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RESUMO

SILVA, Karina Ana da, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, maio de 2011.
Efeitos do exercicio fisico sobre propriedades estruturais e mecanicas do
fémur de ratos com Diabetes mellitus experimental. Orientador: Antonio
José Natali. Coorientadores: Ricardo Junqueira Del Carlo, Sérgio Luis Pinto da
Matta e Carlos Henrique Osorio Silva.

O objetivo deste estudo foi o de investigar os efeitos de um programa de
natacdo sobre as propriedades estruturais e mecanicas do fémur de ratos com
Diabetes mellitus experimental (DM). Foram utilizados ratos (Rattus
norvegicus) Wistar com 30 dias idade e peso corporal médio de 87,42 g. Os
animais foram distribuidos aleatoriamente em seis grupos experimentais:
baseline controle (BC, n=15); baseline diabético (BD, n=15); controle
sedentario (CS, n=10); controle exercitado (CE, n=10); diabético sedentario
(DS, n=10); e diabético exercitado (DE, n=10). Os animais dos grupos BD, DE
e DS receberam uma injecao intraperitoneal (60 mg/kg de peso corporal) de
estreptozotocina (STZ), diluida em 1mL de tampéo citrato de sédio (0,1 M, pH
4.5). Os animais dos grupos BC, CS e CE receberam a mesma dose de
tampéao citrato de sédio (0,1 M, pH 4.5) sem STZ. Sete dias apés a aplicacao
de STZ e jejum de 12 horas, 0s animais que apresentaram glicemia de jejum
superior a 300 mg\dL foram considerados diabéticos. Apds 45 dias de
hiperglicemia (diabetes), os animais do grupo DE e CE foram submetidos a um
programa de natacdo por oito semanas. Apds a eutanasia, o fémur esquerdo
foi removido para avaliacdo da densidade mineral 6ssea (DMO), do contetdo
mineral 6sseo (CMO), da forca de fratura, rigidez e tenacidade 6ssea. O fémur
direito foi retirado, para determinacdo da morfometria 0ssea. Os resultados
apresentaram que o DM experimental reduziu o CMO, a DMO, a rigidez, a
forca de fratura 0ssea, a tenacidade, o volume trabecular 6sseo e a espessura
cortical nos fémures dos ratos, aos 45 dias de DM. Esses efeitos do DM
permaneceram até o final do experimento (101 dias). O programa de natacao
utilizado aumentou o CMO, a DMO, a rigidez, o volume trabecular 6sseo, nos
animais sem DM; Entretanto esse nao foi capaz de alterar os parametros
0sseos analisados, nos com DM. Concluiu-se que o programa de natagdo
aplicado nédo afetou as propriedades estruturais e mecéanicas do fémur dos
animais com DM experimental; no entanto, houve efeitos positivos desse,

nessas propriedades, no fémur dos animais nao diabéticos de controles.

Xi



ABSTRACT

SILVA, Karina Ana da, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, May, 2011.
Effects of exercise on structural and mechanical properties of the femur
isolated from rats with experimental Diabetes mellitus. Adviser: Antdnio
José Natali. Co-advisers: Ricardo Junqueira Del Carlo, Sérgio Luis Pinto da
Matta and Carlos Henrique Osorio Silva.

The aim of this study was to investigate the effects of a swimming training
program on structural and mechanical properties of the femur from rats with
experimental diabetes mellitus (DM). Thirty days old male Wistar rats (Rattus
norvegicus) with mean body mass of 87.42 g were randomly divided into six
experimental groups: baseline control (BC, n=15); baseline diabetic (BD, n=15);
control sedentary (CS, n=10); control exercised (CE, n=10); diabetic sedentary
(DS, n=10); and diabetic exercised (DE, n=10). Animals from BD, DE and DS
groups received an intraperitoneal injection (60 mg/kg body mass) of
streptozotocin (STZ) diluted in 1 mL of sodium citrate buffer (0.1 M, pH 4.5).
Animals from BC, SC and EC groups received the same dose of sodium citrate
buffer (0.1 M, pH 4.5) without STZ. Seven days after STZ injection those
animals with fasting glucose above 300 mg\dL were considered diabetic. After
45 days of hyperglycemia (diabetes), animals from ED and EC groups were
subjected to a swimming training program for 8 weeks. After euthanasia, the left
femur was removed for assessment of bone mineral density (BMD), bone
mineral content (BMC), bone breaking force, stiffness and toughness. The right
femur was removed for determination of bone morphometry. The results show
that experimental DM reduced the bone breaking force, stiffness and
toughness, the BMC and BMD, the trabecular bone volume and cortical
thickness in the rats’ femurs by the 45" day of DM. These DM effects remained
until the end of the experiment (101 days). The swimming training program
increased BMC, BMD, stiffness and the trabecular bone volume in the control
animal femures. However, the swimming training program did not affect these
bone parameters in diabetic animals. It was concluded that the swimming
training program did not affect the structural and mechanical properties of the
femur from rats with experimental DM, however positive effects of this exercise

program on these bone properties were observed in non diabetic control rats.
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1 INTRODUCAO

O diabetes mellitus (DM) € uma doenca metabdlica, caracterizada por
hiperglicemia, resultante de defeitos na secrecao da insulina e acdo da insulina,
ou ambos (ADA, 2009; 2010).

Ha diferentes classes clinicas de diabetes: DM tipol, DM tipo 2, outros
tipos especificos de DM e DM gestacional. H4 ainda, duas categorias referidas
como pré-diabetes, que sdo a glicemia de jejum alterada e a tolerancia a
glicose diminuida. O tipo mais comum de DM € o 1 que é evidenciado pela
deficiéncia absoluta de insulina, resultante da destruicdo autoimune, ou por
causas desconhecidas, das células beta pancreaticas. O DM tipo 2, é
distinguido pela incapacidade das células musculares e adiposas metabolizar a
glicose presente da corrente sanguinea, apesar da continua producdo de
insulina pelo pancreas. Esta anomalia é chamada de “resisténcia insulinica”
(OLIVEIRA; MILECH, 2004; KAHN et al., 2009; ADA, 2009; 2010).

No final da década de 1980, estimou-se que o diabetes ocorria em cerca
de 8% da populacdo, de 30 a 69 anos de idade, residente em areas
metropolitanas brasileiras. Essa prevaléncia variava de 3% a 17%, entre as
faixas de 30-39 e 60-69 anos; assim como a tolerancia a glicose diminuida era
igualmente de 8%, variando de 6 a 11% entre as mesmas faixas etérias
(CADERNO DE ATENCAO BASICA MINISTERIO DA SAUDE, 2006). Segundo
a Sociedade Brasileira de Diabetes (2009), atualmente, ndo se tem ao certo a
estimativa do numero de pessoas no Brasil que possui o diabetes
diagnosticado, uma vez que o estudo realizado pelo Ministério da Saude
aconteceu na década de 1980 e nao foi repetido na populacéo atual.

O DM tipo 1 esta associado a muitas complicacfes, inclusive perda
0ssea e retardo na cicatrizacédo 0ssea (MOTYL ; MCCABE, 2009). Nesse caso,
€ denominada “doenca o6ssea do diabético” ou “osteopatia diabética”
(RETZEPI; DONOS, 2010). Pacientes diabéticos exibem densidade mineral
0ssea reduzida nas vértebras lombares e na regido proximal do fémur (LU et
al., 2003). Ha evidéncias de que ocorre diminuicdo do crescimento, durante o
estirdo da puberdade, e alteracdes relacionadas aos processos de formacédo
0ssea em diabéticos (INZERILLO; EPSTEIN, 2004).

O exercicio fisico exerce efeitos osteogénicos sobre o sistema

esquelético (CADORE et al., 2005; WARNER et al., 2006). As forcas de tenséo,
1



compresséo e cisalhamento e a deformacdo mecanica repetida das contracdes
musculares resultam em um aumento das correntes elétricas pulsateis no 0sso,
por causa dos fendmenos piezoelétrico e de fluxo, que também s&o capazes de
provocar alteracbes na estrutura Ossea (TUREK, 1991). Essas forcas
mecanicas impostas pelo exercicio exercem influéncia anabdlica sobre os
0sso0s (SOUZA et al., 2005).

Em individuos diabéticos, além dessas a¢Bes mecéanicas, 0 exercicio
fisico regular pode aumentar a sensibilidade a insulina, em individuos com DM
tipo 2 (DE FEO et al., 2006; KAHN et al., 2009). A diminuicdo da glicemia e o
aumento dos niveis de GH e IGF-1, em individuos treinados, podem promover
o desenvolvimento 6sseo (SOUZA et al., 2005).

Acredita-se que a pratica regular de exercicio fisico pode contrapor os
efeitos deletérios do DM sobre o sistema 0sseo. Este estudo teve como
objetivo avaliar os efeitos de um programa de exercicio fisico sobre
propriedades estruturais e mecanicas do fémur de ratos com DM experimental.

Neste trabalho, portanto, foram formuladas as seguintes hipéteses:

H o - O exercicio fisico ndo altera as propriedades estruturais e
mecanicas do fémur de ratos com diabetes mellitus experimental.

H ; . O exercicio fisico altera as propriedades estruturais e mecanicas

do fémur de ratos com diabetes mellitus experimental.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar os efeitos de um programa de natacdo sobre propriedades
estruturais e mecanicas do fémur de ratos com diabetes mellitus

experimental.

2.2 Objetivos Especificos

Verificar como um programa de natacdo afeta os animais com diabetes

mellitus experimental, em relacéo as seguintes variaveis:

e Densidade mineral 6ssea e conteudo mineral 6sseo do fémur.
e Resisténcia a fratura do colo e da diafise do fémur.

e Histomorfometria do colo e da diafise do fémur.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Diabetes Mellitus

O diabetes mellitus (DM) € uma doenca metabdlica, caracterizada por
hiperglicemia, resultante de defeitos na secrecdo da insulina e da acao da
insulina, ou ambos (ADA, 2009; 2010).

A hiperglicemia crénica do diabetes esta associada aos danos no longo
prazo, as disfuncdes e a faléncia de varios 6rgaos, especialmente olhos, rins,
nervos, coragdo e vasos sanguineos (SBD, 2007; ADA, 2009; 2010). Os
sintomas da hiperglicemia incluem polilria, polidipsia, perda de peso e,
algumas vezes, polifagia e visdo turva. Em longo prazo, o DM causa retinopatia
acompanhada de perda da visdo, nefropatia e faléncia renal e neuropatia,
resultando em ulceracbes nos pés, amputacdes e articulagbes de Charcot
(doenca neuropatica articular)(ADA, 2009; 2010).

A classificacdo proposta pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e
pela Associacdo Americana de Diabetes (ADA) inclui algumas classes clinicas:
DM tipol, DM tipo 2, outros tipos especificos de DM, e DM gestacional,
havendo, ainda, duas categorias referidas como pré-diabetes, que sdo a
glicemia de jejum alterada e a tolerancia a glicose diminuida. Essas categorias
ndo sdo entidades clinicas, mas fatores de risco para o desenvolvimento do
DM e de doencas cardiovasculares (SBD, 2007).

O diabetes mellitus tipo 1 (5% a 10% do total de casos de diabetes) é
caracterizado pela deficiéncia absoluta de insulina. Esse resulta,
primariamente, da destruicdo das células beta pancreaticas, com tendéncia a
cetoacidose, bem como inclui casos decorrentes de doenca autoimune e
aqueles em que a causa da destruicdo das células beta ndo é conhecida
(causa idiopética). Alguns pacientes, particularmente criancas e adolescentes,
apresentam a cetoacidose como a primeira manifestacdo da doenca; outros
podem apresentar modestas hiperglicemias, que podem mudar rapidamente
para severas hiperglicemias e, ou, cetacidoses, na presenca de infeccao ou de
outros estresses (ADA, 2010). A destruicdo autoimune das células beta tem
predisposicdes genéticas e também estd relacionada a fatores ambientais
ainda ndo completamente definidos (ADA, 2009; 2010; KAHN et al., 2009).



O diabetes mellitus tipo 2 (90% a 95% do total de casos de diabetes) é
caracterizado pela incapacidade de absor¢cdo das células musculares e
adiposas. Por muitas razdes, as células ndo conseguem metabolizar a glicose
presente na corrente sanguinea, apesar da continua producéo de insulina pelo
pancreas. Essa anomalia é chamada de “resisténcia insulinica”. Os pacientes
com DM tipo 2 podem responder ao tratamento com dieta e exercicio fisico,
medicamentos orais e, por fim, da combinagcdo desses com a insulina (SBD,
2009). A cetoacidose ocorre raramente nesse tipo de diabetes, mas pode
acontecer em associacdo com o estresse de outras doengas como as
infecgdes (ADA, 2010). A hiperglicemia no DM tipo 2 geralmente se desenvolve
de forma gradual, ndo sendo suficiente nos estégios iniciais para promover o
aparecimento dos sintomas classicos. A causa desse desenvolvimento gradual
€ a evolucdo da doenca que se inicia com leve resisténcia a acdo da insulina,
podendo culminar com a deficiéncia na produgcao dessa (OLIVEIRA; MILECH,
2004; ADA, 2009; 2010).

3.1.1 O modelo experimental de diabetes tipo 1 induzido por
estreptozotocina

A acédo diabetogénica da estreptozotocina (STZ), substancia isolada do
Streptomyces achromogenes, foi descrita inicialmente por Rakieten et al.
(1963) e depois por Evans et al.(1965). A injecao intravenosa de solucfes de
STZ induziu diabetes em ratos e caes e, a partir desses achados, o diabetes
passou a ser induzido com sucesso em diferentes modelos experimentais. Os
mecanismos da acdo diabetogénica da STZ estéo relacionados a citotoxidade
e glicosilacdo de proteinas das ilhotas pancreéticas, uma vez que STZ inibe
seletivamente a enzima O-GLcNAcase, responsavel pela remocdo de N-
acetilglucosamina da proteina. Tal acdo causa apoptose das células beta
pancreaticas (KONRAD et al., 2001); e promove lesdo nas células beta
pancreaticas, por reduzir os niveis de NAD (nicotinamida adenina
dinucleotideo) disponivel nessas células (AKBARZADEH et. al., 2007).

O exame de o0ssos de ratos com diabetes induzido por STZ demonstram
diminuicdo significativa da fracdo de volume Osseo, determinada pela

diminuicdo dos niveis de marcadores de maturagdo dos osteoblastos e



aumento nos niveis dos marcadores da adipogénese (MOTYL; MCCABE,
2009).

3.2. Tecido 6sseo

O tecido 6sseo é um tecido conjuntivo rigido, flexivel, em que a matriz
extracelular foi impregnada com sais de célcio e fosfato amorfos, por um
processo chamado de mineralizacdo. Esse tecido é altamente vascularizado e
metabolicamente muito ativo (KIERSZENBAUM, 2008). Suas principais
funcBes sdo sustentacao e protecdo para o corpo e 6rgaos e reservatorio para
ions célcio e fosfato.

Sob o aspecto morfolégico, esse tecido ainda pode ser dividido, em
cortical e trabecular. O cortical € um tecido ésseo compacto, predominante na
haste central, ou diafise dos ossos longos (como o fémur), que delimita um
cilindro oco, com um espaco central chamado de cavidade ou canal medular. O
0sso trabecular ou esponjoso é um tecido 6sseo formado por trabéculas e
encontrado na extremidade dos 0ssos longos, que € chamada de epifise que
delimitam o espaco ocupado pela medula Gssea e recoberta por uma fina
camada de tecido ésseo compacto (AIRES, 2008; KIERSZENBAUM, 2008).

A superficie externa dos 0ssos € revestida pelo periésteo, que é formado
de tecido conjuntivo, contendo na camada mais superficial principalmente fibras
colagenas e fibroblastos. A porcdo mais interna desses 0ssos é mais celular e
apresenta células osteoprogenitoras, que se multiplicam por mitose e se
diferenciam em osteoblastos, desempenhando papel importante no
crescimento dos 0ssos e na reparacgéo de fraturas (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2008). A camada externa é rica em vasos sanguineos, alguns desses penetram
pelos forames nutricios; e em espessas fibras colagenas de ancoragem,
chamadas de fibras de Sharpey, que penetram profundamente nas lamelas
circunferenciais externas (KIERSZENBAUM, 2008).

O endoésteo é formado por células pavimentosas e fibras do tecido
conjuntivo, que revestem as paredes do tecido 0sseo esponjoso, abrigando a
medula 6ssea e se estendendo para todas as cavidades do 0sso, incluindo os
canais de Havers e Volkmann (KIERSZENBAUM, 2008).

A matriz extracelular contém componentes organicos (35%) e

inorganicos (65%). As células osteoclastos, osteoblastos e ostedcitos
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correspondem a uma pequena parte da massa 6ssea, sendo responsaveis pela
funcdo de regulacdo da distribuicdo e do conteudo do componente inorganico;
portanto, pela manutencdo dos niveis circulantes de calcio (homeostase
mineral) e pela continua reabsorcéo e formacao (modelacao e remodelacdo) da
matriz 6ssea, fazendo com que o sistema esquelético responda as forcas
mecanicas, geradas pela sustentacdo de pesos e atividade fisica (homeostase
esquelética) (AIRES, 2008).

O osteoblasto, localizado na superficie de formacgao 0ssea, € uma célula
secretora versatil, que retém a capacidade de se dividir e secreta tanto o
colageno tipo 1 (que constitui 90% das proteinas do 0ss0) quanto as proteinas
da matriz éssea que constituem o 0sso desmineralizado inicial, ou ostedide. As
proteinas da matriz 6ssea produzidas pelo osteoblasto incluem proteinas de
ligacdo com o célcio como a osteocalcina e a osteonectina. Essa célula
também é responsavel pela calcificagcdo da matriz 6ssea. O processo de
calcificacdo parece ser iniciado pelo osteoblasto, por meio da secrecao para
dentro de pequenas vesiculas da matriz, limitadas por membranas. As
vesiculas sao ricas em fosfatase alcalina e ativamente secretadas, apenas
durante o periodo em que a célula produz a matriz 6ssea (ROSS; PAWLINA,
2008).

A funcao osteoblastica é controlada por fatores endécrinos, paracrinos e
autocrinos. Hormoénios como PTH, vitamina D3, glicocorticoides e esteroides
gonadais atuam diretamente sobre os osteoblastos (KHAN et al., 2001).

Em contraste com 0s osteoblastos secretores encontrados na deposicao
ativa da matriz, os osteoblastos inativos sdo células achatadas, que cobrem a
superficie Ossea, e se assemelham as células osteoprogenitoras. Os
osteoblastos respondem aos estimulos mecéanicos para mediar as alteracdes
no crescimento 6sseo e na remodelacdo O6ssea. A medida que ocorre a
deposicdo de osteoide, o osteoblasto é circundado mais adiante por matriz de
osteoide e, em seguida, transforma-se em ostedcito (ROSS; PAWLINA, 2008).

Os ostedcitos sdo osteoblastos que, apdés mineralizacdo do osteoide ao
seu redor, tornam-se prisioneiros em lacunas 6sseas, nao significando,
entretanto, que os ostedcitos apresentem modificacfes acentuadas de suas
propriedades funcionais ou estejam isolados dos osteoblastos. Os ostedcitos
jovens ainda guardam algumas das caracterisitcas ultraestruturais

osteoblasticas, permanecendo em contato com 0s osteoblastos por uma vasta
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rede de extensdes celulares, que alcanca esses osteoblastos, por meio de
canaliculos ésseos (AIRES, 2008). Os ostedcitos sdo as células responsaveis
por manter a matriz 0ssea. Um dos papéis dessas células é o de
mecanotransducdo, em que o0 osteocito responde as forcas mecanicas
aplicadas ao osso. Diferentes estimulos mecanicos alteram ndo somente a
expressdo génica, mas também o mecanismo apoptético da célula (ROSS;
PAWLINA, 2008).

Os osteoclastos sdo macréfagos policaridticos, formados a partir das
células precursoras, localizadas na medula 6ssea, de origem hematopoética. A
presenca de células do estroma ou da medula 6ssea é fundamental para que
ocorra essa diferenciagcdo, 0 que sugeria que fatores produzidos por essas
células estimulariam esse processo. Atualmente sabe que dois componentes
sdo necessarios e suficientes para desencadear esse processo: a citocina
RANKL (ligante do receptor ativador do fator nuclear kB) e o fator de
crescimento CSF-1 (fator estimulador de col6nia tipo 1). Juntos, o CSF-1 e a
RANKL sado capazes de induzir a expressdo de genes que caracteriza o
osteoclasto, incluindo aqueles que tipificam a fosfatase alcalina acida tartaro-
resistente, a catepsina K, o receptor de calcitonia e de B3 — integrina (AIRES,
2008). O processo de reabsorcédo depende de caracteristicas especiais entre o
osteoclasto e a superficie 6ssea, onde um espaco fechado forma-se entre a
célula e a matriz. Nesse espaco, 0os osteoclastos liberam enzimas lisossomais
mantendo um pH &acido, a fim de possibilitar a dissolucdo da matriz 6ssea
(KHAN et al, 2001; MOTTA, 2003) Em consequéncia da atividade
osteoclastica (aparecimento da borda em escova), uma baia de reabsorcdo
(lacuna de Howship), pode ser observada no o0sso, diretamente sob o
osteoclasto (ROSS; PAWLINA, 2008).

A densidade mineral 6ssea (DMO) trata-se do equilibrio entre o processo
de formacdo e reabsorcdo, denominado remodelacdo. A formacdo esta
diretamente ligada a reconstrucdo e ao fortalecimento do tecido 0sseo,
enquanto a reabsorcdo se responsabiliza pela deterioracdo desse mesmo
tecido (CADORE et al., 2005).

O conteddo mineral 6sseo (CMO) e a DMO sdo determinados
principalmente pelo fator genético. Cerca de 70% da variacdo na densidade
Ossea sdo determinadas pela hereditariedade e os 30% restantes dependem

do estilo de vida, em que a atividade fisica e,ou, a nutricdo podem induzir
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respostas fisiolégicas que permitam niveis mais elevados de obtencédo de
massa 0ssea (VICENTE-RODRIGUEZ et al., 2008).

As propriedades mecéanicas do 0sso sao estabelecidas pela matriz
colagena e pelo grau de mineralizacao, ou seja, pela quantidade de cristais de
hidroxiapatita de calcio depositada entre as fibras colagenas. A resisténcia
Ossea € determinada pela massa do tecido 6sseo e pela rigidez dela, que é
delimitada principalmente pela fase mineral, enquanto a matriz de colageno
contribui principalmente para aumentar a capacidade de o 0sso pode ser
flexionado sem se romper (GUADALUPE-GRAU et al., 2009).

3.2.1 Crescimento, modelacao e remodelagcdo 6ssea

O tecido 6sseo é um tecido dinamico, que estda em constante
modificacdo, basicamente em razdo dos trés principais processos: 0
crescimento, a modelacdo e a remodelagdo 0ssea. (AIRES, 2008).

Segundo Aires (2008), durante o desenvolvimento dos vertebrados, o
osso pode ser formado pela, ossificacao intramembranosa, que € efetuada por
osteoblastos originarios diretamente da diferenciacdo de células mesenquimais
primitivas. O tecido 6sseo primordialmente desenvolvido € desorganizado,
sendo gradativamente substituido por um osso de conformacao lamelar; e pela
ossificacdo endocondral que ocorre a partir de um molde cartilaginoso feito por
condrécitos. E 0 mecanismo mais comum, responsavel pelo aparecimento dos
0ssos longos, coluna vertebral, bacia e a base do cranio. Esse molde sofre
erosdes, sendo substituido por tecido ésseo, pela sintese e mineralizacdo da
matriz 0ssea pelos osteoblastos. ApGs a ossificacdo, surge a placa epifisaria,
uma camada cartilaginosa na regido da epifise 6ssea, responsavel pelo
crescimento longitudinal do osso (AIRES, 2008).

Embora o crescimento 6sseo cesse a partir de uma determinada idade
com o desaparecimento das placas epifisarias, os processos de modelacéo e
remodelacao persistem durante toda vida (Aires, 2008).

A modelacdo 6ssea € a responsavel pela arquitetura 6ssea, que envolve
forma, tamanho, quantidade e disposicdo estrutural de seu tecido, obedecendo
a estimulos mecanicos externos e ndo mecanicos locais e sistémicos. Embora
as alteracdes na forma e no tamanho do osso tendam a desaparecer com a

parada do crescimento 6sseo, as mudancas em sua estrutura microscopica
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persistem no longo da vida, sempre com o objetivo de melhorar a resisténcia
mecanica do osso (AIRES, 2008).

A remodelacdo Ossea é um processo continuo, caracterizado pela
sequéncia de ativacado-reabsorcao-formacdo. Os fenbmenos que levam a
ativacdo ainda sao pouco conhecidos. Tanto estimulos sistémicos (PTH) como
locais (por tensdo mecanica ou microfraturas) podem iniciar essa ativacao.
Esse papel tem sido atribuido aos ostedcitos, que determinam o local de
remodelacdo (AIRES, 2008).0 osso € entdo reabsorvido pelos osteoclastos e
formado na mesma regido pelos osteoblastos. Essas células formam a unidade
basica do metabolismo (UBM), que o reconstréi em locais distintos nos trés
componentes (endocortical, intracortical e trabecular) do respectivo envoltério
interno (enddsteo) e num grau muito menor no envoltério externo (peridsteo)
(BILEZIKIAN et al., 2008). Os objetivos da remodelacdo sao atingir um ponto
o0timo de resisténcia O0ssea, por meio do reparo de lesdes microscépicas
(microfissuras), ocorridas pela atividade normal do peso; manter a homeostase
do calcio; e também fornecer um quadro para a mobilizacdo de calcio; durante
estados fisioldgicos excepcionais como a lactacdo (BILEZIKIAN et al., 2008;
ROSEN, 2007).

A remodelacéo ocorre tanto no 0sso cortical como no trabecular, porém,
€ mais intensa no trabecular, em razao da disposicdo e funcédo de trabéculas
O0sseas. Em situaces fisiologicas, a reabsorcdo e a formacéo sao fenémenos
acoplados e dependentes; e o predominio de um sobre o outro pode resultar
em ganho ou perda de massa 0ssea (SARAIVA; LAZARETTI-CASTRO, 2002).

Estimulos sistémicos, pelo paratorménio (PTH), ou locais, por tensao
mecanica ou microfraturas, podem iniciar o processo de ativacdo da
remodelacdo O0ssea. A liberacdo de hormdnios e substancias, como PTH, 1,25-
diidroxivitamina D, interleucina (IL) 1, 2 e 6 e fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a) induzem o aumento na produgao do ligante do receptor ativador do
fator nuclear kappa-beta (RANKL) pelos osteoblastos, que se ligam ao seu
receptor RANK, nas membranas das células hematopoiéticas precursoras,
tornando os osteoclastos ativos. Substancias inibidoras da reabsor¢cdo, como o
estrogénio e as proteinas morfogenéticas 6sseas (BMP) estimulam a produc¢éo
de osteoprotegerina (OPG), que é um inibidor de RANK, pois a OPG captura o

RANKL, impedindo sua ligacdo ao seu receptor, diminuindo o numero de
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osteoclastos ativos e induzindo a apoptose de osteoclastos maduros
(ROBLING et al., 2006; PROFF; ROMER, 2009).

A formacédo inicia-se com a diferenciacdo dos pré-osteoblastos em
osteoblastos. Admite-se que ha proteinas liberadas durante a degradacédo da
matriz organica, como o transforming growth factor-8, capazes de recrutar
células osteoprogenitoras para os sitios de formacdo Ossea e induzir a

diferenciacdo até osteoblastos e ostedcitos (AIRES, 2008).

3.2.2 Biomecéanica do osso

Os componentes do material e a organizacdo estrutural do 0sso
influenciam as maneiras que 0 0SSO responde as cargas mecanicas. A
composicdo e a estrutura do osso dédo origem a um material que é resistente
para seu peso relativamente leve. Os principais componentes do 0SS0 sdo
carbonato de calcio, fosfato de calcio, colageno e agua, 0s percentuais
relativos desse material variam com a idade e a saude do osso. Os minerais
conferem ao 0sso a sua rigidez e sdo os determinantes primarios da resisténcia
compressiva dele; jA o coldgeno é uma proteina que atribui a flexibilidade, o
que contribui para a resisténcia tensiva (resisténcia a tracdo). O contetudo de
agua presente no tecido 6sseo (25% a 30%) contribui de maneira significativa
para a resisténcia desse tecido (HALL, 2005).

A salde 6ssea é um dos fatores mais importante relacionado a fratura;
menor rigidez, forca e tenacidade 6ssea aumentam a probabilidade do risco de
fraturas, que é um grande problema de saude publica, por estar associado a
morbidade, mortalidade e alto custo econémico (GALVAQ; CASTRO, 2010).

Segundo Hall (2005), a mineralizacdo 6ssea varia com a idade do
individuo, bem como com o 0sso especifico no corpo. O 0sso cortical possui
porosidade baixa, cerca de 5% a 30% do volume Osseo ocupados por tecido
nao mineralizado; e o 0sso trabecular possui porosidade alta com 30% a mais
de 90% do volume Gsseo ocupados por tecido ndo mineralizado. A porosidade
do osso é importante, pois afeta diretamente as caracteristicas mecanicas do
tecido. Com contetdo mineral mais alto, o 0sso cortical € mais rigido o que
permite suportar maior estresse, porém menos sobrecarga ou deformacédo
relativa, quando comparado ao 0sso trabecular, que, por sua estrutura porosa,

suporta maior sobrecarga antes de sofrer fratura. Entretanto, a resisténcia e a
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elasticidade do osso trabecular variam consideravelmente com a localizacdo no
corpo, bem como a idade e a saude do individuo.

Além das forcas de tensé@o, compresséo e cisalhamento, outra forma de
estresse imposto ao tecido 6sseo € o resultado final da deformacé&o mecanica
repetida das contracdes musculares que resultam em um aumento das
correntes elétricas pulsateis no 0sso, por causa dos fenbmenos piezoelétricos
e de fluxo que também séo capazes de provocar alteragdes na estrutura 6ssea
(TUREK, 1991).

3.3. Diabetes mellitus e tecido 6sseo

A presenca de DM tipo 1 provoca varias consequéncias deletérias para
saude esquelética, como menor crescimento da estatura durante a puberdade,
menor densidade O6ssea na idade adulta, aumento no risco de osteoporose e
fratura, ma cicatrizacdo 6ssea e embriopatia esquelética, processo que
depende de nova formacéao 6ssea (INZERILLO; EPSTEIN, 2004).

Segundo Hofbauer et al. (2007), a osteoporose € a mais importante
doenca metabdlica em individuos com DM. Cerca de 20% dos idosos sao
afetados pelo DM; nessa fase a importancia da salude 6ssea € grande uma vez
gue os riscos de fraturas aumentam exponencialmente (SCHWARTZ, 2003).
Apesar da osteoporose ser considerada uma doenca de adultos com DM tipo 1,
a situacao se torna diferente, sendo capaz de atingir pessoas de todas as
idades (TRAILKILL et al., 2005).

Indmeros fatores podem contribuir para o desenvolvimento da
osteopenia, que pode progredir para a osteoporose entre a populacdo com DM
tipo 1 (THRAILKILL, et al., 2005). Tais fatores incluem mineralizagdo 0ssea
insuficiente durante os periodos criticos de acumulo de massa 6ssea; aumento
da excrecdo de calcio na urina, juntamente com diminuicdo na absorcdo de
calcio intestinal, levando a deficiéncia cronica de célcio; efeitos da
hiperglicemia cronica sobre a funcdo dos osteoblastos; e insulinopenia e
diabetes induzida, por desregulacdo do eixo GH-IGF.(THRAILKILL, et al., 2005)

Os efeitos do DM tipo 2 sobre 0 0sso sdo controversos, Visto que,
mesmo com maior DMO, as pessoas sofrem com o risco de fraturas; o que
pode justificar esse paradoxo é o fato de pessoas com essa doenca terem mais
probabilidade a quedas, estando mais suscetiveis a incidentes, que podem
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gerar fraturas. O DM tipo 2 também esta associado a ma qualidade Ossea, a
retinopatia, & neuropatia periférica e ao derrame (SCHWARTZ, 2003).

A insulina tem sido reconhecida como regulador do metabolismo 6sseo e
promove estimulagcdo da matriz 6ssea e formacdo de cartilagem (KAGEL;
EINHORN, 1996); a falta dela tem sido vista como potencial motivo para
explicar a menor densidade mineral 6ssea em DM tipo 1 (RAKEL et al., 2008).
Ha evidéncias que sugerem que a deficiéncia de insulina no DM tipo 1 pode
interferir na formacdo de novo o0sso, possivelmente em razdo do mau
funcionamento dos osteoblastos (MIAZGOWSKI et al., 2007). Além dos efeitos
diretos da insulina nas células ésseas, essa também pode exercer efeitos
sinérgicos com outros agentes anabdlicos no osso como o fator de crescimento
semelhante a insulina-1 (IGF-1) e PTH (THRAILKILL et al., 2005).

Os mecanismos celular e molecular subjacentes a perda de massa
O0ssea por deficiéncia de sinalizacdo de insulina e IGF-1 ainda nao foi
esclarecido; entretanto sabe-se que a IRS-1 osteoblastica desempenha
importante papel na manutencdo déssea, ndo s6 porque € essencial para a
sinalizacdo de IGF-1 e insulina, mas também porque pode estar envolvido na
transducéo de sinal para outros fatores. Entre outras funcdes, o IGF-1 aumenta
a producao de colageno, que é incorporado a matriz 6ssea, bem como pode
regular a funcédo osteoblastica, durante reabsorcédo do osteoclasto (OGATA et
al., 2000).

Outros aspectos também estdo envolvidos com a perda 6ssea em DM,
como a inflamacéo, que pode contribuir para a perda 6ssea, visto que o DM
tipo 1 € o resultado da destruicdo inflamatdria autoimune do péancreas e,
portanto, perfis de citocinas e de suas vias sinalizadoras sédo susceptiveis de
serem alteradas durante a fase aguda e crbnica do DM tipo 1. Os niveis
elevados de citocinas podem ativar a reabsorcdo osteoclastica do osso, néo
sendo um fator importante na perda 0ssea diabética; suprimir a diferenciacéo
osteoblastica e a formacao 0ssea, e podem contribuir para a perda 6ssea em
individuos com DM tipo 1 (MCCABE, 2007).

3.4. Diabetes mellitus e exercicio fisico

A atividade fisica afeta 0 metabolismo da glicose e outros metabdlitos

intermediarios em individuos normais, assim como nos com DM. Em sujeitos
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com DM tipo 1, o exercicio fisico tem importante efeito sobre a insulina; desse
modo, a dieta deve ser observada para que ndo ocorra severa hipo ou
hiperglicemia. Nos com DM tipo 2, a atividade fisica aerdbica regular é uma
ferramenta eficaz na prevencéao e tratamento da doenca (DE FEO et al., 2006).

O exercicio fisico eleva a sensibilidade a insulina em individuos com DM
tipo 2. Acredita-se que esse aumento da sensibilidade seja causada pela
melhoria na captacdo da glicose via GLUT4, resultante do efeito do exercicio
na expressao e translocacéo do transportador, para a membrana plasmatica do
muasculo esquelético. Esse estado de sensibilidade alterada pode durar
diversas horas. Os atletas altamente treinados possuem melhor tolerancia a
glicose, melhor eficiéncia das células beta e melhor utilizacado da glicose que os
individuos néo treinados; além disso, podem exibir maior resposta glicémica a
glicose oral, secundaria a adaptacfes na absorcédo da glicose. As adaptactes
associadas ao treinamento sdo revertidas rapidamente, assim que esses
interrompem os programas de exercicio (KAHN et al., 2009).

Em individuos com DM tipo 1, ao contrario daqueles sem diabetes, os
eventos regulatorios nas ilhotas pancreaticas induzidos pelo exercicio nao
podem diminuir a secrecao da insulina, pois essa é exégena (injetada). Como
0s niveis de insulina sdo sustentados, o efeito supressivo dela no figado
continua e a producédo hepatica de glicose permanece baixa, ao mesmo tempo
em que a utilizacao da glicose do musculo se eleva, o que resulta em um risco
substancial de hipoglicemia. Esse risco ainda pode aumentar, quando 0s
pacientes injetam insulina em um local subcutaneo, em um membro que se
esta exercitando, pois o fluxo sanguineo aumentado pode acelerar a absor¢éao
dela (KAHN et al., 2009).

Em alguns pacientes com DM tipo 1, a melhoria da sensibilidade a
insulina exdgena pode persistir por diversas horas, apos esses pararem de se
exercitar, podendo os efeitos durarem até 24 horas. O mecanismo nao é
totalmente compreendido, mas aceita-se que a sensibilidade aumentada seja
em virtude da taxa relativamente alta de captacéo de glicose pelos musculos
em exercicio e da producdo hepatica menor de glicose, a medida que os
depdsitos de glicogénio sédo repostos (KAHN et al., 2009).

Apesar de todos esses fatores, segundo De Feo et al. (2006), ainda que
alguns estudos apresentem reducdo da dose de insulina e melhor controle da

glicose nos individuos DM tipo 1, em funcdo da prética regular de exercicios
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fisicos, ndo ha consenso geral sobre esse tema. Os beneficios de uma
atividade fisica de longo prazo que sdo descritos para a populacdo em geral,
podem ser estendidos para os individuos com DM tipo 1.

Os diabéticos devem ser encorajados a realizar a pratica diaria de
exercicios. Entretanto, esses individuos, antes de comecar as sessfes de
exercicio, devem ser cuidadosamente informados sobre os efeitos dessa
atividade sobre a sua glicose sanguinea e sobre as modificagcbes apropriadas
na dieta, na sua terapia insulinica ou na utilizacdo de hipoglicemiantes orais
(DE FEO et al., 2006).

3.5. Tecido 6sseo e exercicio fisico

Os efeitos osteogénicos do exercicio fisico sobre a saude déssea séo
conhecidos (SOUZA; LUCIANO, 2005). Clinicamente, a DMO e ou o0 CMO sé&o
dois indicadores da saude 6ssea (Huang et al., 2010), e a manutencdo da DMO
€ importante para a prevencéao da osteoporose (Cadore et al., 2005).

Os efeitos benéficos do exercicio fisico sobre o tecido 6sseo tém sido
extensivamente avaliados, por meio de varios estudos. No entanto, 0s
mecanismos especificos pelos quais a atividade fisica atua no metabolismo
0sseo ainda ndo estdo completamente entendidos. O ganho de massa 6ssea
conseguida com o exercicio fisico é, principalmente, em resposta a um
aumento da tensdo mecanica (TUREK, 1991). Durante o exercicio, as forcas
de tensdo, compresséo e cisalhamento, associadas a deformagdo mecéanica
das contragbes musculares, sdo capazes de provocar alteracdes na estrutura
Ossea. Acredita-se que correntes de baixa energia, geradas pela resposta
piezoelétrica do cristal de hidroxiapatita ao estresse imposto a esse tecido,
possam estar envolvidas nesse processo (AIRES, 2008; TUREK, 1991). Outros
parametros, como, estimulos endocrinos, tém provaveis contribuicbes as
adaptacdes esqueléticas (MAIMOUN; SULTAN, 2010).

Por aumentar a massa Ossea e, posteriormente, promover a
manutencdo ou amenizar a perda 6ssea, 0 exercicio € um aliado contra a
osteoporose (BILEZIKIAN et al., 2008). Muitos estudos tém enfatizado o papel
do aumento da deposicdo mineral, em resposta ao exercicio fisico. A regido
mineralizada do 0sso controla a rigidez, considerando que o colageno controla

a forca maxima e a tenacidade do osso. Outros estudos indicaram que a
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composicao relativa dos minerais e da matriz de colageno € deslocada pelo
exercicio, em favor da regido O0ssea mais mineralizada (ISAKSSON et al.,
2009).

No entanto, Isaksson et al. (2009) ainda afirmaram que a rede de
colageno também pode ser afetada pela estimulacdo mecéanica, sendo
aumentada como resultado do exercicio, principalmente durante o crescimento
e a maturagdo. O exercicio pode afetar o conteido de colageno no tecido ou a
sua estabilidade molecular. Além de mudar o ritmo de remodelacédo das suas
redes, a atividade fisica pode afetar significativamente a producédo do colageno
e, consequentemente, as propriedades mecanicas do 0sso.

Em relagdo a natacéo, apesar de ndo haver impacto como acontece em
exercicio de corrida, o aumento da DMO, proporcionado pela natacdo, pode
estar ligado a intensidade da atividade muscular. Estudos destacam a
influéncia da forca muscular sobre a massa 6ssea (BAYRAMOGLU et al.,
2005). A contragdo muscular atua direta ou indiretamente sobre 0s 0Sso0s
produzindo um estimulo osteogénico. De acordo com lwamoto et al. (1999)
Mais de 70% da tenséo sofrida pelo osso é transmitida pela forca muscular e
nao pelo peso corporal.

Em animais jovens, o exercicio de natacgdo foi correlacionado com maior
aposicao periosteal, crescimento longitudinal do 0sso, aumento do conteudo
mineral 6sseo e forca 6ssea. Outros estudos relataram alteracdes na geometria
do osso de animais treinados com natacédo, o que reflete uma distribuicdo mais
favoravel do tecido ésseo; portanto, esse tecido capaz de fortalecer essa
estrutura (HART et al., 2001).

Bourrin et al. (1992), utilizando analise histomorfométrica, apresentaram
que o exercicio de natacdo reduziu a reabsorcédo e a superficie osteoide em
ratos jovens, indicando diminui¢éo do turnover 6sseo.

Os efeitos do exercicio fisico regular sobre a estrutura e mecéanica do
tecido 6sseo de individuos com DM tipo 1 ndo sdo conhecidos. Burke et al.
(1996) avaliaram os efeitos do DM e exercicio sobre 0s niveis de minerais
envolvidos no metabolismo 0sseo. Esses autores relataram que os niveis
plasmaticos de zinco, cobre e célcio ndo foram diferentes entre os quatro
grupos tratados (sedentario e exercitado com estreptozotocina e sedentario e

exercitado controle). Todavia, os niveis de zinco e cobre nos fémures dos
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animais sedentarios diabéticos apresentaram-se aumentados na quarta e
oitava semana de estudo.

O exercicio no grupo diabético evidenciou valores proximos aos
apresentados pelos animais do grupo de controle. Os niveis de calcio
aumentaram ligeiramente nos animais diabéticos e o exercicio ndo afetou
significativamente esse parametro. Finalmente, os niveis de fosforo
apresentaram-se reduzidos nos animais tratados com estreptozotocina, assim
como os de calcio, mas o exercicio ndo causou efeito sobre esses (BURKE et
al., 1996).
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4 Material e Métodos

4.1. Animais de experimentagéo e tratamentos

Foram utilizados ratos (Rattus norvegicus), da linhagem Wistar, com 30
dias de idade e peso corporal médio de 87,42 g, provenientes do Biotério
Central do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude, da Universidade Federal
de Vicosa. Apos a aclimatacdo de sete dias, no Biotério de Experimentacdo do
Departamento de Educacdo Fisica da UFV, os animais foram distribuidos

aleatoriamente em seis grupos experimentais, a saber:

Baseline Sedentarios Exercitados

N 7\ Y

Diabético Controle Diabético Controle Diabético Controle
(BD) (BC) (DS) (CS) (DE) (CE)
n: 15 n: 15 n: 10 n: 10 n: 10 n: 10

Baseline Diabético (BD, n= 15). - animais que receberam a injecdo de
estreptozotocina e foram sacrificados ap6s 45 dias da inducéo do diabetes;
Baseline Controle (BC, n= 15). - animais que receberam a injecdo de tampao
citrato de sédio e foram sacrificados juntamente com o grupo BD.

Controle Sedentario (CS, n=10). - animais que receberam injecdo de tampéo
citrato de sadio; no entanto nao foram sacrificados apos 45 dias da indugéo do
diabetes e n&do exercitaram;

Controle Exercitado (CE, n= 10). - animais que receberam injecédo de tampé&o
citrato de sddio; no entanto ndo foram sacrificados apos 45 dias da indugéo do
diabetes e exercitaram;

Diabético Sedentario (DS, n=10). - animais que receberam injecdo de
estreptozotocina, ndo foram sacrificados apds 45 dias da inducdo do diabetes e
nao exercitaram (item 4.2);

Diabético Exercitado (DE, n=10). - animais que receberam injecdo de
estreptozotocina , ndo foram sacrificados apos 45 dias da induc&o do diabetes

e exercitaram (item 4.2).
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Os animais dos respectivos grupos experimentais foram alojados em
gaiolas coletivas, cinco animais por gaiola, em ambiente com temperatura
média de 22 °C e regime de luminosidade invertido de 12 horas de escuriddo e
12 horas de claridade, e receberam &gua e racado comercial ad libitum. Todos
0s animais foram pesados, no primeiro dia de cada semana, ao longo do
periodo experimental, em balanca eletrbnica digital (Marte Brasil, modelo
AS5500C), com preciséo de 0,01g.

Os procedimentos experimentais foram realizados, de acordo com os
Principios Eticos na Experimentacdo Animal, elaborados pelo Colégio Brasileiro
de Experimentacdo Animal (COBEA). O projeto recebeu aprovacdo da
Comisséo de Etica do Departamento de Veterinaria da Universidade Federal de
Vicosa (Processo n° 03/2009).

4.2. Inducéo de Diabetes

Apos jejum de 12 horas, os ratos dos grupos BD, DS e DE receberam
uma injecao intraperitonial (60 mg/kg de peso corporal) de estreptozotocina
(STZ) (Sigma, St. Louis, EUA) diluida em 1mL de tampé&o citrato de sodio (0,1
M, pH 4.5); bem como os dos grupos BC, CS e CE, que receberam a mesma
dose de tampéo citrato de sédio (0,1 M, pH 4.5), sem STZ. Sete dias apds a
aplicacdo de STZ e jejum de 12 horas, aproximadamente 10 yL de sangue
foram coletados, por meio de um corte transversal na ponta da cauda do
animal e a glicemia foi aferida utilizando-se o glicosimetro One touch ultra®
(Johnson & Johnson, México). Os ratos que apresentaram glicemia de jejum
superior a 300 mg/dL foram considerados diabéticos. A glicemia de jejum e o
peso corporal foram monitorados semanalmente, pela manha as oito horas
durante o periodo experimental. Os animais com glicemia de jejum inferior a
300 mg/dL receberam nova dose da droga, sendo esse parametro aferido sete
dias apds a nova aplicagdo. A glicemia dos animais de controle foi aferida no

inicio do experimento e no final do experimento.
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4.3. Programa de Treinamento

Apbs 45 dias de hiperglicemia (diabetes), os animais do grupo DE e CE
foram submetidos a um programa de treinamento de natag&do, adaptado de

Medeiros et al. (2000), por oito semanas.

Tabela 1. Progressédo de Treinamento dos animais experimentais

CARGA

SEMANA (%) SEGUNDA TERCA QUARTA QUINTA SEXTA
1 0% 10 min 20 min 30 min 40 min 50 min
2 1% 60 min 70 min 80 min 90 min 90 min
3 2% 90 min 90 min 90 min 90 min 90 min
4 3% 90 min 90 min 90 min 90 min 90 min
5 4% 90 min 90 min 90 min 90 min 90 min
6 4% 90 min 90 min 90 min 90 min 90 min
7 4% 90 min 90 min 90 min 90 min 90 min
8 4% 90 min 90 min 90 min 90 min 90 min

O treinamento fisico foi realizado no Laboratério de Biologia do Exercicio
(BioEx), do Departamento de Educacdo Fisica da UFV. Foram utilizados
tanques de alvenaria quadrados (55 cm de largura por 65 cm de profundidade),
com agua na temperatura de 28 °C a 30 °C e profundidade de 45 cm. Os
animais dos grupos DS e CS foram colocados em uma caixa de polipropileno

com agua aquecida (28 °C - 30 °C) e profundidade de 10 cm.

4.4, Avaliacdo da Densidade Mineral Ossea

Apos eutandsia (CO;), o fémur esquerdo foi removido, pesado em
balanca eletronica digital (Marte — Brasil, modelo AS5500C) com precisédo de
0,01g. Os tecidos moles foram dissecados e o osso foi envolvido em uma gase
embebida com soro fisiologico e armazenado em freezer a -20 °C. As amostras
foram descongeladas imediatamente antes das analises.

A andlise da densidade mineral 6ssea (DMO) foi realizada pelo
Densitdmetro Osseo de Raios-X (DPX-Alpha Lunar, EUA), equipado com
software para pequenos animais. A analise foi realizada na Faculdade de
Medicina Veterinaria da Universidade Federal Paulista “Julio de Mesquita Filho”

(UNESP), em Aracatuba, SP.
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A densidade mineral 0ssea foi automaticamente obtida pelo sistema, a
partir da formula:
DMO (g/cm2) = CMO (g) / AREA (cm?2)

4.5. Avaliacdo da Resisténcia Ossea

A andlise da resisténcia 0ssea foi realizada no mesmo fémur esquerdo,
logo apds a da DMO, realizado por Vicentini et al. (2007). O osso foi submetido
a ensaio mecanico em maquina universal de ensaio (EMIC®, modelo DL 3000),
com carga aplicada a uma velocidade de 5 mm/min. Um sistema
computadorizado acoplado ao aparelho registrou a forca (carga) e o
deslocamento, sendo possivel controlar todos os parametros do ensaio
mecanico e obter o valor da forca referente a cada deslocamento. A aquisi¢ao
desses pontos foi realizada em intervalos de tempo padronizados, definidos
pelo programa. A andlise foi realizada tanto no colo do fémur, com predominio
de 0sso esponjoso, como também no terco médio da diafise, com predominio
de osso cortical. Os ensaios foram realizados no Departamento de Materiais
Dentarios da Faculdade de Odontologia da UNESP, Aracatuba, SP.

Na diafise femoral, foi utilizado, nas amostras, ensaio de flexdo simples
em trés pontos, que apoiou o fémur sob dois suportes distanciados, 20 mm
entre si, sendo a carga aplicada no centro da amostra (Figura 1). A célula de
carga utilizada foi de 2000 N. A cada incremento de carga aplicada ao material,
0 computador automaticamente registrou a deformacéo correspondente, para,
depois, ser construido o grafico carga vs deformacéo (Figura 2), que , a partir
desse se pbdde obter: forca maxima (maior forca aplicada & amostra) e rigidez
(dada pela inclinacdo da curva na fase elastica). Quanto maior a rigidez menor
a deformacdo resultante da aplicagdo da carga. Também foi avaliada a
tenacidade das amostras, que corresponde a energia absorvida pelo corpo,
obtida pelo calculo da area sob a curva carga vs deformacéo, até o ponto de

ruptura da amostra.
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Figura 1. Fotografia do ensaio mecéanico de flexdo em trés pontos, em diafise de
fémur.

Carga Rigidez (Tecido mineral)
(N) 1 0
© » Carga Maxima
-% __________________ :
¢ 1D
2 AT
G B ~
g ! 'g Carga Ruptura
= energia | &
= absorvida!
O = Deformacao (mm)

Figura 2. Representacao sistematica da curva da carga de deformacao de um teste de
trés pontos para 0Sso.

Fonte : Mello, 2003

Também foi realizado o ensaio de flexdo na cabeca do fémur, com a
amostra fixada em um aparato mecanico, ficando em posi¢do vertical,
mimetizando a posicao fisiolégica (Figura 3). Os mesmos parametros foram
calculados nesse ensaio (forca maxima, rigidez e tenacidade). O programa

emitiu um arquivo com todos os pontos adquiridos durante os ensaios [Tempo
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(s) x Deslocamento (mm) x Forca (N)]. Esses valores foram transferidos para
as planilhas Microsoft Office Excel 2007, permitindo a constru¢do dos graficos

e o calculo das propriedades mecanicas.

Figura 3. Fotografia do ensaio mecanico de flexdo no colo do fémur de rato

4.6. Exame Histomorfométrico

ApoOs eutanasia, o fémur direito foi dissecado e o0 0sso, livre dos tecidos
moles, foi fixado em formol 10%, neutro tamponado, em temperatura ambiente.
Posteriormente, os fémures foram colocados em cuba descalcificadora,
contendo solugcdo com citrato de sodio, 4gua destilada e &cido formico. Apés a
descalcificacdo, o fémur foi medido com paquimetro universal (Digimess — SP),
para que se realizasse, em sua por¢do média, um corte transversal para
analise da espessura do osso cortical. ApOs a retirada dessa amostra, 0 0SSO
foi cortado longitudinalmente da regidao proximal (cabeca do fémur) até sua
porcdo média. As amostras retornaram a cuba descalcificadora, agora
armazenada em cassetes, onde permaneceram por mais sete dias.
Posteriormente, as amostras foram incluidas em parafina como rotina
histolégica. Em sequéncia, foram obtidos cortes de cinco micrémetros (um) de
espessura com micrétomo (LEICA, modelo RM2245 - Alemanha), e as laminas
foram coradas com Hematoxilina e Eosina (HE) e montadas com Entellan.

Na sequéncia, os cortes histolégicos foram analisados, por meio do
sistema para andlises de imagens (Image-Pro Plus versdo 4.5.0.29). As

imagens foram digitalizadas, utilizando-se um microscopio (NIKON Eclipse
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E600), com objetiva de 20x, ligado a uma camera (Feldmann Wild Leitz Digi-
Pro 5.0M) e software (Micrometrics SE Premium), para analise do 0sso
trabecular. No osso trabecular, foram feitas de trés a seis imagens por animal
dependendo das condi¢cdes da amostra, em campos distintos, garantindo maior
fidelidade dos resultados encontrados. Sobre cada imagem foi sobreposta uma
grade (graticula), com dez linhas e dez colunas totalizando cem pontos de
intersecdo. Os pontos coincidentes com o0sso foram contabilizados e o volume

trabecular 6sseo (VTO) foi dado em porcentagem pela formula a seguir:

namero de pontos sobre 0sso
VTO (%) = X 100

namero total de pontos

Para quantificacdo da espessura de 0sso cortical, uma camera
fotografica (NIKON D700) acoplada a um microscépio estereoscopico
(OLYMPUS SZ H10) foi utilizada, para visualizagdo do corte como um todo. O
mesmo software (Micrometrics SE Premium) foi usado agora fazendo o
contorno do periésteo, assim como do canal medular; o resultado da subtracéo

entre esses foi empregado como a espessura cortical 6ssea (Figura 4).

A

Figura 4. Desenho esquematico da determinacdo da espessura de 0sso cortical.
Perimetro de A (Peridsteo) — Perimetro B (Enddsteo) = espessura de 0sso cortical.
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4.7. Andalise Estatistica

Os dados estao apresentados como média + desvio - padrao (DP). Para
a comparacdo entre os grupos das médias das variaveis glicemia e peso
corporal, utilizou-se a andlise de variancia (ANOVA) seguida do teste post-hoc
de Tukey, para as comparacdes multiplas. Para equiparacdo das médias das
demais variaveis, CMO, DMO, é&rea, forca, rigidez, tenacidade, volume
trabecular 6sseo e perimetro 0sseo, a estratégia adotada, apés a ANOVA, foi
de comparar médias pelo procedimento de Tukey (a 5%) ou com ajustamento
do valor p por Tukey-Kramer, quando os dados eram desbalanceados,
procedendo-se as compara¢bes marginais, quando a interacdo era nhao
significativa (valor p > 5%). Todas essas analises foram implementadas no
sistema SAS (Statistical Analysis System, SAS Institute Inc., Cary, NC, USA),

verséo 9.2, licenciada para a UFV 2011.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante o periodo experimental, antes de completar 45 dias de
hiperglicemia, trés animais do grupo CE morreram e antes de concluir o

periodo experimental total, mais um animal desse grupo morreu.

5.1. Peso corporal e glicemia

Os dados de ganho de peso dos animais, em diferentes grupos, aos 45
dias ap0s a inducdo do diabetes e ao final de oito semanas de exercicio, estdo
apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Peso corporal dos animais durante o periodo experimental

GI’UpOS n. Pesp aos .n .PESO
(45 dias) 45 dias (g) (final) final ()

BC 15 246,0 + 26,9 0 -

BD 15 71,8 + 30,8° 0 -

CS 10 2771+ 25,1 10 361,1 + 18,7
CE 7 261,4 + 31,7 6 320,7 + 24,0
DS 10 86,3 + 27,8" 10 106,5 + 18,6"
DE 10 101,1 + 34,1% 10 107,2 + 16,3

Os dados estdo expressos em média + DP(desvio padrdo). n = nimero de animais.
(BC) Baseline de controle; (BD) Baseline diabético; (CS) controle sedentério; (CE)
controle exercitado; (DS) diabético sedentario; (DE) diabético exercitado; (*) diferente
de BC na mesma coluna (p<0,05); (°) diferente de CS; e () CE na mesma coluna
(p<0,05).

Os animais dos grupos diabéticos apresentaram ganho de peso inferior
aos dos nédo diabéticos, tanto aos 45 dias quanto ao final do experimento.
Apesar de as massas de tecidos muscular e adiposo nao terem sido
mensuradas neste estudo, sabe-se que a presenca da insulina em um
individuo sem diabetes promove a sintese de lipidios e inibe a sua degradacéo.
(KAHN et al., 2009). No musculo, a insulina ativa a captagdo dos aminoacidos
pelas células, assim como promove 0s processos de sintese proteica como
transducdo dos mRNA e sintese dos fatores de iniciacdo e elongacao. Além
disso, a insulina estimula o acumulo de glicogénio no figado e no tecido
muscular com o aumento do transporte de glicose (AIRES, 2008). Durante o

exercicio, a deformacdo mecanica dos 0ssos, pelas contracbées musculares,
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associada as forcas de tensdo, compressdo e cisalhamento, é capaz de
provocar alteracdes na estrutura 6ssea (AIRES, 2008; TUREK, 1991). Essas
acbes mecéanicas geram diferencas no potencial elétrico dos ossos, que agem
como campo elétrico (efeito piezoelétrico), estimulador da atividade celular,
levando a deposi¢do de minerais nos pontos de estresse (CADORE et al.,2005)

O menor peso corporal final bem como o menor tamanho do fémur em
animais diabéticos, apresenta que esses animais tiveram 0 crescimento
prejudicado. Sabe-se que a insulina é importante horménio anabdlico e sua
deficiéncia pode afetar ainda a quantidade de outros horménios, como
hormoénio de crescimento (GH), o que pode inibir o crescimento de animais com
diabetes (GOMES et al. 2009).

Menon et al. (1994) verificaram que animais com DM tipo 1, induzido
por STZ, apresentaram anormalidades na secrecdo de GH e na regulacao
tecido especifica de receptores para esse horménio. Esses autores mostraram
que, na presenca desse tipo de diabetes, os niveis de receptores de GH e de
RNAmM, para proteina carreadora de GH, estavam reduzidos no coracdo e
figado e aumentados no rim. Em vista desses resultados, sugeriram que a
reducdo dos receptores de GH no tecido hepético, por exemplo, pode explicar
a resisténcia celular a GH, em termos de geracdo de IGF-1 e consequente

reducado do crescimento linear.
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Na Tabela 3 sédo apresentados os dados referentes a glicemia dos

animais, durante o mesmo periodo experimental.

Tabela 3. Glicemia de jejum dos animais ao inicio do experimento, aos 45 dias
e ao final do periodo experimental.

Grupos n Glicemia inicial 4n5 Gligemia aos 45 n Glicemia final
inicial (mg/dL) dias dias (mg/dL) final (mg/dL)
BC 15 84,73+ 2,73 15 82,73 £ 16,17 - -
BD 15 94,46 + 4,27 15 536,26 + 2,37 2 - -
CS 10 82,60 + 4,24 10 79,20 + 1,93 10 79,70 + 19,24
CE 10 78,57 + 5,08 7 75,57 + 3,37 6 80,17 + 24,83

DS 10 88,90 + 3,45 10 504,80+ 1522° 10 480,40 +19,24°"

DE 10 93,00 * 3,10 10 514,60 + 20,64° 10 506,90 + 19,24

Os dados estédo expressos em média + DP. n = nUmero de animais. (BC) Baseline de
controle; (BD) Baseline diabético; (CS) controle sedentario; (CE) controle exercitado;
(DS) diabético sedentario; (DE) diabético exercitado; (*) diferente de BC na mesma
coluna (p<0,05); (°) diferente de CS; e (°) CE na mesma coluna (p<0,05).

A glicemia dos animais ndo apresentou diferenca estatistica entre os
grupos no inicio do experimento. Entretanto, 45 dias ap6s a inducdo do
diabetes, os grupos de animais diabéticos apresentaram hiperglicemia,
configurando-se a instalacéo do diabetes induzido pela STZ. Do mesmo modo,
ao final do experimento, a hiperglicemia ainda estava presente. Esstes dados
indicam que a STZ foi eficiente em destruir células beta pancreaticas e, induzir
a hiperglicemia (KONRAD et al., 2001; AKBARZADEH et. al., 2007). Reddy et
al. (2001) trabalhando com ratos Sprague-Dawley com dez semanas,
encontraram resultados semelhantes com os deste estudo. No entanto,
resultados desta pesquisa ndo demonstraram alteracdo na glicemia dos
animais diabéticos quando comparados ao de controle, apds o protocolo de
natacao realizado ao final do periodo experimental. Porém, Souza et al. (2005)
utilizando ratos Wistar com cerca de 60 dias de idade verificaram que o0s
animais diabéticos treinados (60 min/cinco dias com sobrecarga de 5% do peso
corporal) apresentaram glicemia inferior aos diabéticos sedentarios. Segundo
0S autores, isso pode ter ocorrido em razdo do aumento da sensibilidade a
insulina das células musculares e adiposas, em individuos treinados. Essa

sensibilidade relaciona-se ao aumento no nuamero de transportadores de
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glicose insulino-sensiveis (GLUT 4). Além disso, sabe-se que, em situacdes em
que a producdo de insulina encontra-se diminuida, ocorre aumento da
regulacéo dos receptores, um dos fatores que explica a maior sensibilidade a

esse hormonio.

5.2. Propriedades estruturais do fémur.

5.2.1. Peso e comprimento do fémur dos animais dos grupos
experimentais.

O grupo BD apresentou peso do fémur significativamente menor (39%)
que o BC (Figura 5A). Indicando que aos 45 dias havia prejuizo do
desenvolvimento 6sseo, em razdo do diabetes. Ao final do experimento, 0s
valores dos animais do grupo DS foram significativamente menores (39%) que
os encontrados no CS. O grupo CE apresentou valores maiores (45%) que 0s
encontrados no DE. O programa de exercicio aplicado, entretanto, ndo afetou o
peso do fémur nos animais diabéticos e nos de controles (CS = CE e DS = DE,
Figura 5A).
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Figura 5 - Peso (A) e comprimento (B) do fémur dos animais dos grupos
experimentais. Os dados estdo expressos em média = DP. (BC) Baseline controle;
(BD) Baseline diabético; (CS) controle sedentéario; (CE) controle exercitado; (DS)
diabético sedentério; (DE) diabético exercitado; (%) diferente de BC (p<0,05); (°)
diferente de CS; e (°) diferente de CE (p<0,05).

Uma possivel justificativa para esse peso reduzido do fémur dos animais
diabéticos (DS e DE) é a deficiéncia de insulina, pois acredita-se que essa
estimula a sintese nucleotidea pelos osteoblastos, além de promover o
acumulo intracelular de aminoacidos em o0ssos. Fatores de crescimento
semelhantes a insulina promovem a sintese do colageno 6sseo e aumentam a
deposicao de calcio no esqueleto, ou seja, se houver reducdo dos niveis de
insulina, a sintese da matriz 0ssea fica inadequada, impedindo a calcificacao
adequada do osso (BILEZIKIAN et al 2008).

Apesar de o exercicio provocar aumento da tensdo mecanica, que ativa
0S mecanismos piezoelétricos dos cristais de hidroxiapatita dos ossos (SOUZA
et al., 2005), e promover estimulos endocrinos, que contribuem para as

adaptacdes esqueléticas (MAIMOUN; SULTAN, 2010), o programa de natacdo
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aplicado ndo afetou esse parametro 6sseo nos ratos diabéticos, possivelmente
por causa da deficiéncia de insulina nesses animais

O grupo BD evidenciou comprimento do fémur significativamente menor
(16%) que o BC (Figura 5B), o que indica que aos 45 dias havia prejuizo do
desenvolvimento 0sseo, em razdo do diabetes. Ao final do experimento, os
valores dos animais do grupo DS foram significativamente menores (18%) que
0s encontrados no CS. O comprimento do fémur dos animais DE apresentou
valores menores (19%), em comparagao aos seus pares CE. O programa de
exercicio aplicado, entretanto, ndo afetou o comprimento do fémur dos animais
diabéticos e dos controles (CS=CE e DS=DE, Figura 5B).

Nos animais diabéticos, o menor comprimento do fémur pode ser
consequéncia da insulinopenia, causada pelo DM tipo 1, uma vez que a
insulina também possui acdo sobre o crescimento epifiseal (GOMES et al,
2009). Souza et al. (2005) verificaram alteracBes nas placas epifisarias da tibia
de ratos Wistar diabéticos, com cerca de 60 dias de idade e sacrificados aos
10, 20 e 30 dias de treinamento. Tais amostras demonstraram evidentes
degeneracfes nos condrocitos dos animais com diabetes experimental o que
aumenta a possibilidade do ndo crescimento 6sseo uma vez que havendo um
dano no molde precursor do 0sso, toda a estrutura final sera prejudicada. Além
disso, Silva et al. (2009) demonstraram que ratos Sprague-Dawley, com 12
semanas de diabetes, apresentaram reducdo na espessura da placa epifiséaria,

0 que pode afetar o crescimento ésseo.

5.2.2. Area, contetdo mineral e densidade mineral do fémur

Os dados da area estdo apresentados na Figura 6A. A area do grupo
BD foi significativamente menor (20%) que a do BC, indicando que o
crescimento dos animais foi prejudicado, em virtude do diabetes, aos 45 dias.
Os animais do grupo CS demonstraram area significativamente maior (12%)
que a do grupo BC, o que evidenciou que o crescimento desses se apresentou
normal ao final do experimento. O grupo DS revelou valores significativamente
menores (26%) que os CS, determinando um prejuizo causado pelo diabetes
ao grupo DS, também ao final do experimento. Os animais do grupo DE

apresentou valores menores (29%) que os encontrados no grupo CE. O
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programa de exercicio aplicado, entretanto, ndo afetou a area do fémur nos
animais diabéticos e nos de controles (CS = CE e DS = DE, Figura 6A).

A reducdo da area do fémur dos ratos diabéticos ocorreu,
possivelmente, pela deficiéncia de insulina nesses animais, pois a insuficiéncia
desse horménio é capaz de provocar evidentes degeneracdes nos condrécitos
encontrados na placa epifisaria dos animais com diabetes experimental,
prejudicando o0 seu crescimento, uma vez que a area 0ssea depende do
comprimento do osso (SOUZA et al. 2005).

Os animais do grupo BD apresentaram valores de CMO
significativamente menores (55%), em relacdo aos do BC (Figura 6B), pois, 0
diabetes aos 45 dias ja havia comprometido o CMO dos animais desse grupo.
O grupo CS apresentou CMO significativamente maior (20%) que o do BC, o
que indica que os animais, ao final do experimento, identificaram maior
deposicao mineral que aos 45 dias, mostrando possivel relacao da idade com o
CMO. Os animais de CE foram significativamente maiores (14%) que os de CS,
determinando o efeito benéfico da atividade fisica em aumentar a deposicdo
mineral nos grupos que foram submetidos ao protocolo de natacdo. Os dados
do grupo DS foram significativamente menores (58%), quando comparados aos
do CS, o que prenuncia que, assim como ocorreu aos 45 dias com 0s animais
comprometidos pelo diabetes, ao final do experimento, esses ainda expuseram
menores valores de CMO que os do grupo de controle. Os resultados
encontrados do grupo DE foram menores (64%), quando comparados aos do
CE,indicando que o exercicio, sem a secre¢cdo normal de insulina, ndo foi
capaz de aumentar o CMO dos animais com diabetes. O programa de exercicio
aplicado, entretanto, ndo afetou o CMO do fémur nos ratos diabéticos (DS =
DE, Figura 6B).

Os dados da DMO estédo evidenciados na Figura 6C. Os animais do
grupo BD apresentaram valores significativamente menores (45%) que os do
BC, o que indica que aos 45 dias havia prejuizo na DMO, provocado pelo
diabetes, nesse grupo de animais. Do mesmo modo, aconteceu ao final do
experimento, uma vez que a DMO do grupo DS foi significativamente menor
(44%) quando comparada a do CS.

A DMO do grupo CE foi significativamente maior (10%), em relagéo ao
grupo CS, evidenciando que o programa de natacao foi eficiente em aumentar

a DMO do fémur dos animais desse grupo. Todavia, os ratos do DE
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apresentaram valores significativamente menores (49%) que os do CE e néo
diferentes do DS.
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Figura 6 - Area (A); contetdo mineral 6sseo (CMO) (B); e densidade mineral dssea
(DMO) (C) do fémur dos animais dos grupos experimentais. Os dados estdo expressos
em média + DP. (BC) Baseline de controle; (BD) Baseline diabético; (CS) controle
sedentario; (CE) controle exercitado; (DS) diabético sedentario; (DE) diabético
exercitado; (%) diferente de BC (p<0,05); (°) diferente de CS; e () diferente de CE
(p<0,05).

A deposicdo de CMO esta diretamente ligada a processos das células
osteoblasticas. A deficiéncia de insulina no DM tipo 1 pode interferir na

formacdo de novo o0sso, possivelmente em razdo do mau funcionamento de
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osteoblastos (MIAZGOWSKI et al., 2007). Os mecanismos celular e molecular,
subjacentes a perda de massa 0ssea por deficiéncia de sinalizacdo de insulina
e IGF-1, ainda n&o foiram completamente esclarecidos. Entretanto, a
deficiéncia no substrato do receptor de insulina (IRS-1) de osteoblastos dificulta
a proliferacdo e diferenciacdo desses, bem como o0 apoio da
osteoclastogénese, resultando em osteopenia; sendo assim, IRS-1
osteoblastica desempenha importante papel na manutencdo 6ssea, ndo so
porque € essencial para a sinalizacdo de IGF-1 e insulina, mas também porque
pode estar envolvida na transducdo de sinal para outros fatores. Entre outras
funcbes, o IGF-1 aumenta a producdo de colageno, que sera incorporado a
matriz 0ssea; pode regular a funcado osteoblastica, durante reabsorcédo do
osteoclasto, e a reabsorcdo 0ssea, por meio de efeitos diretos e indiretos na
diferenciacéo e acéo de osteoclasto (OGATA et al., 2000).

Além de todos esses fatores, também podem vir a auxiliar no processo
de reducdo da CMO: o aumento da excrecao de célcio pela urina, juntamente
com diminuicdo na absorcédo de calcio intestinal, levando a deficiéncia crbénica
de célcio; os efeitos no longo da vida da hiperglicemia crénica sobre a fungéo
dos osteoblastos; os efeitos negativos do acumulo produtos finais glicagdo na
formacao 6Ossea; a insulinopenia; e o diabetes induzido por desregulacdo do
eixo GH-IGF (THRAILKILL, et al., 2005).

O exercicio fisico tem efeitos osteogénicos sobre o sistema esquelético.
As forcas mecénicas induzidas a esse sistema pela sustentacdo do peso
corporal e pela pratica da atividade fisica podem exercer influéncia anabdlica
sobre esse, ativando mecanismos piezoelétricos dos cristais de hidroxiapatita
dos ossos em situagdes normais (SOUZA et al., 2005). Esses efeitos podem
ser percebidos nos grupos de controle; em contrapartida, ndo se identifica nos
de diabéticos. Acredita-se que a presenca de insulina estimula a sintese
nucleotidea pelos osteoblastos, além de promover o acumulo intracelular de
aminoacidos em o0ssos. Fatores de crescimento semelhantes a insulina
promovem a sintese do colageno 6sseo e aumentam a deposicéo de calcio no
esqueleto, ou seja, se houver reducdo dos niveis de insulina, a sintese da
matriz 0ssea é inadequada, impedindo a calcificacdo adequada do 0sso
(BILEZIKIAN et al., 2008), justificando a falta de evidéncia do aumento da CMO

nos animais diabéticos exercitados. A atividade fisica, sem a presenca da
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insulina, ndo é capaz de manter ou aumentar o CMO de 0ss0S nos animais

diabéticos.

5.3. Propriedades mecanicas do fémur

5.3.1. Propriedades mecanicas do colo do fémur

O grupo BD apresentou rigidez a flexdo na regido do colo do fémur
significativamente menor (48%), quando comparado ao BC (Figura 7A),
indicando que o diabetes aos 45 dias prejudicou a deposi¢cdo mineral desses
animais. O grupo CE evidenciou uma rigidez significativamente maior (34%)
que o CS, o que prenuncia que o protocolo de natacao utilizado afetou de
forma benéfica esse parametro. Os animais DS demonstraram valores
significativamente menores (47%) que os CS, expondo, mais uma vez, que, ao
final do experimento, o prejuizo do diabetes continuou, assim como ocorreu
aos 45 dias. O grupo DE evidenciou valores inferiores (33%) em comparagéo
com o CE, demonstrando que o diabetes interfere na acdo do exercicio sobre o

parametro analisado (Figura 7A).
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Figura 7 - Rigidez (A); Forca maxima de fratura (B); e Tenacidade (C), no colo do
fémur dos animais dos grupos experimentais. Os dados estdo expressos em média +
DP. (BC) Baseline controle; (BD) Baseline diabético; (CS) controle sedentério; (CE)
controle exercitado; (DS) diabético sedentério; (DE) diabético exercitado; (*) diferente
de BC (p<0,05); (°) diferente de CS; e (°) diferente de CE (p<0,05)

Em relacdo a forca maxima aplicada, o grupo BD apresentou valores
significativamente menores (63%), quando comparado ao BC (Figura 7B),
significando que aos 45 dias o diabetes jA comprometia a estrutura 6ssea dos
animais diabéticos. O grupo DS também evidenciou valores significativamente

inferiores (52%), quando comparado ao CS, o que indicou que ao final do
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experimento, os danos causados pelo diabetes permaneceram nesses ratos.
Os animais do grupo DE apresentaram valores inferiores (54%) quando
comparados aos do grupo CE, indicando que o exercicio ndo foi eficiente em
aumentar a forca maxima a flexdo, em uma situacéo de caréncia de insulina.

Para a tenacidade 6ssea no colo do fémur (Figura 7C), a unica diferenca
encontrada foi para o grupo BD que apresentou valores significativamente
menores (38%), quando comparados ao BC, o que evidencia que a tenacidade
Ossea desses animais estava prejudicada aos 45 dias pelo diabetes. N&o
houve diferenca estatistica entre os grupos DE e CE.

Os principais componentes do osso sdo carbonato de célcio, fosfato de
calcio, coldgeno e agua; os percentuais relativos desse material variam com a
idade e a saude do osso. Os minerais conferem ao 0sso sua rigidez e sdo 0s
determinantes primarios de sua resisténcia compressiva. O colageno é uma
proteina que atribui ao osso sua flexibilidade o que contribui para sua
resisténcia tensiva (resisténcia a tracdo) (HALL, 2005). A integridade do osso &
importante para a fratura. A menor rigidez, forca e tenacidade 6ssea aumentam
a probabilidade do risco de fraturas, que € grande problema de saude publica,
pois essas estdo associadas a morbidade, mortalidade e alto custo econémico
(GALVAO; CASTRO, 2010).

A regido mineralizada do osso controla a rigidez, enquanto o colageno, a
forca maxima e a tenacidade do osso. Estudos indicaram que a composicéo
relativa dos minerais e da matriz de coldgeno é deslocada pelo exercicio em
favor da regido 6ssea mais mineralizada (ISAKSSON et al., 2009). A rede de
coldgeno também pode ser afetada pela estimulagdo mecéanica, sendo
aumentada como resultado do exercicio, principalmente durante o crescimento
e maturacdo. O exercicio pode afetar o conteudo de colageno no tecido ou a
sua estabilidade molecular, mudar o ritmo de remodelacéo das suas redes e
alterar a producdo de coldgeno; consequentemente, as propriedades
mecanicas do 0sso (ISAKSSON et al., 2009).

Neste estudo, a rigidez, forca maxima e tenacidade dos animais de
controles nao diabéticos foram positivamente afetadas pelo programa de
natagdo. Entretanto, nos animais diabéticos, o exercicio ndo produziu os
mesmos efeitos. Uma possivel justificativa para esse fato é a deficiéncia de
insulina nesses animais, pois esse hormoénio participa da deposicdo mineral,

que resulta em uma melhor salude Ossea. A participacdo da insulina no
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metabolismo 0sseo ja foi descrita na literatura e sabe-se que os osteoblastos
contém receptores para essa e sua acao no crescimento somatico ocorre via
alteracdes na expressdo genética e biossintese protéica, que culminam da
transducédo dos sinais iniciados na membrana celular (PRICE et al.,1994 apud
SOUZA et al., 2005). A deficiéncia de insulina prejudica a acao osteoblastica, o
que resulta em reducdo na deposicdo mineral, alterando o CMO e,

consequentemente, a rigidez.

5.3.2. Ensaio mecéanico da diafise do fémur

A rigidez a flexdo na diéfise do fémur néo foi diferente entre os grupos BC e
BD; entretanto, nos animais CS foi maior (57%) que nos BC (Figura 8A);
indicando que o tempo afeta a deposicdo mineral 6ssea para individuos
normais. O grupo DS apresentou rigidez menor (49%) em relacdo ao CS, o que
evidenciou que, ao final do experimento, o DM causou prejuizo a deposi¢ao
mineral éssea nesses ratos. Os resultados encontrados nos animais do grupo
DE foram menores (58%) que os encontrados nos do CE, expondo a
ineficiéncia do exercicio, quando h& caréncia de insulina. Todavia, o programa
de natacdo nao alterou esse parametro nos animais de controles ou diabéticos.

A forca maxima até a fratura na diafise do fémur foi menor (47%) no grupo
BD que no BC (Figura 8B); em 45 dias de hiperglicemia, a forca 6ssea a fratura
desses animais estava prejudicada. O grupo CS apresentou valores maiores
(18%) que o grupo BC, o que indica que os animais de controle, ao final do
experimento, tiveram maior deposicédo de minerais, em razao da idade. A forga
de fratura do grupo DS foi menor (55%) que a do CS, demonstrando que ao
final do experimento, o diabetes comprometeu a deposicdo mineral nesses
animais, como ocorreu com 0 grupo diabético, aos 45 dias de experimento
(Figura 8B). Os animais do grupo DE apresentaram valores inferiores (60%),
quando comparados aos do grupo CE, indicando que o exercicio ndo é
eficiente quando ha deficiéncia de insulina. Porém, o programa de natacao néo
alterou esse parametro nos animais de controles ou diabéticos.

Para a tenacidade da diafise do fémur, o grupo BD apresentou valores
menores (56%) que o BC (Figura 8C), corroborando que aos 45 dias ja havia
prejuizo 0sseo causado pelo diabetes experimental. Os animais do grupo DS

apresentaram valores (63%) que os do grupo CS, evidenciando que, ao final do
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experimento, o prejuizo identificado aos 45 dias nos grupos comprometidos
pelo diabetes ainda permanecia (Figura 8C). O grupo DE demonstrou valores
inferiores (51%), quando comparados ao CE, indicando que o diabetes interfere
na acao positiva do exercicio no 0sso. Entretanto, o programa de natacdo nao

alterou este parametro nos animais de controles ou diabéticos.
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Figura 8 - Rigidez (A); forca maxima (B) e tenacidade (C) na diafise do fémur dos
animais dos grupos experimentais. Os dados estdo expressos em média + DP. (BC)
Baseline controle; (BD) Baseline diabético; (CS) controle sedentéario; (CE) controle
exercitado; (DS) diabético sedentéario; (DE) diabético exercitado; (%) diferente de BC
(p<0,05); (°) diferente de CS; e (°) diferente de CE (p<0,05).
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Os dados da diafise do fémur apresentaram comportamento similar aos do
colo do fémur, observando-se maior fragilidade Ossea para 0S grupos
comprometidos pelo diabetes. Porém, os efeitos do programa de natacdo nos
animais de controles ndo foram neste estudo.

A insulina tem participacdo no metabolismo 0sseo, uma vez que, 0S
osteoblastos contém receptores para esse horménio. A sua agao no
crescimento somatico, esta ligada as alteracbes na expressao genética e
sintese de proteinas que ocorrem em razédo, da transducédo de sinais que se
iniciam na membrana celular (PRICE et al.,1994 apud SOUZA et al., 2005). A
insulina pode atuar como horménio do crescimento, estimulando a sintese de
coldgeno e a multiplicagcdo dos osteoblastos (CANALIS et al.,, 1980 apud
SOUZA et al., 2005). Sendo assim, a deficiéncia de insulina comprometeu a
saude oOssea dos animais diabéticos diminuindo a capacidade do osso em
resistir & fratura.

Outros estudos demonstraram que a carga maxima suportada até a fratura
no fémur de ratos Sprague-Dawley diabéticos, com dez semanas de idade, foi
menor que a de seus respectivos controle (REDDY et al., 2001; ERDAL et al.,
2010), por causa das mudancas metabdlicas causadas pelo distarbio da
insulina e IGF-1. Erdal et al. (2010), trabalhando com ratos Wistar machos
albinos, com doze semanas de idade, afirmaram que ocorreu também
alteracdo no metabolismo da rede de colageno dos animais diabéticos.

O aumento da rigidez do grupo CS, em relacdo ao grupo BC, pode ser
explicado pelo proprio crescimento dos animais, este crescimento associado ao
ganho de peso, durante esse periodo, pode ter influéncia sobre os resultados

encontrados.

5.4. Histomorfometria do fémur.

Na Figura 9, sdo apresentadas fotomicrografias representativas do colo

do fémur dos animais dos grupos experimentais.
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Figura 9 - fotomicrografias da regido do colo do fémur de animais dos grupos
experimentais. Baseline de Controle (BC); Baseline Diabético (BD); Controle
Sedentério (CS); Controle Exercitado (CE); Diabético Sedentario (DS) e Diabético
Exercitado (DE). Trabéculas Osseas (setas verdes), medula éssea (setas azuis).
Hematoxilina e Eosina (HE) 200x Barra 100 um.

As trabéculas evidenciaram-se mais delgadas nos grupos BD, DS e DE,
quando comparadas as do BC, CS e CE, respectivamente. Esse resultado
indica reabsorcdo aumentada e deposicdo diminuida por efeito do diabetes
experimental. Também ficou evidente que o desequilibrio entre a formacao e a
reabsor¢cdo induz a redugdo na espessura trabecular e maior porosidade,

caracterizada por espacos em branco entre o tecido 6sseo e a medula.
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Na Figura 10, estdo apresentados os dados meédios do volume trabecular
0sseo (VTO) dos grupos experimentais. Os animais do grupo BD evidenciaram
valores menores (38%), quando comparado ao BC (Figura 10), significando
que aos 45 dias, o diabetes prejudicou a estrutura 6ssea desses animais. O
grupo CS apresentou VTO menor (26%) que o BC, indicando que o tempo é
fator relevante para a saude do tecido esponjoso. No grupo CE os valores de
VTO foram maiores (23%) que os encontrados em CS, expondo que o
programa de natacdo afetou positivamente as trabéculas Osseas com
deposicdo mineral nessa regido. Para os animais do grupo DS os valores de
VTO foram menores (27%) que os dos CS, o que demonstra que o diabetes
comprometeu a estrutura Ossea ao final do experimento (Figura 10). Os
animais do grupo DE apresentaram valores de VTO inferiores (41%), quando
comparados aos dos CE, indicando que a deficiéncia de insulina influéncia na
acdo do exercicio sobre o 0sso. Todavia, o programa de exercicio nao
influenciou o VTO dos animais diabéticos.
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Figura 10 - Volume trabecular ésseo (VTO) da epifise do fémur dos animais dos
grupos experimentais. Os dados estdo expressos em média + DP. (BC) Baseline
controle; (BD) Baseline diabético; (CS) controle sedentério; (CE) controle exercitado;
(DS) diabético sedentério; (DE) diabético exercitado; (°) diferente de BC (p<0,05); (°)
diferente de CS; e (°) diferente de CE (p<0,05).

Esses efeitos foram causados pela deficiéncia de insulina do DM tipo 1.
Esse hormdnio é necessario para a salude 6ssea, uma vez que 0s osteoblastos
contém em sua membrana receptores para insulina (OGATA et al., 2000). A

insulina age nos receptores contidos nos osteoblastos e esses realizam o
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processo de deposicdo mineral importante para a manutencdo Ossea
(YAMAGUCHI et al., 2005).

A remodelagdo ocorre tanto no osso cortical como no trabecular; porém, é
mais intensa no trabecular, em razdo da disposicdo e funcdo de trabéculas
O0sseas. Em situacfes fisiologicas, a reabsorcdo e a formacédo sao fenémenos
acoplados e dependentes; e o predominio de um sobre o outro pode resultar
em ganho ou perda de massa 0ssea (SARAIVA; LAZARETTI-CASTRO, 2002).

A perda de osso trabecular, por causa do diabetes, foi observada em
outros estudos com ratos machos Wistar com cerca de 60 dias de idade, e
camundongos machos BDA/2J (SILVA et al., 2009; NYMAN et al., 2011). Nos
camundongos machos BDA/2J, além da diminuicdo do volume trabecular,
houve diminuicdo do numero de trabéculas causando, assim, fragilidade 0ssea
significativa (NYMAN et al., 2011).

Estudos relataram alteracbes na geometria do osso de animais treinados
com natagdo, como maior aposicao periosteal, crescimento longitudinal do
0sso, aumento do conteudo mineral 6sseo e forca éssea, refletindo em uma
distribuicdo mais favoravel do tecido ésseo, capaz de fortalecer essa estrutura
(HART et al., 2001). A contragdo muscular atua direta ou indiretamente sobre
0s 0sso0s, produzindo estimulo osteogénico. Mais de 70% da tensdo sofrida
pelo osso sdo transmitidas pela forca muscular e ndo pelo peso corporal
(IWAMOTO et al., 1999). Bourrin et al. (1992) mostraram que o exercicio de
natacdo reduziu a reabsorcdo e a superficie osteoide, sugerindo uma
diminuicao do turnover ésseo.

A presenca da insulina no metabolismo 6sseo j& foi descrita na literatura;
consequentemente, 0s osteoblastos possuem receptores para essa
participacéo. A acéo das células osteoblasticas no crescimento somatico ocorre
pelas alteracdes na expressao génica e pela biossintese proteica, resultante da
transducéo dos sinais iniciados na membrana (PRICE et al., 1994 apud SOUZA
et al., 2005). Além de outras agdes, evidencia-se que a insulina participa como
horménio do crescimento, estimulando a sintese de colageno e a multiplicacao
dos osteoblastos (CANALIS et al.,1980 apud SOUZA et al.,, 2005). Os
resultados encontrados neste estudo demonstraram que o diabetes mellitus
experimental comprometeu a salde 6ssea dos animais, diminuindo o volume
de 0sso esponjoso, por esse ser mais sensivel as alteragcbes metabdlicas,

guando comparado ao 0sso cortical.
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Para a espessura cortical, o grupo BD apresentou valores menores (51%)
que o BC (Figura 11), indicando que, aos 45 dias, havia prejuizo 6sseo
causado pelo diabetes mellitus. Os animais do grupo CS demonstraram valores
maiores (14%) que do BC, o que indica que a espessura cortical pode ter sido
influenciada pela idade e, bem como pelo aumento de peso desses em virtude
do crescimento ao final do experimento. A espessura cortical do grupo DS foi
menor (46%), quando comparado ao CS, evidenciando que os efeitos do
diabetes permaneceram ao final do experimento. Os resultados apresentados
pelos animais do grupo DE foram menores (57%) quando comparados com 0s
do grupo CE, demonstrando que a deficiéncia em insulina interfere na agcéo do
exercicio sobre o osso. Entretanto, o programa de natacdo ndo alterou esse

parametro nos animais de controles ou diabéticos.
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Figura 11 - Espessura cortical do fémur dos animais dos grupos experimentais.. Os
dados estdo expressos em média + DP. (BC) Baseline controle; (BD) Baseline
diabético; (CS) controle sedentario; (CE) controle exercitado; (DS) diabético
sedentario; (DE) diabético exercitado; (%) diferente de BC (p<0,05); (°) diferente de CS;
e (%) diferente de CE (p<0,05).

O osso cortical mais delgado nos animais diabéticos pode ser resultado da
excessiva reabsorcdo Ossea, sem a correspondente formacdo. Segundo
Palmer (1993) e Doige e Weisbrode (1998), a reabsorcdo endosteal pode
afetar o alargamento da cavidade medular. Essa diminuigcdo do osso cortical
nos animais diabéticos demonstra o efeito da deficiéncia de insulina no

metabolismo 6sseo desses animais.

44



Verifica-se que o exercicio fisico, quando ha a deficiéncia de insulina, ndo é
capaz de manter ou aumentar a deposi¢cédo 6ssea. Esse horménio é importante,
pois, além de outras ac¢des, atua como hormonio do crescimento, estimulando
a sintese de colageno e a multiplicacdo dos osteoblastos (CANALIS et al.,1980
apud SOUZA et al., 2005). A auséncia da insulina inevitavelmente ira contribuir
para uma degradacdo Ossea, em virtude do mau funcionamento dos
osteoblastos e da possivel alteracdo na rede de colageno.

Resultados similares aos deste estudo foram observados em camundongos
DBA/2J diabéticos, com onze semanas de idade. O estudo apresentou que dez
semanas de diabetes foi o suficiente para causar uma reducdo na area cortical
da diéfise do fémur desses animais (NYMAN et al., 2011). Silva et al. (2009)
também demonstraram que ratos Sprague-Dawley diabéticos, com 11-12
semanas de idade, apdés o periodo experimental apresentaram menor area
cortical em relagdo aos de controles. Essa diminuicdo de osso cortical foi
causada por uma interrupcdo prematura do crescimento ésseo, evidenciado
por um platd na &rea cortical nas quatro e oito semanas apos a inducdo do
diabetes; enquanto os ratos normais continuaram a adicionar 0sso cortical,

durante todo o periodo do estudo, 12 semanas.
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6 CONCLUSOES

O protocolo de exercicio utilizado ndo foi capaz de aumentar a
densidade mineral 6ssea; o conteudo mineral 6sseo; a resisténcia 0ssea; a
tenacidade e a rigidez, tanto no colo quanto na diéfise; e quanto a
histomorfometria, os parametros analisados, do fémur de animais com diabetes

mellitus experimental.
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