanto, segundo Blankytny et al. (2011) a reposição insulínica pode reduzir os efeitos 

crônicos causados pela hiperglicemia, diminuindo a atividade dos osteoclastos e aumentando 

a dos osteoblastos, o que, possivelmente, explica a menor reabsorção óssea dos grupos 

insulinizados em relação aos grupos não tratados.  

 Estudos com resultados semelhantes ao deste, mostraram redução da área cortical em 

camundongos após dez semanas de DMT1 induzido por STZ (NYMAN et al., 2011), que foi 

evidenciada por interrupção prematura do crescimento ósseo. Silva et al. (2009) encontraram 

que ratos Sprague-Dawley diabéticos apresentaram menor área cortical em relação aos 

animais controles. 

No presente estudo, parece que o PTN não provocou estímulo suficiente para 

aumentar a formação óssea cortical na diáfise do fêmur dos animais, provavelmente, devido à 

falta de impacto deste modelo de exercício. A tensão gerada por esta forma de exercício não 

criou tensão uniforme em todo o osso, assim, pode ter ocorrido concentração de estímulos 

somente nas inserções músculos/osso (TURNER & ROBLING, 2005). Estudos prévios 

utilizando do treinamento em natação com animais não diabéticos (HUANG et al., 2003; 

HUANG et al., 2010) também não encontraram diferença na espessura cortical do fêmur dos 

animais treinados, em comparação aos controles sedentários. Da mesma forma, o mesmo 

treinamento em natação com o mesmo modelo de diabetes deste estudo, Silva (2011) não 

observou diferença na espessura cortical em função do exercício nos animais não diabéticos e 

nos diabéticos não tratados com insulina em relação aos seus respectivos controles. 
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5.5.3. Conteúdo de colágeno  

 

 Na figura 13 são apresentadas fotomicrografias representativas das imagens utilizadas 

para analise de colágeno total, tipo I e III presentes no colo do fêmur dos animais estudados. 

 

CE          CS 

 
DE         DS 

 
DEI    DSI 

 
                                      

 

Figura 13 Fotomicrografias da região do colo do fêmur de animais dos grupos experimentais. 

Controle exercício (CE); controle sedentário (CS); diabético exercício (DE); diabético 

sedentário (DS); diabético exercício tratado com insulina (DEI) e diabético sedentário tratado 

com insulina (DSI). Colágeno tipo I (setas cinzas) e colágeno tipo III (setas brancas). 

Picrosirius red, aumento de 20x. Barra 100 μm 

 

 Os resultados médios da quantidade de colágeno total no colo femoral estão 

apresentados na figura 14A. Os grupos controles (CE e CS) e insulinizados (DEI e DSI) 

apresentaram valores maiores que os dos grupos diabéticos não tratados (DE e DS). Estes 

dados indicam a menor síntese de colágeno em conseqüência do DMT1. O grupo CE 

apresentou valor maior que o DE (33%), enquanto DEI foi superior a DE (31%). O grupo DS 

apresentou valores menores que os do CS (43%) e que os do DSI (38%). Não houve diferença 
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entre os grupos controles e os grupos diabéticos tratados com insulina (CE = DEI e CS = 

DSI), evidenciando a ação da insulina nas células osteoblástidas que estão envolvidas no 

processo de síntese de colágeno. O PTN, todavia, não foi efetivo em aumentar 

significativamente a quantidade de colágeno total nos grupos controle ou diabéticos. 

 A análise do conteúdo de colágeno tipo I demonstrou que não houve efeito do PTN 

aplicado nos grupos controles ou diabéticos (Figura 14B). O grupo DS apresentou menor 

conteúdo de colágeno tipo I que os grupos CS (41%) e DSI (43%). Quanto aos grupos 

exercitados, não houve diferença significativa entre eles, tanto controles como diabéticos, mas 

foi observada uma tendência (p = 0,07) de aumento do conteúdo de colágeno tipo I no grupo 

DEI comparado à do grupo DE (30%). 

 Os resultados do colágeno tipo III estão apresentados na figura 14C. Os grupos 

exercitados apresentaram conteúdo de colágeno tipo III ligeiramente maiores que seus 

controles CS e DSI, respectivamente, porém, sem diferenças estatísticas significativas. Os 

grupos DE e DS demonstraram valores menores que os dos seus respectivos controles, CE e 

CS. O grupo CE exibiu maior conteúdo de colágeno tipo III que o DE (56%), enquanto o CS 

apresentou valore superior ao DS (50%), demonstrando diferenças na quantidade e no tipo de 

colágeno em função do DMT1. Foi observado maior quantidade colágeno tipo III no grupo 

DEI em relação ao DE (41%), indicando melhor efeito do exercício nos animais insulinizados.   

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



68 

 

   A 

 
   B 

 

   C 

 
Figura 14 – Conteúdo de colágeno total (A), colágeno tipo I (B) e colágeno tipo III (C) no 

colo do fêmur dos animais dos grupos experimentais. Dados expressos em média ± EPM. 

(CS) controle sedentário; (CE) controle exercitado; (DS) diabético sedentário; (DE) diabético 

exercitado; (DSI) diabético sedentário insulina; (DEI) diabético exercitado insulina; (
*
) 

diferente de CS; (
§
) diferente de CE; (

#
) diferente de DS; (

+
) diferente de DE (p < 0,05). 

 

As moléculas de colágeno constituem, aproximadamente, 90% das proteínas da matriz 

óssea e determinam importante papel nas características do tecido ósseo (ROSS & 
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PAWLINA, 2008; AIRES, 2012), sendo o colágeno tipo I o principal constituinte, enquanto o 

do tipo III apresenta-se em menor quantidade e está mais presente nas regiões de inserção de 

tendões e ligamentos (LUTHER et al., 2003; BILEZIKIAN et al., 2008). 

 A quantidade total de colágeno presente nos grupos diabéticos sem tratamento com 

insulina, encontrada neste estudo, demonstra que a falta do hormônio pode aumentar a 

reabsorção óssea, uma vez que o DMT1 induz a produção de TNF-α, que inibe a função dos 

osteoblastos e aumenta a osteoclastogênese. Em conseqüência, favorece a destruição da 

matriz óssea em oposição à formação. Do mesmo modo, o TNF-α inibe a produção de 

componentes da matriz, inclusive de colágeno (BILEZIKIAN et al., 2008 e WONGDEE & 

CHAROENPHANDHU, 2011).  

Além disso, as alterações nas ligações cruzadas de colágeno, devido a formação de 

AGEs, afetam o processo de mineralização óssea (SAITO & MARUMO, 2010). A redução do 

conteúdo de colágeno e as prováveis alterações nas ligações cruzadas de colágeno nos grupos 

diabéticos sem tratamento insulínico podem explicar outros resultados deste estudo, como a 

redução do CMO femoral e o menor volume trabecular ósseo encontrado na região do colo 

desses animais. 

 Por outro lado, não houve diferença na quantidade de colágeno total entre os grupos 

controle e os diabéticos que receberam tratamento insulínico. Isto é, provavelmente, devido ao 

efeito direto da insulina no tecido ósseo ou indireto por um melhor controle glicêmico 

induzido (SPENCER et al., 1991; TRAILKILL et al., 2005a). Entretanto, a quantidade similar 

de colágeno observada entre os grupos controle e diabéticos insulinizados pode não refletir a 

qualidade do colágeno encontrado, pois a possível presença de AGEs nas ligações cruzadas de 

colágeno devido ao DMT1 pode reduzir a resistência óssea via a atividade dos osteoblastos e 

osteoclastos. A formação de AGEs nas ligações cruzadas do osso faz com que o colágeno 

tenha fibras mais frágeis, levando ao acúmulo de microdanos e alterando as propriedades 

mecânicas do osso (SAITO & MARUMO, 2010). 

 Apesar dos marcadores de AGEs não terem sido quantificado neste estudo, estudos  

prévios sobre DMT1 e aumento da produção de AGEs no colágeno (SAITO et al., 2006; 

SILVA et al., 2009) permitem especular diferença na qualidade do colágeno. A possível 

diferença na qualidade do colágeno entre os animais não diabéticos e os diabéticos pode 

ajudar a explicar alguns resultados observados no presente estudo, tais como menor força de 

fratura e tenacidade encontrada nos grupos diabéticos. Um estudo recente procurou relações 

entre as ligações cruzadas de colágeno e força óssea. Silva et al. (2009), utilizando ratos com 
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DMT1 induzidos por STZ, demonstraram aumento de marcadores de AGEs, contudo sem 

alterar a quantidade de colágeno, e foi demonstrada menor força de ruptura óssea nestes 

animais.  

 Os resultados da análise da quantidade de colágenos tipos I e tipo III permitiram 

associar as análises das propriedades mecânicas ósseas e o efeito do PTN aplicado.  O 

colágeno tipo III está ligado a “fibras de Sharpey”, que são extensões de fibras do periosteo 

que fixam tendões e ligamentos no osso (SAINO et al., 2003), são mais distensíveis e pouco 

mineralizadas (LUTHER et al., 2003; BILEZIKIAN et al., 2008). Apesar de não estar claro o 

entendimento, a presença de fibras de colágeno tipo III reduz a reabsorção óssea, 

possivelmente, devido a sua menor mineralização (SAINO et al., 2003). De acordo com o 

mencionado acima, maior quantidade de colágeno tipo III na região do colo favorece a força 

óssea e o aumento no conteúdo deste colágeno pode ajudar a explicar as alterações nas 

propriedades mecânicas. É provável que as fibras de colágeno no colo do fêmur, na inserção 

do músculo gemulus aumentam a resposta às forças exercidas por uma musculatura melhor 

exercitada (SAINO et. al., 2003). A formação de colágeno no osso afeta a tenacidade e rigidez 

óssea, talvez, diretamente influenciando a resistência óssea à fratura (SAITO & MARUMO, 

2010). Desta forma, esperava-se que o exercício aplicado promovesse aumento no conteúdo 

de colágeno no colo femoral, com maior aumento das fibras tipo III, contudo os aumentos nos 

conteúdos de colágeno observados não foram significativos.  

No estudo de Saino et al. (2003), foi verificada uma maior concentração de colágeno 

tipo III no colo dos animais exercitados comparados aos controles. No presente estudo, foram 

observadas maiores quantidades de colágeno tipo III no colo dos animais dos grupos controles 

e diabéticos tratados com insulina exercitados, em relação aos seus controles, diferença não 

significativa, mas que mostra um indicativo que o exercício pode beneficiar a composição de 

colágeno na região do colo do fêmur.  
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6. CONCLUSÕES 

 

 Concluiu-se que a combinação do treinamento em natação de baixa intensidade com a 

insulinoterapia durante oito semanas foi efetiva em atenuar os efeitos deletérios do DMT1 

experimental induzido por STZ sobre propriedades estruturais e mecânicas do fêmur de ratos 

em crescimento, principalmente na região do colo femoral devido o modelo de exercício 

utilizado.  

 Verificou-se que, mesmo com a glicemia elevada em relação aos animais controles, a 

combinação dos tratamentos aumentou nos animais diabéticos: a) a DMO e o CMO no fêmur; 

b) a força máxima de fratura e a tenacidade no colo femoral; c) a rigidez, a força máxima de 

fratura e a tenacidade na diáfise do fêmur; d) o volume trabecular ósseo no colo femoral; e) a 

espessura cortical da diáfise do fêmur; e f) a quantidade de colágeno total e do tipo III no colo 

femoral. 

 Os resultados encontrados são importantes para o entendimento, em níveis estrutural, 

mecânico e histomorfomêtrico, dos efeitos do exercício físico regular e do tratamento 

insulínico sobre o tecido ósseo de portadores de diabetes mellitus. Entretanto, novos estudos 

são necessários para que se possam entender os mecanismos responsáveis pelos efeitos do 

exercício e da insulina sobre o tecido ósseo, assim como novos modelos de tratamento, 

exercício e insulinoterapia. 
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