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RESUMO

A Diabetes Mellitus (DM) € uma doenca metabdlica crénica, caracterizada pela
deficiéncia na secrecdo ou acdo da insulina, levando a uma série de
modificacdes fisioldgicas, que determinam alteracdes do funcionamento normal
de diversos oOrgdos e tecidos, dentre os quais, o tecido 6sseo é afetado,
levando a fragilidade oOssea. Neste contexto, alguns tratamentos tém
demonstrado melhorar o metabolismo 6sseo. O Exercicio Resistido (ER) é
recomendado para individuos diabéticos e dentre seus efeitos benéficos
promove o aumento da densidade mineral 0ssea. A terapia laser de baixa
intensidade (LLLT) é capaz de estimular a atividade dos osteoblastos, e
aumentar as propriedades biomecénicas 6sseas. No entanto, seus efeitos
sobre o metabolismo 6sseo de animais diabéticos ndo estdo completamente
esclarecidos, bem como sua agéo associado ao ER. Diante disso, este estudo
teve o objetivo de investigar os efeitos de um protocolo de exercicios resistidos
e da LLLT, aplicados individualmente ou em associacdo no metabolismo 6sseo
de ratos diabéticos. Cinquenta ratos Wistar machos foram distribuidos
aleatoriamente em 5 grupos experimentais (N=10 cada grupo): Grupo Controle
nado diabético (GC), grupo controle diabético (GD), grupo Irradiado com Laser
diabético (GL), grupo treinado diabético (GT) e grupo treinado e laser diabético
(GTL). No primeiro estudo foram avaliados os efeitos da LLLT no o0sso
diabético em 3 grupos: GC, GD e GL. O GL foi submetido a irradiacdo laser
Ga-Al-As, 808 nm, 100 mW, 3,57W/cm?, 0,028cm?, 120J/cm?, 33s, durante 18
sessOes, em dias alternados, por 6 semanas. Como resultados o GL mostrou
aumento da area cortical e imunoexpressdao de RUNX-2 aumentada em
comparacao o GD. Além disso, a LLLT produziu um aumento significativo na
forca de fratura, densidade e conteddo mineral 6sseo (DMO e CMO), em
comparacao com GD. Portanto a LLLT estimulou a formacgéo 6ssea, reduzindo
a osteopenia dos animais. O segundo estudo avaliou os efeitos da LLLT
associado ao ER em animais diabéticos, a partir de 4 grupos: GC, GD, GT e
GTL. O ER consistiu em escaladas, com carga atrelada a cauda dos animais,
e estas cargas foram aumentadas semanalmente ao longo das sessbes de
treinamento, no GTL ao final de cada sessdo de ER os animais foram
irradiados com laser Ga-Al-As. Realizados durante 6 semanas, 3 vezes por
semana, totalizando 18 sessdes. O GT e GTL mostraram aumento da area
cortical, DMO e propriedades biomecanicas. O CMO, a forca de fratura e
rigidez foram maiores no grupo GTL em relacdo ao GT. Ainda, a andlise
imunohistoquimica revelou que GT e GTL apresentaram imunoexpressado de
RUNX-2, aumentada em relacdo a GD. Ja a imunoexpressdo de RANK-L foi
moderada no GD e fraca nos demais grupos experimentais. Como concluséo, o
exercicio resistido promoveu ativacdo osteoblastica, com o aumento nas
propriedades biomecéanicas e na densidade mineral 0ssea. A associacao de
exercicios fisicos e LLLT, promoveu efeito adicional ao potencial osteogénico
do ER realizado isoladamente. Consequentemente, estes dados evidenciam o
potencial do exercicio fisico no tratamento da perda 6ssea devido a DM. Outros
estudos devem ser realizados para fornecer informacdes adicionais sobre os
efeitos da LLLT como terapia coadjuvante ao exercicio resistido.

Palavras-chave: diabetes mellitus, tecido 6sseo, exercicio resistido, terapia
laser de baixa intensidade.



ABSTRACT

The DM is a chronic metabolic disorder characterized by a deficiency in the
secretion or action of insulin, leading to a series of physiological changes that
determine changes in normal operation of various organs and tissues, among
which bone tissue is affected, leading to bone fragility. In this context, several
treatments have been shown to accelerate bone metabolism. The Resistance
Exercise (ER) is highly recommended for diabetics and among its beneficial
effects promotes increased bone mineral density. The low-level laser therapy
(LLLT) is able to stimulate the activity of osteoblasts, as well as increase the
biomechanical properties of bone. However, its effects on bone metabolism in
diabetic animals are not completely understood, and its action associated with
the ER. Therefore, this study aimed to investigate the action of a protocol and
resistance exercises LLLT applied individually or in combination on bone
metabolism in diabetic rats. Fifty male Wistar rats were randomly divided into 5
experimental groups (N = 10): non-diabetic control group (CG), diabetic control
(GD), diabetic group irradiated with laser (GL), trained diabetic group (TG) and
trained group laser and diabetic (GTL). In the first study we evaluated the
effects of LLLT on bone diabetic in three groups: GC, GD and GL. The GL was
subjected to laser irradiation Ga-Al-As, 808 nm, 100 mW, 3.57 W/cm2, 0.028
cm2, 120J/cm2, 33s, for 18 sessions, on alternate days for 6 weeks. As the GL
results showed increased cortical area and RUNX-2 immunoreactivity increased
compared to GD. Furthermore, LLLT produced a significant increase in the
strength of fracture, and bone mineral density (BMD and BMC), compared with
DG. Therefore LLLT stimulated bone formation, reducing osteopenia animals.
The second study evaluated the effects associated with ER LLLT in diabetic
animals from group 4: GC, GD, GT and GTL. The ER consisted of climbing,
load tied to the tail of the animal, and these loads were increased weekly
throughout the training sessions, the GTL at the end of each session ER
animals were irradiated with laser Ga-Al-As. Performed 6 weeks, 3 times per
week, totaling 18 sessions. The GT and GTL showed increased cortical area,
BMD and biomechanical properties. The BMC, fracture strength and stiffness
were higher in GTL over the GT. Furthermore, immunohistochemical analysis
showed that GT and GTL immunoassayed for RUNX-2 increased relative to
GD. Already RANK-L immunoreactivity was moderated at GD and week on the
others experimental groups. In conclusion, resistance exercise promoted
osteoblast activation, with the increase in the biomechanical properties and
BMD. The combination of exercise and LLLT, promoted the osteogenic potential
additional effect of ER performed alone. Consequently, these data highlight the
potential of exercise in the treatment of bone loss due to DM. Further studies
should be conducted to provide additional information on the effects of LLLT as
adjuvant therapy resistance exercise.

Keywords: diabetes mellitus, bone tissue, resistance exercise, low intensity
laser therapy.
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APRESENTACAO DA TESE

Esta tese de doutorado foi elaborada na forma de dois estudos e
redigida em trés partes, escritas de acordo com as normas metodologicas da

Associacao Brasileira de Normas Técnicas (ABNT).

A primeira parte consiste em Contextualizacdo, Objetivo e Materiais e

Métodos, com detalhamento da metodologia utilizada.

Na segunda parte sdo apresentados dois estudos fundamentados na
primeira parte exposta acima. O primeiro estudo avaliou o efeito da LLLT no
tecido 6sseo de animais diabéticos e intitula-se “Os efeitos da terapia laser de
baixa intensidade sobre o tecido 6sseo em ratos diabéticos”. O segundo estudo
teve como objetivo avaliar os efeitos de um protocolo de exercicio fisico e a
associacao deste com a LLLT no metabolismo 6sseo de animais diabéticos e é
intitulado “Exercicio fisico resistido associado a terapia laser de baixa

intensidade estimula o metabolismo 6sseo em ratos diabéticos”.

A terceira parte consiste em Conclusdo, Consideracdes Finais,

Perspectivas Futuras, Referéncias Bibliograficas e Anexos.
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1. CONTEXTUALIZACAO: Diabetes mellitus e metabolismo 6sseo

A Diabetes Mellitus é uma doenca metabdlica crbénica, caracterizada pela deficiéncia
na secrecao ou agao da insulina, ocasionando a hiperglicemia (NAKAGAMI, 2004). A DM
pode ser classificada em diferentes tipos, no entanto, sdo dois os mais frequentemente
estudados: o tipo 1 (DM1) e o tipo 2 (DM2). O DM1 acomete principalmente individuos
menores de 20 anos e é caracterizado por insuficiéncia na secrecdo da insulina,
decorrente de uma destruicdo auto-imune das células B do péancreas (EXPERT
COMMITTEE, 2003; KRONENBERG, 2008). A DM1 é considerada dependente de
insulina, no qual o portador necessita de inje¢des de insulina periodicamente. J4 o DM2 é
ndo dependente de insulina e acomete principalmente individuos acima dos 35 anos, com
maior incidéncia em pessoas obesas. A DM2 é caracterizada pela resisténcia da acédo da
insulina, associada a uma resposta compensatéria na secrecdo deste horménio, podendo
ser controlada com dieta, exercicios fisicos e diminui¢cdo ponderal (AMD, 2009; RETZEPI e
DONOS, 2010).

De acordo com dados apresentados em 2011, pela Organiza¢cdo Mundial da Saude
(OMS), 346 milhdes de individuos no mundo eram acometidos por DM. Ainda, em recente
revisdo sistematica avaliando estudos epidemiolégicos realizados em 199 paises, houve
um aumento de 153 para 347 milhdes de pessoas com essa doencga, entre os anos de
1980 e 2008 (DANAEI et al, 2011). No Brasil, em 1980, cerca de 8% da populacdo acima
de 40 anos apresentavam essa condicdo clinica. Ja em 2005, essa porcentagem subiu
para 11% e estima-se que em 2030, 11,3 milhdes de brasileiros sejam acometidos por

essa doenca (WILD, 2004; RATHMANN e GIANI, 2004)
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Em termos gerais, a DM pode culminar em uma série de modificacdes fisioldgicas,
gue determinam alteracdes do funcionamento normal de diversos 6rgaos e tecidos (BOS e
AGYEMANG, 2013). O individuo com DM pode apresentar desidratacéo e lesfes teciduais
devido ao aumento de glicose sanguinea, aumento da utilizacdo de gorduras e acidose
metabdlica que pode levar ao coma diabético e a morte. Além disso, a DM provoca a
deplecdo de proteinas e gorduras corporais devido a exploracdo desses substratos
energéticos, assim, individuos com DM grave, nao tratados sofrem diminuicdo ponderal e
astenia (ATKINSON e EISENBARTH, 2001). De acordo com o Consenso Brasileiro sobre
Diabetes, a DM crbnica provoca alteracdes microvasculares, as quais levam a diminuicao
do aporte sanguineo aos tecidos, diminuindo a perfusdo de oxigénio e entdo ocasionando
complicagcBes crénicas como nefropatias, neuropatias, Ulceras plantares e amputacoes,
artropatia de Charcot e manifestagcbes de disfuncdo autondémica (SBD, 2006; BOS e
AGYEMANG, 2013). A DM também estd associada a doencas macrovasculares
ateroscleroticas, que afetam as artérias coronarianas, encefélicas e de extremidades

inferiores (NARAYANAN et al, 2013).

A retinopatia diabética é outra complicacdo microvascular que afeta os pacientes com
DM. Nessa afeccdo ocorrem alteracdes progressivas na microvasculatura da retina,
levando a areas de auséncia de perfusdo no tecido, aumento da permeabilidade vascular e
proliferacdo intravascular patolégica de vasos da retina. As complicacdes associadas ao
aumento da permeabilidade vascular, edema macular e neovascularizagdo n&do controlada,
sdo denominadas retinopatia diabética proliferativa (RDP), e podem resultar em perda da

visdo de forma permanente (KLEIN et al, 1998; STRATTON et al, 2000).
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Estudos mostram que ha elevacdo de duas a trés vezes no risco de doenca
aterosclerotica clinicamente evidente em pacientes com DM 2 em comparacdo aos nao
diabéticos (MEIGS et al, 2000, COCA et al, 2012). Outro trabalho, conduzido na Finlandia,
mostrou que pacientes com DM 2 sem infarto prévio do miocardio (IAM), apresentavam
maiores taxas de IAM ao longo de 7 anos em rela¢éo ao grupo nao diabético. Neste estudo
a letalidade ap6s um episodio de IAM também foi substancialmente mais elevada em

pacientes com diabetes (HAFFNER et al, 1998).

Outra complicacdo associada a DM sao as neuropatias diabéticas, sendo a forma
mais comum de neuropatia, responsaveis por mais hospitalizacdes do que todas as outras
complicacBes diabéticas combinadas. Sdo responsaveis por 50 a 75% das amputacdes
ndo trauméaticas e por fraqueza e ataxia, com aumento estimado da probabilidade de
gueda de até 15 vezes do que a populacdo ndo afetada (VINIK el at, 2003; MONTEIRO-

SOARES et al, 2011).

A ulceracdo do pé é frequentemente observada em associacdo as neuropatias
periféricas, doenca vascular periférica, calos, deformidades e altas pressdes nos pés, e
ocorre em cerca de 5 a 10% dos pacientes diabéticos (PENDSEY, 2010). Tais ulceracées
podem evoluir para infeccbes de dificil resolucdo, necrose tecidual ou até amputacao,
sendo que, mais de 80% das amputacdes sdo precedidas por Ulceras nos pés
(CAMPBELL, 2011). Um estudo realizado no Reino Unido mostrou uma incidéncia anual
de ulceracdo de aproximadamente 2%, esse percentual sobe para 7% naqueles com
neuropatia diabética conhecida, e chega a 50% naqueles com antecedentes de Ulcera

cutanea (BOULTON et al, 2006).

Além dessas complicacbes, o0 tecido 0sseo é severamente afetado pela

hiperglicemia (HERRERO et al, 1998; LU et al, 2003; GANDHI et al., 2006; DINIZ et al.,


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pendsey%20SP%5Bauth%5D
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2008; YANG et al, 2010). A atividade dos osteoblastos é afetada pela insulinopenia e pela
consequente diminuicdo da secrecdo do hormdnio paratireodiano e pelas alteracées no
metabolismo da vitamina D e na absor¢éo do calcio. Com isso, em individuos diabéticos ha
uma diminuicdo da atividade dos osteoblastos e reducéo da formacédo 6ssea (GOODMAN
e HORI, 1984; BLAKYTNY et al, 2011). Ainda, em individuos com DM, a atividade dos
osteoblastos também esta afetada devido a alteracbes na secrecdo do hormoénio de
crescimento (GH), estando este intimamente relacionado com a densidade mineral éssea.
O GH estimula a producédo de IGF-1 (fator de crescimento do tipo insulina 1), produzido no
figado e em alguns tecidos como musculo e 0sso. As concentracdes de IGF-1 no tecido
0sseo sdo controladas pela glandula paratireoide, 1,25 dihidroxivitamina D3, citocinas e
fatores de crescimento. O IGF-1 no tecido 6sseo tem como fungédo diminuir a degradacéo
do colageno, aumentar a deposicado de matriz 6ssea (Moyer-Mileur et al, 2008), além de ter

uma acgdao crucial na replicacdo e diferenciacdo de osteoblastos (Avnet et al, 2012).

As proteinas IGFBPs (IGF binding proteins) sao ligantes do IGF, consequentemente,
estas regulam a disponibilidade tecidual e a acdo do IGF-1 (Moyer-Mileur et al, 2008). A
insulina inibe a ligacdo do IGF-1 ao IGFBP-1, que tem acdo em diferentes células,
incluindo os osteoblastos (Merlotti et al, 2010). No caso da DM1, a deficiéncia de insulina
faz com que a concentragdo de IGFBP-1 aumente, inibindo a atividade osteoblastica
(Moyer-Mileur et al, 2008; Merlotti et al, 2010). No entanto, pode-se ressaltar que as
complicacbes Osseas na DM1 sao decorrentes da alteracdo do sistema GH/IGF-1,
associado a uma resisténcia parcial do GH, diminuicdo na acdo do IGF-1 e alterada

atividade IGFBP (Moyer-Mileur et al, 2008).

Tal alteracdo € evidenciada pela menor expressdo de fatores relacionados a

diferenciacdo osteoblastica como PDGF (fator de crescimento derivado de plaquetas),
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TGF-1 (fator transformador de crescimento), bFGF (fator basico de crescimento de
fibroblastos), VEGF (fator de crescimento endotelial vascular) e colageno tipo | (WEISS et

al, 1981; KATAYAMA et al, 1996; SANTANA et al, 2003).

Também é possivel verificar no tecido 6sseo diabético aumento na atividade dos
osteoclastos (BLAKYTNY et al, 2011). Este fato estd relacionado com a elevada
concentragcdo de citocinas pro-inflamatdérias circulantes, como o fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a), interleucina-1 e interleucina-2, que promovem a ativacdo de osteoclastos
através do receptor ativador nuclear K-g (RANK) com o RANK ligante (RANKL) (GARCIA-
HERNANDEZ et al., 2012). A maior atividade osteoclastica associada a alteracdo no
sistema GH/IGF-1 e menor atividade osteoblastica, determinam um desequilibrio no
turnover 0sseo, 0 que pode culminar na diminuicdo da deposicdo de matriz 6ssea, bem
como diminuicdo da densidade mineral (DMO) (MOYER-MILEUR et al., 2008). Esses
fatores predispdem o surgimento de quadros de osteopenia e osteoporose, principalmente
no DM1, além de contribuir exponencialmente para o aumento dos riscos de fraturas e
atrasos na consolidacdo 6ssea (SANTANA et al., 2003; HE et al., 2004; CHOI et al., 2012;
SCHWETZ, PIEBER e OBERMAYER-PIETSCH, 2012; GARCIA-HERNANDEZ et al.,

2012).

A diminuicdo da massa 0ssea na presenca da condi¢do clinica de DM vem sendo
demonstrada por varios autores, tanto em estudo experimentais quanto clinicos (SHIRES
et al, 1981; EINHORN et al, 1988; KATAYAMA et al, 1996; LU et al, 2003; BOLOLIN et al,
2005; MOTYL e MCCABE, 2009 ). A DM1 em curto espaco de tempo leva a diminuigéo de
24% na densidade e 69% no volume 0sseo, avaliados por microtomografia, tal reducéo foi
associada a diminuicdo dos niveis de marcadores da maturagcdo dos osteoblastos e

aumento nos niveis de marcadores da adipogénese (BOLOLIN et al, 2005, LU et al, 2003;


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Motyl%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19495918
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=McCabe%20LR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19495918
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COE et al, 2013). Lozano et al (2009) demostraram que 4 semanas apés a inducédo de
DM1, por administracdo de estreptozotocina (STZ), houveram reducdes significativas no
osso trabecular confirmadas por densitometria e microtomografia do fémur intacto destes
animais. Ainda, Silva et al (2009) verificaram a diminuicdo progressiva da massa 6ssea
através de avaliacfes sucessivas apos 4, 8 e 12 semanas da indu¢do de DM1. Erdal et al
(2012) afirmam que a DML induzida por STZ leva a deteriorizacdo das propriedades
biomecanicas 6sseas com reducdes significativas da carga maxima, tensdo maxima e

resisténcia 6sseas.

Evidéncias também desmontram diminuicdo da massa éssea em individuos com
DM. Thrailkill et al. (2005) realizaram uma revisdo sistemética a respeito da acdo do DM
no tecido e metabolismo 0sseo em humanos e observaram que dos 15 estudos
levantados, 13 apontaram que a DM leva a reducgdes significativas na DMO em relacdo aos
grupos controle. Ainda, Starup-Linde (2013) em uma meta analise de estudos que
avaliaram as evidéncias sobre a relacdo entre DM e marcadores 0sseos em comparacao a
individuos ndo-diabéticos, mostra que ao longo do tempo, o controle glicEmico inadequado
pode resultar em uma queda do célcio urinario, reducao nos niveis séricos de osteocalcina
e colageno tipo | (HAMILTON et al.,, 2012, ABDELDAYEM et al, 2011; OKUNO et al.,

2013).

Diante do exposto, torna-se evidente a importancia prevencao e entendimento da
DM atualmente, principalmente pelo grande numero de individuos acometidos e pelas
consequéncias associadas a essa doenca. Com isso, varios recursos ndo medicamentosos
surgem na tentativa de estimular o metabolismo 6sseo e aumentar a massa 6ssea (BAYAT
et al, 2009; MEHTA et al., 2010). Dentre esses, podem ser citados os efeitos de

tratamentos como a aplicacdo de proteinas 0sseas morfogenéticas (YAOITA et al., 2000),
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0 ultrassom de baixa intensidade (RUTTEN et al., 2007) e o uso de campos
eletromagnéticos (PICKERING e SCAMMELL, 2002). Ainda, vém se destacando mais
recentemente as propriedades osteogénicas da terapia laser de baixa intensidade (LLLT)
(PRETEL et al, 2007; RENNO et al., 2007; ABOELSAAD et al., 2009) e de protocolos de
exercicios fisicos (DE ALGELLIS et al, 2006; ELHABASHY et al, 2011; MAGGIO et al,
2011; GEIRSDOTTIR et al, 2012).

A LLLT € um recurso que vem sendo amplamente utilizado para estimular o
metabolismo tecidual, inclusive do tecido 6ésseo (NICOLAU et al, 2003). A LLLT tem sido
utilizada, desde 1960, com fins terapéuticos, como um tratamento seguro e efetivo para
uma série de condicbes patologicas nos mais diversos tecidos. Dentre os principais efeitos
da LLLT nos tecidos podemos citar sua acdo anti-inflamatoria, analgésica e cicatrizante

(MACEY et al, 1989; OZAWA et al , 1998; KARU, 1998; VLADIMIROV et al, 2004).

O uso potencial da LLLT na biomodulacdo do tecido ésseo, por meio de suas
propriedades fotoquimicas e fotobioldgicas, tem sido estudado e seus efeitos na
estimulacdo da osteogénese e na reducdo do tempo de consolidacdo 6éssea vém sendo
evidenciados (NICOLAU et al., 2003; SILVA e CAMILLI, 2006; MATSUMOTO et al., 2009).
Rennd et al. (2007), avaliaram os efeitos da LLLT em culturas de osteoblastos e
demonstraram que o laser com comprimento de onda de 830nm (30mW, 10J/cm?),
aumentou significativamente a proliferacdo dos osteoblastos. De forma similar, Hamajima
et al (2003) em um estudo in vitro observaram que o laser 830NM promoveu aumento

significativo da expressao do gene da osteoglicina em cultura de osteoblastos.

Além disso, varios estudos demonstraram que esse recurso também pode ser
utilizado na aceleracéo do processo de consolidagao de fraturas (GARAVELLO-FREITAS

et al., 2003; BLAYA et al., 2008; KAZEM SHAKOURI et al., 2010 ). A LLLT promove uma
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série de modificacbes metabdlicas e estruturais, que em conjunto, sdo responsaveis pelo
aumento da osteogénese, como por exemplo, estimulo a angiogénese, maior formacao de
tecido de granulacéo, estimulacéo de fibroblastos, maior deposicao de colageno, aumento
na sintese de ATP e estimulacéo de células 6sseas (GARAVELLO-FREITAS et al., 2003;
KREISLER, et al, 2003; KHADRA et al, 2004; LIRANI-GALVAO et al, 2006; LIU et al.,

2007; BLAYA et al., 2008; KAZEM SHAKOURI et al., 2010).

Os efeitos da LLLT também vém sendo evidenciados no aumento da massa 0ssea e
na aceleracdo do processo de reparo de fraturas em modelos animais com DM1(ABDI et
al, 2009; JAVADIEH et al 2009; PARK e KANG, 2010). Abdi et al. (2009) avaliaram o
efeito do laser de He—Ne 632,8 nm, modo continuo, 10mW, 0,0314cmz?, aplicado em duas
doses 369,4 e 66,8J/cm?, por 1166 e 210s, respectivamente, em osteotomia na tibia de
ratos com DM1, o laser foi aplicado por 6 semanas 3 vezes por semana e constataram
aumento da forca maxima na analise biomecéanica e aumento na densidade lamelar 6ssea
na andlise histologica, com a dose de 369,4 J/cmz2. Javadieh et al (2009) utilizaram o
mesmo laser, no entanto, 890nm, em modo pulsado 3000Hz, 70W, 1cm?2, também em
duas doses 23,3 e 11,6J/cm?, por, respectivamente, 530 e 265s, sob o defeito osteocondral
induzido em coelhos com DM1 em diferentes tempos experimentais e observaram melhora
na energia de absorcao obtida pela analise biomecanica, 4 semanas apos irradiacao laser

com dose 11,6J/cmz.

Recentemente, Park e Kang (2010) avaliaram o efeito da LLLT GaAlAs (980 nm,
60s, 300 um, 0.01 W, 0.043 cm?, 13.95 J/cmz) no osso alveolar, ap0s extracdo dentaria,
em ratos com DM1 induzida por STZ. Como resultados, constataram os efeitos
osteogénicos da LLLT com reducgdo de células inflamatodrias, proliferacdo de fibroblastos,

osteoblastos e maior expressao de RUNX-2, Colageno tipo | e osteocalcina.
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Ainda, Bayat et al (2009) ao avaliar os efeitos do laser de He-Ne, aplicado por 14
dias consecutivos, em um modelo experimental de ratos com DML1 induzida por STZ,
concluiram que, nos grupos irradiados, houve aumento a densidade mineral do 0sso
cortical, avaliada através da histologia, bem como aumento da forca maxima na avaliacdo

biomecanica, em relacdo aos 0ssos nao irradiados.

Apesar da existéncia de alguns estudos investigando os efeitos da LLLT no
metabolismo 0sseo na presenca de DM (BAYAT et al, 2009; JAVADIEH et al, 2009; ABDI
et al, 2009; PARK E KANG, 2010), ainda existe na literatura uma divergéncia entre 0s
parametros utilizados, o que dificulta a definicdo dos melhores protocolo de tratamento
para ser utilizado na pratica clinica. Portanto, mais estudos precisam ser realizados para
determinar os parametros ideais da LLLT no metabolismo ésseo em modelo animal
diabético, bem como, uma abordagem mais profunda acerca das modificacdes
moleculares e metabdlicas produzidas pela LLLT que determinam a estimulacdo do

metabolismo das células 6sseas em condi¢des de hiperglicemia e auséncia de insulina.

Da mesma forma, o exercicio fisico, tanto aerébico quanto resistido, € uma
importante ferramenta utilizada no manejo e tratamento das consequéncias advindas do
DM (ALBRIGTH et al, 2000; ADA, 2009; MARWIK et al, 2009; COLBERG et al, 2010;
SONE et al, 2013). O exercicio fisico regular, juntamente com a insulinoterapia e o
planejamento alimentar, tem como objetivo aproximar as condicdes metabodlicas do
individuo com DM1 a um estado fisiologico normal, conseqientemente prevenindo ou

retardando as complicagfes cronicas do DM (DE ALGELLIS et al, 2006).

Os efeitos do exercicio aerébico em individuos com DM sédo bem evidenciados na
lietratura e resultam em reducdo na hemoglobina glicosilada (HbA1c), aumento no VO,max

e aumento da sensibilidade a insulina (KENNEDY et al, 2013). Em uma recente meta-
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analise, Tonoli et al (2012) relataram que estudos que utilizam o exercicio aerébico como
forma de intervencdo na DM evidenciam a reducédo da HbAlc. Além do melhor controle
glicémico, o exercicio aerdbico em individuos com DM leva a reducdes estatisticamente
significativas da lipoproteina de baixa densidade (LDL), colesterol total (CT), lipoproteina
de alta densidade (HDL), CT / HDL e triglicérides (TG) (KELLEY e KELLEY, 2007).

Yardley et al (2013) compararam os efeitos agudos dos exercicio aerdbico e
resistido (ER) em individuos com DM1 e relatam que o ER resultou em um declinio menor
na glicose sanguinea do que o exercicio aerébico ou nenhum exercicio. Os exercicios de
resisténcia também foram associados com concentracdo de glicose relativamente estavel
apO0s o exercicio. Assim, a realizacdo de exercicio resistido pode representar uma
estratégia alternativa para evitar o declinio agudo nos niveis de glicose no sangue
observados com exercicios aerdbicos. Ainda tem-se que, o treinamento fisico combinado
resulta em uma adicional mudanca na HbAlc, se comparado com o treinamento aerdbio
ou treinamento resistido isolados (ZANUSO et al, 2009; UMPIERRE et al, 2013).

Considerando-se as evidéncias disponiveis, parece que o ER constitui uma
intervencao eficaz no controle glicémico, podendo interferir positivamente no metabolismo
0sseo alterado na DM. Neste sentido, alguns autores evidenciaram os efeitos benéficos do
exercicio fisico no metabolismo 6sseo tanto em estudos experimentais com animais quanto
em estudos clinicos (VERHAEGHE et al, 2000; HERRIOTT et al, 2004; DALY et al, 2005;
ELHABASHY et al, 2011; MAGGIO et al, 2011; GEIRSDOTTIR et al, 2012). Daly et al.
(2004) avaliaram os efeitos de 12 meses de um protocolo de exercicio resistido associado
a dieta para diminuicdo de massa corporal em individuos com DM2 e constataram
aumento na DMO, bem como, aumento na massa e forgca muscular. Ainda Maggio et al

(2012) examinaram o efeito do treinamento fisico na DMO em criancas com DM1,
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mostrando que 9 meses de exercicio resistido associado a atividade aerdbica e

alongamentos, realizados por 90 minutos, 3 vezes / semana, melhoraram a DMO.

A contracdo muscular durante o ER promove alteracdes no metabolismo ésseo, por
efeito direto (acdo mecanica) ou indireto (via fatores hormonais) (OSCARINO, 2004,
TURNER e ROBLING, 2005; ELHABASHY et al, 2011; MAGGIO et al, 2011). A imposicéo
de uma determinada carga sobre o tecido 6sseo gera sinais endégenos que sao captados
por um sistema mecanossensorial no qual o ostedcito € a principal célula responsavel por
traduzir a forca mecéanica em sinais bioquimicos que regulam o remodelamento ésseo (JU
et al, 2013). Acredita-se que a deformacdo celular causada pela forca direta sobre a célula,
0 aumento da presséao intracanalicular provocado pela for¢ca dindmica e o incremento da
velocidade do fluxo do fluido intersticial sejam fatores que afetam diretamente o ostedcito.
Com isso, 0 aumento das conexdes entre os ostedcitos parecem determinar a deformacao
da matriz extracelular e alteracdes nas membranas celulares, o que em leva a maior
atividade dos osteoblastos e conseqiiente melhora no turnover 6sseo (CHERIAN et al,

2003).

As evidéncias acerca dos beneficios do exercicio fisico aerobico e do treinamento
aerobico e resistido combinado, sobre o metabolismo 6sseo apoiam a utilizagdo deste tipo
de exercicio fisico na populacdo com DM1 (CHAU et al, 2003; HOFBAUER et al 2007;
RAKEL et al, 2008; BERGSTROM et al, 2012). Vanni et al, (2010) comprovaram gque um
protocolo de 28 semanas de ER realizados 3 vezes por semana promoveu a manutencao
da DMO em mulheres na pré menopausa. Além do aumento da DMO Bergstrom et al
(2012) também evidenciaram aumento nos niveis séricos de Osteoprotegerina (OPG),
ap6s 1 ano de treinamento resistido, realizado 3 vezes por semana, associados a

caminhadas de 30 minutos, em mulheres na pré menopausa com osteopenia. Assim,


http://bjsm.bmj.com/search?author1=C+H+Turner&sortspec=date&submit=Submit
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pode-se afirmar que o ER € um instrumento eficaz para aumentar a DMO (MILLIKEN et al,
2003; BERGSTROM et al, 2008; THOMAS et al, 2010; VANNI et al, 2010; SINAKI et al,
2012), no entanto ainda ndo ha estudos conclusivos em relacdo a sua capacidade de

modular a massa 0ssea na situacdo de DML1.

No entanto, da mesma forma que a LLLT, apesar da existéncia de evidéncias que
suportam o uso do ER no tecido ésseo, estudos que investigam os mecanismos de acdo
desse tipo de exercicio no tecido 6sseo diabético ainda sdo escassos. Assim, ha
necessidade de realizacdo de mais investigacdes acerca dos seus efeitos no DM1, visto
que, o tipo de exercicio, bem como a intensidade do estimulo, tempo e frequéncia de
aplicacdo podem influenciar de maneira diferente o metabolismo 6sseo (WINTERS-STONE

et al, 2013).

Como exposto acima, tanto o LLLT quanto protocolos de exercicio fisicos, sao
recursos promissores para serem utilizados no manejo da perda de massa 6ssea mediante
a condicao clinica de DM. No entanto, ainda ndo existe um consenso entre os melhores
protocolos para serem utilizados. Ainda, ndo foi encontrado na literatura, estudos que
investigassem as associa¢ao dos 2 recursos no tecido 6sseo diabético. Neste contexto, foi
levantada a hipbétese de que tanto LLLT quanto um protocolo de exercicios resistido,
utilizados isoladamente, seriam capazes de aumentar 0 metabolismo 6sseo em animais
diabéticos, culminando na maior atividade dos osteoblastos e consequentemente o
aumento da massa 6ssea. Ainda, foi levantada a hipétese de que a associacdo de ambos
0S recursos poderia constituir uma terapéutica com um maior potencial osteogénico,
constituindo um tratamento mais efetivo para o aumento da massa 0ssea na presenca

desse processo patoldgico.
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2. OBJETIVO

Este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da LLLT e treinamento resistido,
associados ou nao, na morfologia/morfometria 0ssea, na expressdo de fatores de
crescimento e de transcricdo relacionados a formagdo e reabsorcdo O&ssea, nas
propriedades biomecéanicas e na densitometria éssea no fémur e tibia de ratos com DM

induzida por streptozotocina.

2.1. Objetivos Especificos

e Avaliar o efeito da indugdo do DM por streptozotocina nas propriedades
morfométricas, morfolégicas, himunohistoquimicas, biomecanicas, e na densidade
mineral 6ssea no fémur e tibia de cobaias com DM induzida por streptozotocina.

e Avaliar o efeito do LLLT nas propriedades morfométricas, morfolégicas,
himunohistoquimicas, biomecénicas, e na densidade mineral éssea no fémur e tibia
de cobaias com DM induzida por streptozotocina.

e Avaliar o efeito do exercicio resistido nas propriedades morfométricas, morfolégicas,
himunohistoquimicas, biomecéanicas, e na densidade mineral 6ssea no fémur e tibia
de cobaias com DM induzida por streptozotocina.

e Avaliar o efeito da associacdo do LLLT e exercicio resistido nas propriedades
morfométricas, morfolégicas, himunohistoquimicas, biomecanicas, e na densidade

mineral 6ssea no fémur e tibia de cobaias com DM induzida por streptozotocina.
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3. MATERIAIS E METODOS

Este projeto foi realizado no laboratério Multidisciplinar do Departamento de
Biociéncias da Universidade Federal de Sao Paulo (UNIFESP) campus baixada santista.
Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Federal de S&o Paulo

(CEP: 1589/10).

3.1. Animais Experimentais

Para a realizagdo desse estudo foram utilizados 50 ratos machos da linhagem
Wistar, com trés meses de idade e com massa corporal entre 300 e 350 gramas. Os
animais foram mantidos no biotério do Departamento de Biociéncias da UNIFESP -
Baixada Santista. Permaneceram em gaiolas apropriadas de polietilieno padrdo, em
condicbes ambientais controladas (ciclo claro/escuro de 12/12 horas, ambiente
higienizado, temperatura de 19° a 23°C e ventilacdo adequada) e com acesso irrestrito a

agua e racao comercial.

Os procedimentos experimentais foram realizados no laboratério Multidisciplinar do
Departamento de Biociéncias da UNIFESP — Baixada Santista. A manipulacdo dos animais
e 0s procedimentos cirlrgicos foram realizados estritamente de acordo com o Guia de
Cuidados e Uso de Animais de Laboratério. Esse estudo foi conduzido de acordo com o
Guia de Cuidados e Uso de Animais de Laboratério e aprovado pelo Comité de Etica da

Universidade Federal de S&o Paulo (2010/145).
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3.2. Modelo Experimental de DM 1

O DM 1 foi induzido por inje¢&o intravenosa na veia peniana de STZ, toxina de
células B-pancreaticas (Sigma-Aldrich ®, Brasil) (60 mg / kg de peso corporal), dissolvido
em tampéo citrato estéril. Os ratos do GC receberam uma injecdo de tampéao de citrato
sem principio ativo. O procedimento foi realizado sob anestesia/analgesia de acordo com a
massa corporal dos animais, com injecdo intraperitonial de uma combinag&o de cloridrato
de ketamina (Agener®) (80mg/Kg) e cloridrato de xilazina 2% (Syntec®) (10mg/kg). Uma
semana apos o procedimento, os niveis de glicose foram registrados e DM foi definida
como a concentracao de glicose no sangue superior a 250 mg / dL em uma amostra de
sangue (Accutrend ® Plus, Roche, Sdo Paulo-Brasil) (BAYAT et al, 2009). O nivel de
glicose sanguineo foi monitorado uma vez por semana durante todo o estudo.
Semanalmente os animais eram pesados para monitoramento de sua massa corpérea

(BAYAT et al, 2009).
3.3. Delineamento Experimental

Os 50 animais foram dispostos aleatoriamente em 5 grupos com 10 animais cada:

Grupo Controle (GC): os ratos deste grupo ndo receberam nenhum tipo de tratamento,

somente a injecédo de solucdo tampao de citrato.

Grupo Controle com DM (GD): os ratos deste grupo foram submetidos a inducao de DM,
com a injecado de estreptozotocina em solucdo tampao de citrato, mas nao receberam

nenhum tipo de tratamento.

Grupo Treinamento com DM (GT): os ratos deste grupo foram submetidos a indugéo de

DM e ao treinamento fisico resistido.
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Grupo tratado com laser com DM (GL): os ratos deste grupo foram submetidos a

inducao de DM e ao tratamento com laser (A = 808 nm).

Grupo tratado com laser e exercicio com DM (GTL): os ratos deste grupo foram
submetidos a inducédo de DM, tratados com laser (A = 808nm) e treinados segundo modelo

de treinamento descrito.

3.4. Aplicacao do laser de baixa intensidade

O tratamento com LLLT teve inicio uma semana ap0s a inducdo do DM. Foi utilizado
0 equipamento de laser Ga-Al-As de baixa intensidade modelo portétil de Laser DMC,
classe 3B Ga-Al-As diodo, com comprimento de onda 808 nm, emissao continua, poténcia
de saida de 100 mW, densidade de poténcia de 3,57W/cm?, area do feixe de 0, 028cm?,
divergéncia de 1.5°, na fluéncia de 120J/cm? e com tempo de irradiacédo de 33s, energia
por ponto 3.3.J. A irradiacdo foi realizada através da técnica de contato pontual, com a
caneta posicionada perpendicularmente ao tecido, no ponto médio de ambas as tibias e
fémures (4 pontos no total). O tratamento com laser foi realizado por 18 sessdes, 3 vezes

por semana, em dias ndo consecutivos (MEDALHA et al, 2010).

3.5. Protocolo de treinamento fisico resistido

O protocolo de exercicio utilizado consistiu em um modelo-de escalada utilizando
uma escada de metal (1,1 x 0,18 m, a grade de 2cm, 80 ° de inclinacdo) com um
compartimento (20 x 20 x 20 cm), na parte superior. A dimenséo da escada induziu os

animais a realizarem 8-12 movimentos dinamicos por subida do inicio da escada até o
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compartimento. Para a realizacdo do treinamento, um dispositivo de carga permanecia
fixado envolvendo a porcéo proximal da cauda, com uma fita adesiva, e permitia adicao de

pesos de chumbo de 20 a 50 gramas (HORNBERGER e FARRAR, 2004).

O treinamento teve inicio com duas sessodes de familiarizacdo com 24 horas entre
elas, a primeira sem qualquer peso fixado a cauda dos animais e a segunda com peso
atrelado a cauda correspondente a 50% da massa corporal do animal. Estas sessOes
tiveram como objetivo ensinar a escalada ao animal consistiram de 3 a 5 escaladas
consecutivas ao topo, com um intervalo de 60 segundos de descanso entre elas. O
procedimento foi realizado até que os animais subissem voluntariamente sem estimulo
sonoro ou manual. Apds esse procedimento os animais descansaram por 1 dia e foram

submetidos a teste de carga maxima (TCM).

O TCM consistiu em sucessivas escaladas, com transporte de cargas
progressivamente mais pesadas. Para a subida inicial no TCM, a carga transportada foi de
50% da massa corporal do animal. Depois disso, 30 g de peso foram adicionados, até que
uma carga maxima (CMT) fosse atingida, tal carga era determinada quando os animais
nao conseguiam subir todo o comprimento da escada, mesmo apoés trés estimulos

manuais sucessivos na cauda.

A carga mais elevada alcancada com sucesso em todo o comprimento da escada foi
considerada a capacidade maxima do rato de transporte para a sessao de treino. A sesséo
de exercicio fisico consistiu em 9 subidas, com intervalo de descanso de 60 segundos,
sempre com 80% da CMT. Ao término de 3 sessdes de treinamento era realizado novo
TCM e no dia seguinte implementado novos pesos. O treinamento resistido foi realizado ao

final da tarde, devido aos habitos noturnos dos animais, em um total de 18 sessodes, 3



35

vezes por semana em dias ndo consecutivos (TABELA 1). O TCM para a determinacao da

carga maxima foi repetido apds o protocolo de treino resistido (FIGURA 1).

No GTL as irradiacdes de LLLT foram realizadas logo apds o treino, sendo utilizada
a técnica pontual de contato, com a caneta do equipamento posicionada
perpendicularmente a regido medial de ambos os fémures e tibias. No grupo GT foram
realizadas aplicacdes sham da LLLT, com o aparelho desligado, nos mesmo pontos e pelo

mesmo tempo, também apds o treinamento.

Tabela 1. Protocolo de treino resistido de escalada no periodo de treinamento.

Dias da semana | familiarizacdo: 1°semana Treinamento: 2-° to 62 semanas

Segunda-feira | Adaptacdo sem carga Treino +carga = 80% CMT

Quarta-feira Adaptacéo + carga =50% da massa Treino +carga = 80% CMT
corporal

Quinta-feira TCM + niveis de glicose TCM + niveis de glicose

Sexta-feira Treino +carga = 80% CMT Treino +carga = 80% CMT

(CMT= carga maxima do teste, TCM= teste de carga maxima).
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Figura 1. Representacdo esquemaética do treinamento resistido.

3.6. Eutanésia

Vinte e quatro horas apos a Ultima sessdo de tratamento, os ratos foram
eutanasiados por asfixia com CO,. Imediatamente apds, foi realizada a resseccéao cirdrgica

completa das tibias e fémures para processamento das analises.

[ Osso dissecados ]

|
[ Tibia direita ] [ Tibia esquerda ] [ Fémur direito ]

Histopatologia [ Biomecanica ] [ Densitometria ]

Imunoistoquimica

Figura 2. Representacao esquematica da distribuicdo dos ossos em relagdo as analises.

36
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3.7. Andlises

3.7.1 Avaliacéao de glicemia e ponderal

Para determinar o nivel de glicose no sangue, os animais foram imobilizados
manualmente e um pequeno corte foi feito na cauda para obter 25 pl de sangue. Este
procedimento foi realizado uma semana apdés a inoculacdo de STZ e semanalmente ao
longo do periodo experimental de 6 semanas (Accutrend ® Plus, Roche, Sdo Paulo-Brasil)
(COOMBE et al., 2001). Além disso, a massa corporal foi monitorada semanalmente em

uma balanca analitica (Kern ® 440-21A; Balingen-Frommern alem&o).

3.7.2. Avaliacao histoldgica e histomorfométrica

Para a realizacdo da analise histopatolégica, as tibias direitas foram fixadas em
formalina tamponada a 10% (Merck, Darmstadt, Germany) por 24 horas, descalcificadas
em solucdo de EDTA a 4% (Merck) e, posteriormente, incluidas em blocos de parafina. Na
sequéncia, os blocos de parafina foram cortados longitudinalmente, com espessura
padronizada de 5um e os cortes foram montados em Iaminas histologicas.

A andlise qualitativa das tibias foi realizada por meio de laminas coradas com
Hematoxilina e Eosina (HE, Merck). Para tal, foi utilizado um microscépio de luz (Olympus,
Optical Co. Ltd, Tokyo, Japan) e foram avaliadas, a estrutura do tecido e as zonas de
reabsorcdo e formacdo Ossea. Pelo menos, trés seccdes de cada espécime foram
examinadas e dois observadores experientes realizaram a avaliagao de forma cega.

A morfometria da area total (ATT) e area cortical (ATC) foram mensuradas utilizando

um sistema de analise de imagem Pro-imagem (Wetzlar, Alemanha). Para tal, foram
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captadas imagens através de uma camara digital (AxioCam HRc, Carl Zeiss, Alemanha)
acoplada & um microscopio de luz (Leica Microsystems AG, Wetzlar, Alemanha), com uma
ampliacdo de 2,5 x, e a um computador equipado com sistema de analise de imagem
(Leica ® Qwin sistema de analise de Pro-imagem, Wetzlar, Alemanha). A partir das
micrografias, foram obtidas as areas internas (Al) e externas (AE) das tibias, em
micrémetros quadrados (um?). A area tibial total correspondeu ao valor da AE enquanto a
area tibial cortical correspondeu a AE menos Al. Dois observadores experientes realizaram
a avaliacao de forma cega (HONGBING et al, 2004; RENNO et al, 2006; MEDALHA et al,

2010).

3.7.3. Imunoistoquimica

Para a realizacdo da avaliacdo imunoistoquimica, foram confeccionadas laminas
histologicas com cortes seriados de 5um de espessura nas tibias direitas dos animais. A
parafina foi removida com xilol e os cortes foram reidratados em etanol e, em seguida,
imersos em solucdo de tampéao citrato a 0,01M (pH 6,0) em microondas (850W) por trés
ciclos de cinco minutos cada para recuperacao antigénica. O material foi pré-incubado com
peréxido de hidrogénio a 0,3% em solucéo de tampéao fosfato (PBS) por cinco minutos para
inativacdo da peroxidase enddgena e, na sequéncia, bloqueado em soro fetal bovino a 5%,

diluido em solucdo de PBS por dez minutos.

As amostras foram entdo incubadas com anti-RUNX2 e anti-RANK-L anticorpo
primarios monoclonais (Santa Cruz Biotechnology, EUA) com uma concentracdo de 1:200.
A incubacao foi realizada em refrigerador (a 4°C) por um periodo de 12 horas, seguida de

dois banhos em solugcdo de PBS, com duracdo de cinco minutos cada. Em seguida, os
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cortes foram incubados com biotina conjungada ao anticorpo secundario anti-lgG de
coelho (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) na concentracao de 1:200 em PBS por
uma hora . Na sequéncia, os cortes foram lavados duas vezes com PBS, seguido por
aplicacdo de complexo pré-formado de avidina-biotina-peroxidase (Vector Laboratories)
por 45 minutos. Os complexos foram visualizados por meio da aplicacdo de solucéo de 3,3

diaminobenzidina a 0,05% e contra corados com Hematoxilina de Harris.

Para confirmacdo dos resultados, alguns cortes foram submetidos ao mesmo
tratamento omitindo-se somente 0s anticorpos primarios. Estes cortes serviram como
controle negativo das rea¢fes. Além disso, foram realizados controles positivos internos

em cada bateria da reacéao realizada.

3.7.4. Avaliacdo Biomecanica

A andlise biomecanica foi realizada na tibia esquerda, este teste foi realizado no
Laboratério de Neuroendocrinologia, Departamento de Ciéncias Fisiolégicas, UFSCar, sob
responsabilidade da Prof? Dr2 Keico Okino Nonaka. As propriedades biomecanicas dos
fémures foram determinadas por um teste de inclinacdo de trés pontos em uma Maquina
Universal de Testes Instron (Instros cop, Cantn, MA, modelo 4444). Anteriormente ao teste,
os ossos foram descongelados em temperatura ambiente. Cada osso foi colocado em um
dispositivo de sustentacdo com dois suportes localizados a uma distancia de 13 mm. Foi
utilizada uma célula de carga com capacidade maxima de 1KN e pré-carga de 5N em
velocidade constante de 0,5cm/min. A forga aplicada e o deslocamento do edentador foram

monitorados e registrados por meio de um software do equipamento (Instron Series IX). A
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partir da curva de carga-deformacdo foram obtidos: a forca maxima (KN), a rigidez

estrutural (N/mm), resiliéncia (J) e tenacidade (J) (TAJALI et al, 2003).

3.7.5. Densitometria Ossea

O método utilizado neste estudo para analisar a medida da densidade mineral éssea
por meio de seu conteudo e, assim, determinar a resisténcia dessa estrutura foi a
densitometria 6ssea. Os fémures direitos foram submetidos a essa analise. O exame foi
realizado na Disciplina de Endocrinologia da Universidade Federal de Sao Paulo, em
aparelho DEXA Hologic (Bedford, MA, EUA), e analisados por um software especifico para
pequenos animais. O coeficiente de variacdo do método foi avaliado pela analise da
variacdo de duas medidas consecutivas apos reposicionamento dos 30 animais. A andlise
da densitometria 6ssea foi feita por um investigador que ndo teve o conhecimento a qual

grupo cada amostra pertencia (MEDALHA et al, 2010).

3.8. Analise estatistica

Os dados foram analisados estatisticamente por meio de técnicas descritivas, na
forma de médias e desvios-padrdo. O teste de normalidade Shapiro—-Wilk's W test foi
utilizado para todas as variaveis. Todas as variaveis apresentaram distribuicdo normal da
amostra. As comparacdes entre os grupos foram feitas utilizando testes de andlise de
variancia (ANOVA two-way), seguida do teste post-hoc de Duncan. As analises foram
realizadas no software STATISTICA versao 7.0 (StatSoft Inc.). Para as conclusdes das

analises estatisticas, o nivel de significancia utilizado foi de 5% (p<0,05).
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3. ESTUDO1

“Os efeitos da terapia laser de baixa intensidade no tecido 6sseo em ratos diabéticos”

4. ESTUDO 2
“Exercicio fisico resistido associado a terapia laser de baixa intensidade estimula o

metabolismo 6sseo em ratos diabéticos*
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4. ESTUDO |

Efeitos da terapia laser de baixa intensidade no tecido 6sseo em ratos diabéticos

Resumo

A DM leva a diminuicdo da massa 0ssea e aumenta 0 risco de desenvolvimento de
osteoporose. Neste contexto, varios tratamentos tém demonstrado acelerar o metabolismo
0sseo, dentre eles destaca-se a terapia LLLT, que € capaz de estimular a atividade dos
osteoblastos, melhorando as propriedades biomecéanicas 6sseas. No entanto, seus efeitos
sobre o0 tecido Osseo em animais diabéticos insulina dependentes ndo estédo
completamente esclarecidos. O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da LLLT no
tecido 6sseo em ratos diabéticos, através da imunoexpressao de fatores osteogénicos,
propriedades biomecénicas e parametros densitométricos Trinta ratos Wistar machos
foram distribuidos aleatoriamente em trés grupos experimentais: grupo controle (GC),
grupo diabético (GD) e grupo diabético tratado com laser (GL). DM foi induzida por
estreptozotocina (STZ) e apds uma semana deu-se inicio ao tratamento com laser. Foi
utilizado um laser Ga-Al-As, 808 nm, 100 mW, 3,57W/cm? 0, 028cm?, 120J/cm?, 34s
realizado durante 18 sessfes, por 6 semanas. Ao fim do experimento, os animais foram
eutanasiados por asfixia com CO; e as tibias e os fémures foram dissecados para analise.
A analise morfométrica demonstrou que a area cortical do GD foi menor que o GC, ja o GL
apresentou area cortical maior que GD, no entanto menor que o GC. A andlise imuno-
histoquimica revelou que LLLT produziu uma expressdo aumentada de RUNX-2 em
comparacao aos outros grupos. A imuno-expressao de RANK-L foi similar em todos os
grupos. Além disso, a irradiacdo com laser produziu aumento significativo na forca de
fratura, densidade e conteddo mineral 6sseo (DMO e CMO) em comparacdo com GD. Os
resultados deste estudo indicam que o modelo de SZT produziu diminuicdo no diametro
cortical, propriedades biomecéanicas e de variaveis densitométrica e que a LLLT foi capaz
de reduzir estes efeitos melhorando a osteogénese Novos estudos devem ser
desenvolvidos para fornecer informacfes adicionais sobre os mecanismos de acdo da
laserterapia no osso diabético em ensaios experimentais e clinicos.

Palavras-chave: estreptozotocina, tecido 6sseo, terapia laser de baixa intensidade.
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Abstract

DM leads to decreased bone mass and increases the risk of developing osteoporosis. In
this context, several treatments have been shown to accelerate bone metabolism, among
which stands out LLLT therapy, which is capable to stimulate osteoblast activity and by
improving the biomechanical properties of bone. However, its effects on bone tissue in
insulin-dependent diabetic animals are not completely understood. The aim of this study
was to evaluate the LLLT effects on bone tissue by immunoexpression of osteogenic
factors, biomechanical and densitometric parameters in diabetic rats. Thirty male Wistar
rats were randomly divided into three experimental groups: control group (CG), diabetic
group (DG) and diabetic group laser treated (LG). Diabetes was induced by streptozotocin
(STZ) and after a week was initiated to laser treatment. Was used a laser Ga-Al-As, 808
nm, 100 mW, 3.57 W/cm2, 0, 028cm2, 120J/cm2, 34s performed during 18 sessions over 6
weeks. At the end of the experiment, the animals were euthanized by CO2 asphyxiation
and the tibias and femurs were dissected for analysis. The morphometric analysis showed
that the cortical area of the DG was lower than the CG, since the LG showed cortical area
greater than DG, but lower than the CG. Immunohistochemical analysis revealed that LLLT
produced an increased expression of RUNX-2 compared to other groups. The immuno-
experessdo RANK-L was similar in all groups. Moreover, the laser irradiation produced a
significant increase in the strength of fracture, and bone mineral density (BMD and BMC)
compared with DG. The results of this study indicate that the model SZT produced a
decrease in cortical diameter, biomechanical and densitometric variables and that LLLT
was able to reduce these effects by improving osteogenesis Further studies should be
developed to provide additional information about the mechanisms of action of laser
therapy in diabetic bone in experimental and clinical trials.

Keywords: streptozotocin, bone tissue, low level laser therapy.



44

1. Introducéo

A diabetes mellitus (DM) € uma doenca metabdlica caracterizada pela insuficiente
secrecdo de insulina e consequente hiperglicemia crénica (EINHORN et al,1988;
MATHIASSEN et al, 1990; SUZUKI et al, 2003). Essa doenca esta frequentemente
associada a disfuncdo de uma série de 6rgaos e os individuos acometidos sofrem com as
complicacbes crbnicas associadas a DM, incluindo doencas cardiovasculares,
cerebrovasculares, neuropatias, nefropatias e retinopatias (NALYSNYK et al, 2010; VAN
DOOREN et al, 2013). Além disso, o tecido 6sseo também ¢é afetado pela DM,
apresentando reducdo da atividade dos osteoblastos e desequilibrio entre 0 metabolismo
de formacdo e reabsorcdo Ossea (BLAKYTNY et al, 2011). Esse desequilibrio pode
determinar uma diminuicao significativa da densidade mineral 6ssea (DMO) (KAYAL et al,
2007), o que pode culminar no aparecimento do quadro clinico de osteoporose e (HE et al,
2004), e consequentemente, aumento do risco de fratura (SANTANA et al, 2003; HE et al,

2004).

Nesse contexto, had necessidade de desenvolvimento de tecnologias capazes de
estimular o metabolismo &sseo, prevenindo a perda e aumentando a massa 0Ossea
mediante a essa situacao clinica. Um tratamento promissor € o uso da terapia laser de
baixa intensidade (LLLT) devido a seu potencial osteogénico e efetividade em acelerar o
processo de consolidacdo de fraturas (KARU, 1989; PRETEL et al., 2007; TAJALI et al,

2010).

O mecanismo de acédo do laser terapéutico € baseado na absorcdo da luz pelos
tecidos, que produz alteragcbes no metabolismo celular. Quando o laser é aplicado nos

tecidos, a luz é absorvida por fotorreceptores localizados nas células, denominados
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cromoforos (DORTBUDAK, 2000). Uma vez absorvida, a luz pode modular as reacdes
guimicas celulares, que estimulardo a respiracdo mitocondrial, a producdo de oxigénio
molecular e a sintese de ATP (KARU, 1998; STEIN et al., 2005). Esses efeitos podem
aumentar a sintese de DNA, RNA e proteinas reguladoras do ciclo celular, estimulando a

proliferacdo celular (DORTBUDAK, 2000).

Em estudos in vitro com células osteoblasticas foi demonstrado que a LLLT
promoveu o aumento da atividade mitocondrial (PIRES-OLIVEIRA et al., 2008), da sintese
de DNA e RNA (STEIN et al., 2005), da expressao génica de osteocalcina e osteopontina
(LIU et al., 2007) e da atividade da fosfatase alcalina (RENNO et al., 2007). Além disso, a
LLLT tem mostrado ser capaz de acelerar o processo de reparo de fraturas em ratos e
coelhos, aumentando o volume do calo e a densidade mineral 6ssea (LIRANI-GALVAO et

al., 2006; LIU et al., 2007; PRETEL et al., 2007).

Alguns autores investigaram a acdo desse recurso no aumento da massa 6ssea em
ratos diabéticos (BAYAT et al, 2009; JAVADIEH et al, 2009; ABDI et al, 2009; PARK E
KANG, 2010). Bayat et al. (2009) avaliaram os efeitos da LLLT (He-Ne laser, 632,8 nm, a
28,6 e 382,2 Jicm2) em defeitos O0sseos na tibia de animais com DM induzida por
estreptozotocina (STZ), sendo que apoOs 14 dias consecutivos de irradiacdo, pode-se
observar aumento na propriedades biomecéanicas 6sseas. Além disso, Abdi et al (2009)
investigaram os efeitos da LLLT na osteotomia em ratos diabéticos e observaram
propriedades biomecéanicas significativamente superiores na area do calo 6sseo, apos

irradiacéao do laser (HeNe, 369nm, 4 J/cm2).

Dentro deste contexto, a LLLT constitui um recurso promissor para acelerar o
metabolismo 6sseo e aumentar a massa 6ssea na presenca de DM (BAYAT et al, 2009;

PARK E KANG, 2010). Apesar de alguns estudos demonstrarem os efeitos positivos da
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LLLT no tecido 6sseo em ratos diabéticos, 0 seu uso como um tratamento nesta condicao
ainda é escasso (COOMBE et al, 2001; JAVADIEH et al, 2009). Além disso, os parametros
ideais de aplicacdo da LLLT no tecido 0sseo de animais diminuicdo da densidade Ossea
nao foram definidos. Tendo em vista 0 acima mencionado, foi levantada a hipétese de que
a irradiacdo do laser sobre o tecido 6sseo em ratos diabéticos pode aumentar a atividade
dos osteoblastos e diminuir o desequilibrio entre formacéo e reabsorcdo 0ssea, evitando a
perda de massa 6ssea e 0 desenvolvimento de osteoporose. Com isso, 0 presente estudo
teve como objetivo avaliar os efeitos da LLLT em tibias e fémures de ratos diabéticos,
analisando parametros microscopicos e macroscopicos do metabolismo 0sseo. Para isso,
ratos Wistar foram distribuidos em trés grupos distintos: grupo controle (GC), diabético
grupo (GD) e grupo diabético tratado com LLLT (GL) e a resposta tecidual foi avaliada por

meio de histologia, imuno-histoquimica, densitometria e analise biomecanica.

2. Metodologia

2.1. Delineamento experimental

Trinta ratos machos Wistar (idade de 12 semanas e pesando 310 * 6,8 g) foram
utilizados neste estudo. Os ratos foram divididos em 3 grupos (n=10): grupo controle (GC),
grupo controle diabético (GD) e grupo diabético com irradiacdo de LLLT (GL). Os animais
foram mantidos sob temperatura controlada (22 + 2 © C), periodos de claro-escuro de 12

horas, e acesso irrestrito a agua e racdo comercial. A manipulagcdo dos animais e 0s

procedimentos invasivos foram realizados estritamente de acordo com o Guia de Cuidados
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e Uso de Animais de Laboratério. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da

Universidade Federal de Sao Paulo (2010/145).

2.2. Inducéo de DM

O DM foi induzido por injecdo intravenosa na veia peniana de STZ toxina de células
de B-pancreéticas (Sigma-Aldrich ®, Brasil) (60 mg / kg de peso corporal), dissolvido em
tampao citrato estéril. Os ratos do GC receberam uma injecdo de tampé&o de citrato. Uma
semana apos o procedimento, os niveis de glicose foram registrados e DM foi definida
como a concentracao de glicose no sangue superior a 250 mg / dL em uma amostra de
sangue (Accutrend ® Plus, Roche, Sado Paulo-Brasil) (COOMBE et al, 2001). O nivel de

glicose sanguineo foi monitorado uma vez por semana durante todo o estudo.

2.3. Irradiacao do laser

O tratamento com laser iniciou-se uma semana apoés a inducado do DM. Foi utilizado o
equipamento de laser Ga-Al-As modelo portatil de Laser DMC, classe 3B Ga-Al-As diodo,
com comprimento de onda 808 nm, emissdo continua, poténcia de saida de 100 mWw,
densidade de poténcia de 3,57W/cm?, area do feixe de 0, 028cm?, divergéncia de 1.5°, na
fluéncia de 120J/cm? , tempo de irradiacdo de 33s e energia por ponto 3.3 J. A irradiacéo
foi realizada em técnica de contato pontual, no ponto médio de ambas as tibias e fémures
(4 pontos no total) (MEDALHA et al, 2010). O tratamento com laser foi realizado por 18

sessOes, 3 vezes por semana, em dias ndo consecutivos. Vinte e quatro horas apos a
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Ultima sessao de tratamento, os ratos foram eutanasiados por asfixia com CO, e 0S 0SS0s

foram removidos para analise.

2.4. Procedimentos histolégicos

A analise histoldgica foi realizada na tibia esquerda dos animais. ApGs coleta, as
amostras foram fixadas em formalina a 10%, durante 2 dias, descalcificadas em EDTA 4%
(Merck) e embebidas em blocos de parafina. Secdes finas (5 um) foram preparadas no
eixo perpendicular medial-lateral utilizando um micrétomo (Leica Microsystems AG,
Wetzlar, Alemanha). Pelo menos, trés secfes de cada espécime foram coradas com

hematoxilina e eosina (HE, Merck) (RENNO et al, 2006).

2.5. Avaliacao histolégica e histomorfométrica

Para a realizacdo da andlise histopatologica, as tibias direitas foram fixadas em
formalina tamponada a 10% (Merck, Darmstadt, Germany) por 24 horas, descalcificadas
em solucdo de EDTA a 4% (Merck) e, posteriormente, incluidas em blocos de parafina. Na
sequéncia, os blocos de parafina foram cortados longitudinalmente, com espessura
padronizada de 5um e os cortes foram montados em Iaminas histologicas.

A andlise qualitativa das tibias foi realizada por meio de laminas coradas com
Hematoxilina e Eosina (HE, Merck). Para tal, foi utilizado um microscépio de luz (Olympus,
Optical Co. Ltd, Tokyo, Japan) e foram avaliadas, a estrutura do tecido e as zonas de
reabsorcdo e formacdo Ossea. Pelo menos, trés seccbes de cada espécime foram

examinadas e dois observadores experientes realizaram a avaliacdo de forma cega.
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A morfometria da area total tibial (ATT) e area cortical tibial (ACT) foi mensurada
utilizando um sistema de analise de imagem Pro-imagem (Wetzlar, Alemanha). Para tal,
foram captadas imagens através de uma camara digital (AxioCam HRc, Carl Zeiss,
Alemanha) acoplada & um microscopio de luz (Leica Microsystems AG, Wetzlar,
Alemanha), com uma ampliacdo de 2,5 X, e a um computador equipado com sistema de
analise de imagem (Leica ® Qwin sistema de analise de Pro-imagem, Wetzlar, Alemanha).
A partir das micrografias, foram obtidas as areas internas (Al) e externas (AE) das tibias,
em micrometros quadrados (um?). A ATT correspondeu ao valor da AE enquanto a ACT
correspondeu a AE menos Al. Dois observadores experientes realizaram a avaliacdo de

uma forma cega (HONGBING et al, 2004; RENNO et al, 2006; MEDALHA et al, 2010).

2.6. Imunohistoquimica

Para a realizacdo da avaliacdo imunohistoquimica, foram confeccionadas laminas
histologicas com cortes seriados de 5um de espessura. A parafina foi removida com xilol e
os cortes foram reidratados em etanol e, em seguida, imersos em solucdo de tampéo
citrato a 0,01M (pH 6,0) em microondas (850W) por trés ciclos de cinco minutos cada para
recuperacdo antigénica. O material foi pré-incubado com peréxido de hidrogénio a 0,3%
em solucdo de tampao fosfato (PBS) por cinco minutos para inativacdo da peroxidase
endégena e, na sequéncia, bloqueado em soro fetal bovino a 5%, diluido em solucdo de

PBS por dez minutos.

As amostras foram entdo incubadas com anti-Runx2 e anti-RANK-L anticorpo primarios
monoclonais (Santa Cruz Biotechnology, EUA) com uma concentragédo de 1:200. A

incubacédo foi realizada em refrigerador (a 4°C) por um periodo de 12 horas, seguida de
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dois banhos em solucdo de PBS, com duracdo de cinco minutos cada. Em seguida, os
cortes foram incubados com biotina conjungada ao anticorpo secundario anti-lgG de
coelho (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) na concentracao de 1:200 em PBS por
uma hora . Na sequéncia, os cortes foram lavados duas vezes com PBS, seguido por
aplicacdo de complexo pré-formado de avidina-biotina-peroxidase (Vector Laboratories)
por 45 minutos. Os complexos foram visualizados por meio da aplicacdo de solucéo de 3,3

diaminobenzidina a 0,05% e contra corados com Hematoxilina de Harris.

Para confirmagdo dos resultados, alguns cortes foram submetidos ao mesmo
tratamento omitindo-se somente 0s anticorpos primarios. Estes cortes serviram como
controle negativo das rea¢cfes. Além disso, foram realizados controles positivos internos

em cada bateria da reacgao realizada (ANANDARAJAH , 2009; MEDALHA et al, 2010).

Posteriormente, as laminas foram analisadas por meio de um microscopio de luz
(Olympus, Optical Co. Ltd, Tokyo, Japan). Foram avaliados trés campos de cada corte e
observada a presenca e localizacdo da imunomarcacdo dos fatores analisados. Quando
presente foi determinada se a imunomarcacao era localizada nas células ou na matriz

extracelular.

Além disso, foi mensurada a imunoexpressdo por percentual da area do campo
avaliado: leve para imunomarcacao positiva, porém em area menor do que de 35% do
campo analisado, moderada para imunomarcacao positiva em area entre 35% a 65% do
campo avaliado e intensa, para area com imunoexpressao positiva do fator analisado

maior do que 65% do campo avaliado.
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2.7. Analise Biomecanica

As propriedades biomecanicas dos fémures foram determinadas por um teste de
inclinag&o de trés pontos em uma Maquina Universal de Testes Instron (Instros cop, Cantn,
MA, modelo 4444). Anteriormente ao teste, os ossos foram descongelados em temperatura
ambiente. Cada osso foi colocado em um dispositivo de sustentacdo com dois suportes
localizados a uma distancia de 13 mm. Foi utilizada uma célula de carga com capacidade
méxima de 1KN e pré-carga de 5N em velocidade constante de 0,5cm/min. Finalmente, a
amostra foi submetida a uma forca de flexdo, com taxa de deformacéo constante de
0,5cm/min até o momento da fratura. A partir da curva de carga-deformacao, foram obtidos
os valores de carga maxima (KN), tenacidade (J), resiliéncia (J), a carga maxima de fratura

(N) e rigidez (N / mm) (BAYAT et al, 2009).

2.8. Densitometria

O método utilizado neste estudo para analisar a medida da densidade mineral éssea
por meio de seu conteudo e, assim, determinar a resisténcia dessa estrutura foi a
densitometria 6ssea. Os fémures direitos foram submetidos a essa andlise. O exame foi
realizado na Disciplina de Endocrinologia da Universidade Federal de Sdo Paulo, em
aparelho DEXA Hologic (Bedford, MA, EUA), e analisados por um software especifico para
pequenos animais. O coeficiente de variacdo do meétodo foi avaliado pela analise da

variacdo de duas medidas consecutivas apos reposicionamento dos 30 animais. A analise
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da densitometria 6ssea foi feita por um investigador que ndo teve o conhecimento a qual

grupo cada amostra pertencia (MEDALHA et al, 2010; D’LOZANO et al, 2001).

2.9. Anadlise estatistica

Todas as variaveis foram organizadas por meio de técnicas descritivas, na forma de
médias e desvio-padrdao (DP). A normalidade da distribuicdo das variaveis foi verificada
através do teste de Shapiro-Wilk’'s. Todas as variaveis apresentaram distribuicdo normal da
amostra. Para as comparacdes entre os grupos foi realizada a analise de variancia
(ANOVA, one-way), complementada pelo teste post-hoc de Tukey. As analises foram
realizadas no software STATISTICA versao 7.0 (StatSoft Inc.). Para as conclusGes das

analises estatisticas foi utilizado o nivel de significancia de 5% (p<0,05).

3. Resultados

3.1. Achados Gerais

Dos 30 animais incluidos neste estudo, dois foram perdidos devido a uma
depressao respiratoria induzida por anestesia. O restante dos animais se recuperou sem
intercorréncias da indu¢do do DM e procedimento a laser. Sem sinais de inflamacdo ou

respostas teciduais macroscoépicas adversas durante o periodo experimental.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Lozano%2BD%5bauth%5d
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3.2. Caracterizacdo da amostra

A Tabela 2 demonstra os valores da massa corporal inicial (MCI) (uma semana apdés
a inducao de DM) e final (MCF) e o nivel de glicose no inicio (GI) e no fim do experimento
(GF). Pode ser observado que a MCI foi significativamente menores nos animais diabéticos
(GL e GD) quando comparado com GC. Ao final do tempo experimental, os valores de
MCF foram significativamente menores nos animais diabéticos (GL e GD) quando
comparado com GC. Ainda, os niveis de glicose foram significativamente maiores nos
animais diabéticos (GL e GD) em comparacdo com a GC, ao inicio e no final do

experimento (Tabela 2).

Tabela 2. Média e desvios padrdes da Massa corporal e niveis de glicose.

MCI (g) MCF (g) Gl (mg/dl) GF (mg/dl)
GC 305,00 + 31,71 331,13 + 28,98 131,13 + 33,34 162 + 6,33
GD 278,78 + 32,87° 191,44 +8,88° 393,22 +51,02° 509,33 + 56,33°
GL 269,10+ 17,97° 231 +53,94% 445,20 + 83,75° 495,70 + 55,09°

MCl=Massa corporal inicial; MCF=Massa corporal final; Gl= glicose inicial; GF= Glicose final; p <
0,05;a vs GC.

3.3. Avaliacao histologica e histomorfométrica

Os cortes histologicos representativos de todos 0s grupos experimentais, no final do
experimento sdo mostrados na Figura 1. A analise histopatologica qualitativa revelou que o
GC demonstrou presenca de ostedcitos com morfologia sem alteracbes (Figura 3A).

Animais diabéticos ndo tratados apresentaram extensas areas de reabsorcdo Ossea
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(Figura 3B). Além disso, a area do osso cortical do GD apresentou-se menor em relacdo
ao GC. Os animais diabéticos irradiados mostraram areas esporadicas de reabsorcao e
area cortical com uma aparéncia sem alterac6es. A espessura do 0sso cortical deste grupo

foi semelhante a do GC (Figura 3C).

Figura 3. Fotomicrografias representativas dos grupos experimentais. Ostedcitos (seta fina) e &reas de
reabsorcado (setas grossas). A - grupo controle, B - grupo controle diabético; C — grupo diabético tratado com

laser.

A avaliacdo morfométrica evidenciou valores estatisticamente maiores no ATT e
ACT no GC em comparacao com 0s grupos diabéticos tratados e néo tratados. Além disso,

0 ACT foi estatisticamente maior no GL em comparacao com o GD (Figura 4).
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Figura 4. Resultados da morfometria. ATT: Area total tibial; ACT: Area cortical tibial; GC: grupo controle, GD:

grupo diabético; GL: diabético tratado com laser (* GC vs GLe GD; # GL vs GD; P < 0,05).

3.4. Imunohistoquimica

A imunomarcacdo de Runx-2 para todos 0s grupos experimentais pode ser
observada na Figura 5. O Runx-2 foi detectado predominantemente no citoplasma das
células G6sseas, em todos os grupos. No GC, foi notada forte imunoexpressao de Runx-2,
principalmente em células do tecido da medula (Figura 5A). Nos ratos diabéticos nao
tratados, foi detectada fraca imunoexpressao de Runx-2 (Figura 5B). Os animais diabéticos

tratados a laser apresentaram Runx-2 fortemente expresso (Figura 5C).
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Figura 5. Secc¢des representativas da imunohistoquimica de Runx-2. A imunocoloragdo de Runx-2 (seta). A -

grupo controle, B - grupo diabético; C - diabético tratado com laser.

Na andlise imunohistoquimica do RANK-L, no GC (Figura 6A), GD (Figura 6B) e GL
(Figura 6C) células imunopositivas foram moderadamente detectadas no tecido 6sseo sem

diferencas notaveis entre grupos.

Figura 6. Seg¢8es representativas da imuno-histoquimica de RANK-L. A imunocoloragdo de RANK-L (seta). A

- grupo controle, B - grupo diabético; C - diabético tratado com laser.
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3.5. Analise Biomecéanica

Andlise biomecéanica evidenciou que o GC apresentou valores significativamente
maiores para a forca maxima, tenacidade, rigidez e forca de fratura em comparacdo com
GD e GL. O GL mostrou valores significativamente maiores de forca fratura em
comparacdo com o GD (Tabela 3). Nao foram encontradas outras diferengas entre os

grupos para as demais variaveis.

Tabela 3. Resultados da analise biomecanica em média e desvio padrao.

Forca Maxima (KN)  Tenacidade (J) Rigidez (N/mm) Forca de fratura (KN)

GC 0,0743+ 0,004 0,079 = 0,007 161,6 + 1,79 0,054 + 0,001
GD 0,055 + 0,001 2 0,049 + 0,008% 138,67+ 0,94° 0,03 + 0,001°
GL 0,061 + 0,006 0,048 + 0,01° 136,73 + 8,194° 0,044 + 0,0062

GC (grupo controle), GD (grupo diabético); GL (grupo tratado com laser); a: GC vs GD and GL (p < 0,05).

3.6. Densitometria Ossea

A densitometria revelou que os valores de CMO e DMO do GD foram estatisticamente

inferiores em relacdo ao GC e GL. Achados similares das variaveis densitométricas (CMO

e DMO) foram observados em GL e GC (Figuras 5 e 6).
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andlise de conteddo mineral 6sseo mostrando resultados inferiores no GD
GC (grupo controle), GD (grupo diabético); GL (grupo tratado com laser);. * P <

Figura 8. Resultado da andlise da densidade mineral 6éssea mostrando resultados inferiores no GD
comparando ao GL e GC. GC (grupo controle), GD (grupo diabético); GL (grupo tratado com laser). # P <

0,05.
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4. Discussao

Este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da LLLT no tecido ésseo de ratos
diabéticos. Os resultados histoldégicos demonstraram que a DM induziu um aumento das
areas de reabsorcdo do osso cortical e que a laserterapia foi capaz de modular este
desequilibrio. Além disso, os animais diabéticos irradiados com LLLT mostraram aumento
da area cortical em relacdo ao grupo diabético ndo tratado. A andlise imunohistoquimica
demonstrou uma maior imunoexpressdo de RUNX-2 no GL em comparacdo GD e a
imunoexpressdo de RANK-L foi similar em todos os grupos experimentais. Além disso, a

LLLT foi capaz de aumentar a forca de fratura, CMO e DMO nos ratos diabéticos.

As alteracdes histoldgicas observadas nos ratos diabéticos néo tratados corroboram
com os dados encontrados na literatura que indicam que o remodelamento 6sseo esta
alterado no DM devido ao aumento da atividade osteoclastica e menor acdo osteoblastica
(WONGDEE e CHAROENPHANDHU, 2011; JOSHI et al, 2013). Evidéncias apontam que a
insulina tem uma acdo osteogénica, aumentando a proliferacdo de células dsseas, a
atividade da fosfatase alcalina e da sintese do coldgeno e osteocalcina (CORNISH et al,
1996; HUANG et al, 2010), fato este demostrado atravez da reducéo significativa da Aarea
titbial total nos grupos diabéticos do presente estudo. Portanto, os niveis reduzidos de
insulina observados na situacdo clinica de DM podem levar ao desenvolvimento de
osteoporose (HIGGINS et al, 2010; BLAKYTNY et al, 2011) Interessantemente, a
laserterapia foi capaz de prevenir a perda de massa 6ssea relacionada ao DM, modulando
as areas de reabsorcdo e aumentando a area cortical 6ssea. Estes resultados podem ser
associados com os efeitos estimuladores de LLLT sobre a proliferacdo das células

teciduais e do metabolismo 6sseo (RENNO et al, 2006; BAYAT et al, 2009; FAVARO-PIPI
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et al, 2011). A LLLT é conhecido por aumentar a atividade mitocondrial (PIRES-OLIVEIRA
et al., 2008), sintese de DNA e RNA osteoblastico, formagéo do calo 6ésseo (STEIN et al,
2005.), expressao do génica de osteocalcina e osteopontina (YAOITA et al, 2000;RENNO
et al, 2007), que culmina com a estimulagédo da proliferacdo das célular e aceleracdo do
metabolismo ésseo (FAVARO-PIPI et al, 2011). Neste contexto, a hipétese de que a
laserterapia pode ter agido na estimulacdo da atividade dos osteoblastos e no desequilibrio
na modulacdo da remodelacdo Ossea, relacionada com a hiperglicemia, pode ser

confirmada.

De modo semelhante, expressdo aumentada RUNX-2 foi observada no GL em
comparagdo com GD. RUNX-2 é essencial para a diferenciagdo dos osteoblastos e a
osteogénese e regula a expressdo de varios genes de proteinas da matriz extracelular
durante a proliferacdo celular 6ssea (KOMORI et al, 2011). Pode-se sugerir que a melhor
organizagdo do tecido observada nos animais diabéticos tratados pode ser um resultado
da expressdo constante de RUNX-2, induzida pela estimulacdo do laser, suportando a
hip6tese do elevado potencial osteogénico desta terapia. Estes resultados corroboram com
outros estudos que descrevem o aumento da imunoexpressdo de RUNX-2, associado a
laserterapia, em modelos animais com defeitos 6sseos induzidos (FAVARO-PIPI et al,

2011, BOSSINI et al, 2012).

RANK-L € um membro da familia das citocinas fator de necrose tumoral (TNF), que
€ um ligante para o receptor ativador do fator nuclear kB (RANK) e osteoprotegerina
(OPG). Ele funciona como um fator-chave para a diferenciagéo e ativagédo dos osteoclastos
(KEARNS et al, 2008; ANANDARAJAH, 2009). A analise imunohistoquimica demonstrou
gue a mesma intensidade de imunomarcacdo de RANK-L foi encontrada para todos os

grupos experimentais. Este fato sugere que a DM né&o influenciou a quantidade de
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macrofagos / osteoclastos no tecido 6sseo e a presenca de areas de reabsor¢cdo muito
mais intensas nos grupos diabéticos pode estar relacionada com a diminuicdo da atividade

dos osteoblastos.

A avaliagdo biomecénica mostrou que DM induziu uma redugao significativa nas
propriedades mecéanicas do osso. Estudos anteriores demonstraram que a hiperglicemia e
diminuicdo dos niveis de insulina podem levar a alteragBes na microestrutura do 0sso,
resultando numa diminuicdo de suas propriedades biomecéanicas (REDDY et al, 2001;
BAYAT et al, 2009). Nyman et al (2011) observaram uma diminuicdo nas propriedades
biomecénicas do osso em ratos diabéticos. Embora quase todas as propriedades
biomecénicas da GL mostrarem-se semelhantes aos do GD, a forga de fratura foi
significativamente maior, sugerindo um possivel efeito positivo da irradiacédo laser. Bayat et
al (2009) investigando os efeitos da radiacdo laser HeNe sobre as propriedades
biomecéanicas do osso de ratos diabéticos, observou um aumento da resisténcia maxima

em relacdo aos animais do grupo controle (YU et al, 1999; NISSAN et al, 2006).

Além disso, os valores de DMO e CMO foram semelhantes entre o GC e GL. Estes
resultados sdo uma evidéncia direta da atividade osteogénica da LLLT e confirma a
hipétese levantada anteriormente de que esta terapia aumentou a atividade dos

osteoblastos, que pode culminar com a maior deposicao de massa 0ssea.

Assim, os resultados do presente estudo confirmam a hipétese de que a LLLT pode
estimular o metabolismo 6sseo alterado como na DM, podendo constituir um tratamento
promissor para aumentar a massa 6ssea e as propriedades biomecanicas. Como
limitagOes para este estudo tem-se o relativo curto prazo de avaliagcdo do desempenho da
LLLT, assim o desempenho a longo prazo da irradiacdo laser continua a ser objeto de

estudo.
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Além disso, embora os efeitos da LLLT no osso de ratos diabéticos tenham sido
evidenciados em alguns estudos, ndo ha consenso sobre os parametros do laser ideais a
serem utilizados em animais diabéticos (REDDY et al, 2001; ABDI et al, 2009; AKYOL e
GUNGORMUS, 2010). Bem como os estudos posteriores néo utilizaram a associagédo de
analises microscopicas e macroscopicas com as utilizadas no presente estudo. Assim,
estes dados preliminares sugerem uma indicacdo de possiveis utilizacbes do laser no
tecido 0sseo diabético, com o objetivo de estimular o metabolismo 6sseo e do aumento da
DMO. No entanto, as razfes para tal efeito promotor e os parametros a serem utilizados

em seres humanos ainda ndo estéo claros o que necessitam de mais investigacao.

5. CONCLUSAO

Em sintese pode-se concluir que a laserterapia tem potencial osteogénico,
estimulando a atividade dos osteoblastos, evidenciada pela maior imunoexpressao de
RUNX-2 no GL, resultando em aumento da area cortical, forca de fratura, CMO e DMO.
Esses dados destacam o enorme potencial do uso de laserterapia para melhorar o
metabolismo 6ésseo. Outros estudos de longo prazo devem ser desenvolvidos para
fornecer informacgdes adicionais sobre o0s estagios finais da estimulacdo do laser no tecido

6sseo diabético.
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7. ESTUDO 2

Exercicio fisico resistido associado a terapia laser de baixa intensidade estimula o

metabolismo 6sseo em ratos diabéticos

Resumo

O presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos de um protocolo de exercicio
fisico, associado ou ndo a terapia laser, em tibias e fémures de ratos com DM induzida por
estreptozotocina (STZ). Quarenta ratos Wistar machos foram distrlbuidos aleatoriamente
em 4 grupos experimentais: Grupo Controle (GC), grupo diabético (GD), grupo diabético
treinado (GT) e grupo diabético treinado e irradiado com laser (GTL). A DM foi induzida por
injecdo de STZ na veia peniana e apdés uma semana, tiveram inicio os protocolos de
tratamento (exercicio fisico e terapia laser). Estes foram realizados durante 6 semanas, 3
vezes por semana, totalizando 18 sessBes. O exercicio resistido (ER) consistiu em
escaladas com carga atrelada a cauda dos animais, e estas cargas foram aumentadas
semanalmente ao longo das sessdes de treinamento, no GTL ao final de cada sesséo de
ER os animais foram irradiados com laser Ga-Al-As, 808 nm, 100 mW, 3,57W/cm?,
0,028cm?, 120J/cm? 34s em cada ponto. Ao fim do experimento, os animais foram
eutanasiados por asfixia com CO, e as tibias e os fémures foram dissecados para analises
da imunoexpressdo de fatores osteogénicos, propriedades biomecéanicas e parametros
densitométricos. O GT e GTL mostraram aumento da area cortical, densidade mineral
Ossea e propriedades biomecéanicas. O conteudo mineral 6sseo, a forca de fratura e rigidez
foram maiores no grupo GTL em relacdo ao GT. Ainda, a analise imunohistoquimica
revelou que GT e GTL apresentaram imunoexpressdo de RUNX-2 aumentada em relagao
a GD. J4 a imunoexpressdo de RANK-L foi moderada no GD e fraca nos demais grupos
experimentais. Como conclusdo, o exercicio resistido promoveu ativacdo osteoblastica, o
gue culminou com o aumento nas propriedades biomecéanicas e na densidade mineral
Ossea. A associacao de exercicios fisicos e LLLT promoveu efeito adicional ao potencial
osteogénico do ER realizado isoladamente. Consequentemente, estes dados evidenciam o
potencial do exercicio fisico no tratamento da perda 6ssea devido a DM. Outros estudos
devem ser realizados para fornecer informacdes adicionais sobre os efeitos da LLLT como
terapia coadjuvante ao exercicio resistido.

Palavras-chave: streptozotocina, exercicio resistido, terapia laser de baixa intensidade.
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Abstract

The present study aimed to evaluate the effects of an exercise protocol, with or without
laser therapy in tibias and femurs of rats with diabetes induced by streptozotocin (STZ).
Forty male Wistar rats were randomly divided into 4 groups: control group (CG), diabetic
group (DG), trained diabetic group (TG) and trained diabetic group and irradiated with laser
therapy (TLG). Diabetes was induced by injection of STZ in the penile vein and after a
week, began treatment protocols (exercise and laser therapy). These were done for 6
weeks 3 times per week, for a total of 18 sessions. Resistance exercise (RE) consisted of
climbing with load tied to the tail of the animal, and these loads were increased weekly
throughout the training sessions, the TLG at the end of each session ER animals were
irradiated with laser Ga-Al-As , 808 nm, 100 mW 3.57 W/cm2, 0, 028cm2, 120J/cm2, 34s at
each point. At the end of the experiment, the animals were euthanized by CO2 asphyxiation
and the tibias and femurs were dissected for analysis of immunostaining of osteogenic
factors, biomechanical and densitometric parameters. The T Gand TLG showed increased
cortical area, bone mineral density and biomechanical properties. The bone mineral
density, fracture strength and stiffness were higher in TLG over the TG. Furthermore,
immunohistochemical analysis showed that TG and TLG immunoassayed for RUNX-2
increased relative to DG. Already immunoreactivity RANK-L was moderate in GD and weak
in the other groups. In conclusion, resistance exercise promoted osteoblast activation,
which culminated with the increase in the biomechanical properties and bone mineral
density. The combination of exercise and LLLT, promoted the osteogenic potential
additional effect of ER performed alone. Consequently, these data highlight the potential of
exercise in the treatment of bone loss due to DM. Further studies should be conducted to
provide additional information on the effects of LLLT as adjuvant therapy resistance
exercise.

Keywords: streptozotocin, resistance exercise, low intensity laser therapy.
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1. Introducéao

Diabetes Mellitus tipo 1 é uma doenca cronica caracterizada por extensas alteracoes
bioguimicas provocadas pela falta ou diminuicdo no nivel de insulina (EINHORN et al.,
1988). E estimado que essa doenca afeta cerca de 6 a 8% da populacdo mundial e leva ao
desenvolvimento de diversas complicacdes entre elas, retinopatia, nefropatia e doencas

cardiovasculares (MATHIASSEN et al., 1990).

Além disso, diversos autores relatam que individuos diabéticos apresentam também
alteracbes no metabolismo ésseo, com uma diminuigdo da atividade dos osteoblastos e
aumento da atividade dos osteoclastos, o que resulta em alteracdes entre a formacao e a
absorcdo 6ssea, podendo culminar em reducdo da densidade mineral 6ssea (DMO)
(THRAILKILL et al, 2005,. HONGBING et al, 2004; WONGDEE e CHAROENPHANDHU,

2011) .

Véarios estudos demonstraram evidéncias que animais diabéticos apresentam
reducdo significativa da DMO e uma taxa de aumento da incidéncia de diminuicdo de
massa 6ssea (JANGHORBANI et al, 2005; VESTERGAARD, 2007; KAYAL et al, 2009;
JOSHI et al, 2013; STARUP-LINDE, 2013). Consequentemente, fraturas &sseas
associadas a reduzida DMO tém incidéncia aumentada na presenca de ambos os tipos de
DM (WONGDEE e CHAROENPHANDHU, 2011). Além disso, varios outros autores
também verificaram diminuicdo das propriedades biomecéanicas e dimimunicdo do
conteudo mineral 6sseo (com reducdo das concentracdes séricas de célcio e fosfato) em

animais diabéticos (BOTUSHANOV e ORBETZOVA, 2009; BLAKYTNY, 2011).
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Uma vez que a DM tornou-se um dos problemas mais importantes de saude publica,
€ necessario o desenvolvimento de tratamentos eficazes, capazes de estimular a formacéo
O0ssea. Dentro deste contexto, um dos tratamentos mais promissores para estimular o
metabolismo 6sseo e modular a perda 0ssea na situacéo clinica do DM é o exercicio fisico

(DUNCAN, et al, 1998; SIGAL et al, 2007; DALY e PETIT, 2007; CAIXETA et al, 2008).

O exercicio fisico atua no metabolismo 0sseo através da sobrecarga mecanica que
induz uma deformacdo temporéaria, e constitui um estimulo adequado para ativar a
formacgéo dssea e aumentar a densidade mineral 6ssea (WOOD e O'NEILL, 2012). Alguns
estudos evidenciaram que exercicios fisicos podem controlar a perda de massa 6ssea em
pacientes com DM (FUJIMURA et al, 1997; HENDERSON et al, 1998; NOTOMI et al,
2000; DALY et al, 2005; MAGGIO et al, 2011; ELHABASHY et al, 2011). Gomes et al
(2006) observaram que, ratos diabéticos submetidos a um protocolo de exercicio fisico
apresentaram um aumento dos niveis séricos de IGF-1, um maior comprimento da tibia, e
aumento do conteldo mineral ésseo em relacdo ao grupo controle. Esses achados
corroboram com os encontrados por Verhaeghe et al. (2000) e Daly et al. (2005) que
puderam constatar aumento nos niveis de IGF-1 e sensibilidade a insulina e um aumento

no CMO e DMO, respectivamente, apds protocolo de exercicios fisicos em DM.

De forma similar, alguns estudos investigaram a ac¢do da LLLT na estimulacdo de
tecidos bioldgicos, incluindo o tecido 6sseo. A LLLT é capaz de modular o metabolismo
celular e estimular a respiracdo mitocondrial, aumentando a producdo de oxigénio
molecular e a sintese de ATP (KARU, 2010, JAVADIEH et al, 2009; BAYAT et al, 2009).
Estes efeitos produzem um aumento da sintese de DNA, de RNA e de proteinas, o que

pode culminar no aumento da proliferacao celular (STEIN et al, 2008; KARU, 2010).
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No tecido Osseo a laserterapia tem um efeito benéfico e pode aumentar a
proliferacdo celular e promover um estimulo & consolidagéo da fratura (RENNO et al, 2006;
ABID et al, 2009, FAVARO-PIPI et al, 2011; AKYOL e GUNGORMUS, 2011). Além disso,
varios estudos demonstraram que a laserterapia tem efeitos positivos na massa 0ssea de
ratos com osteoporose e ratos diabéticos (RENNO et al, 2006; ABDI et al, 2009;
JAVADIEH et al, 2009; BAYAT et al , 2009; KARU et al 2010; FAVARO- PIPI et al, 2011;
BOSSINI et al, 2012). Bayat et al (2009) observaram que o laser He-Ne (632,8 nm, 10 mW)
produziu um aumento significativo nas propriedades biomecéanicas da tibia e camada

cortical 6ssea em ratos diabéticos.

Embora os efeitos positivos do exercicio fisico e da LLLT no tecido ésseo em ratos
diabéticos tenham sido evidenciados, a associacdo de ambos 0s recursos na massa 0ssea
de animais nesta condi¢do clinica ainda ndo foi investigada. Tendo em vista 0 acima
mencionado, foi levantada a hip6tese de que a associacdo do ER com o LLLT constitui
uma terapéutica com maior potencial osteogénico para influenciar positivamente o efeito do
ER no tecido 6sseo em ratos diabéticos. Assim, o presente estudo teve como objetivo
avaliar os efeitos de um protocolo de exercicio fisico, associado ou ndo a aplicacdo de
laser terapéutico em tibias e fémures de ratos com DM. Para isso, ratos Wistar foram
distribuidos em quatro grupos diferentes (grupo controle, grupo de diabéticos, grupo
diabético treinado e grupo laser treinado) e a resposta 6ssea foi avaliada por meio de uma

analise histoldgica, imunohistoquimica, densitometria e analise biomecanica.
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2. Método

2.1. Delineamento experimental

Quarenta ratos machos Wistar (idade de 8 semanas e pesando 310 + 12,8 g) foram
utilizados neste estudo. Os ratos foram distribuidos aleatoriamente em 4 grupos (n = 10
em cada grupo): Grupo Controle (GC), Grupo Diabético (GD), Grupo Diabético Treinado
(GT) e grupo diabético treinado e submetido a irradiacéo laser (GTL). Os animais foram
mantidos sob temperatura controlada (22 + 2 °© C), periodos de claro-escuro de 12 horas, e
acesso irrestrito a agua e ra¢do comercial. A manipulacdo dos animais e 0os procedimentos
foram realizados estritamente de acordo com o Guia de Cuidados e Uso de Animais de
Laboratorio. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Federal de

Séo Paulo (2010/145).

2.2. Inducéo de DM e avaliacdo de massa corporal

O DM foi induzido por injecéo intravenosa na veia peniana de STZ toxina de células
de B-pancreéticas (Sigma-Aldrich ®, Brasil) (60 mg / kg de peso corporal), dissolvido em
tampao citrato estéril. Os ratos do GC receberam uma injecédo de tampao de citrato. Uma
semana apos o procedimento, os niveis de glicose foram registrados e DM foi definida
como a concentracao de glicose no sangue superior a 250 mg / dL em uma amostra de
sangue (Accutrend ® Plus, Roche, S&o Paulo-Brasil). Este procedimento foi repetido uma

vez por semana ao longo do estudo (COOMBE et al., 2001).
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Adicionalmente, a massa corporal foi monitorada semanalmente em uma balanca
analitica (Kern ® 440-21A; Balingen-Frommern alem&o). A massa corporal inicial (MCI)
(considerado como a massa corporal de 7 dias apos a inducdo do DM) e a massa corporal
final (MCF) foram considerados para determinar a carga maxima suportada por cada

animal durante o teste de carga méxima, no inicio e no final do periodo experimental.

2.3. Protocolo de treino resistido e da determinag¢éo da carga maxima

O protocolo de exercicio utilizado consistiu em um modelo-de escalada utilizando
uma escada de metal (1,1 x 0,18 m, a grade de 2cm, 80 ° de inclinacdo) com um
compartimento (20 x 20 x 20 cm), na parte superior. A dimensédo da escada induziu os
animais a realizarem 8-12 movimentos dinamicos por subida do inicio da escada até o
compartimento. Um dispositivo de carga foi fixado envolvendo a porcao proximal da cauda,
com uma fita adesiva, e permitia adicdo de pesos de chumbo de 20 a 50 gramas

(HORNBERGER e FARRAR, 2004).

O treinamento teve inicio com duas sessdes de familiarizacdo com 24 horas entre
elas, sem qualquer peso fixado a cauda dos animais. Estas sessdes tiveram como objetivo
ensinar a escalada ao animal e consistiram de 3 a 5 escaladas consecutivas ao topo, com
um intervalo de 60 segundos de descanso entre elas. O procedimento foi realizado até que
0s animais subissem voluntariamente sem estimulo sonoro ou manual. Apdés esse
procedimento os animais descansaram por 1 dia e foram submetidos a teste de carga

maxima (TCM).

O TCM consistiu em sucessivas escaladas, com transporte de cargas

progressivamente mais pesadas. Para a subida inicial no TCM, a carga transportada foi de



75

50% da massa corporal do animal. Depois disso, 30 g de peso foram adicionados, até que
uma carga maxima fosse atingida, tal carga era determinada quando os animais n&o
conseguiam subir todo o comprimento da escada, mesmo apoés trés estimulos manuais

sucessivos na cauda.

A carga mais elevada alcancada com sucesso em todo o comprimento da escada foi
considerada a capacidade méxima do rato de transporte para a sessao de treino. A sessao
de exercicio fisico consistiu em 9 subidas, com intervalo de descanso de 60 segundos,
sempre com 80% de carga. Ao término de 3 sessBes de treinamento era realizado novo
teste de carga maxima e no dia seguinte implementado novos pesos. O treinamento
resistido foi realizado ao final da tarde, devido aos habitos noturnos dos animais, em um
total de 18 sessdes, 3 vezes por semana em dias ndo consecutivos (FIGURA 1). O TCM
para a determinacdo da carga maxima foi repetido apds o protocolo de treino resistido

(TABELA 1).

No GTL as irradiacGes de LLLT foram realizadas logo apdés o treino, sendo utilizada
a técnica pontual de contato, com a caneta do equipamento posicionada
perpendicularmente a regido medial de ambos os fémures e tibias. No grupo GT foram
realizadas aplicacdes da LLLT sham, com o aparelho desligado, nos mesmo pontos e pelo

mesmo tempo, também apads o treinamento.

2.4. Irradiacéo do laser

O tratamento com laser iniciou-se uma semana apoés a inducédo do DM. Foi utilizado

0 equipamento de laser Ga-Al-As modelo portatil de Laser DMC, classe 3B Ga-Al-As diodo,
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com comprimento de onda 808 nm, emissdo continua, poténcia de saida de 100 mW,
densidade de poténcia de 3,57W/cm?, area do feixe de 0, 028cm?, divergéncia de 1.5°, na
fluéncia de 120J/cm? , tempo de irradiacdo de 33s e energia por ponto 3.3 J. A irradiacdo
foi realizada em técnica de contato pontual, no ponto médio de ambas as tibias e fémures
(4 pontos no total) (MEDALHA et al, 2010). O tratamento com laser foi realizada por 18
sessOes, 3 vezes por semana, em dias ndo consecutivos. Vinte e quatro horas apos a
Ultima sessao de tratamento, os ratos foram eutanasiados por asfixia com CO; e 0S 0SS0S

foram removidos para analise.

2.5. Procedimentos histolégicos

A andlise histologica foi realizada na tibia esquerda dos animais. ApGs coleta, as
amostras foram fixadas em formalina a 10%, durante 2 dias, descalcificadas em EDTA 4%
(Merck) e embebidas em blocos de parafina. Sec6es finas (5 um) foram preparadas no
eixo perpendicular medial-lateral utilizando um micrétomo (Leica Microsystems SP 1600,
Nussloch, Alemanha). Pelo menos, trés secdes de cada espécime foram coradas com

hematoxilina e eosina (HE, Merck).

2.6. Avaliacdo histomorfométrica

Para a realizacdo da analise histopatoldgica, as tibias direitas foram fixadas em
formalina tamponada a 10% (Merck, Darmstadt, Germany) por 24 horas, descalcificadas

em solucédo de EDTA a 4% (Merck) e, posteriormente, incluidas em blocos de parafina. Na
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sequéncia, os blocos de parafina foram cortados longitudinalmente, com espessura
padronizada de 5um e os cortes foram montados em laminas histologicas.

A andlise qualitativa das tibias foi realizada por meio de laminas coradas com
Hematoxilina e Eosina (HE, Merck). Para tal, foi utilizado um microscoépio de luz (Olympus,
Optical Co. Ltd, Tokyo, Japan) e foram avaliadas, a estrutura do tecido e as zonas de
reabsorcdo e formacdo Ossea. Pelo menos, trés seccbes de cada espécime foram
examinadas e dois observadores experientes realizaram a avaliacdo de forma cega.

A morfometria da area total tibial (ATT) e area cortical tibial (ACT) foi mensurada
utilizando um sistema de analise de imagem Pro-imagem (Wetzlar, Alemanha). Para tal,
foram captadas imagens através de uma camara digital (AxioCam HRc, Carl Zeiss,
Alemanha) acoplada & um microscopio de luz (Leica Microsystems AG, Wetzlar,
Alemanha), com uma ampliacdo de 2,5 x, e a um computador equipado com sistema de
analise de imagem (Leica ® Qwin sistema de analise de Pro-imagem, Wetzlar, Alemanha).
A partir das micrografias, foram obtidas as areas internas (Al) e externas (AE) das tibias,
em micrdmetros quadrados (um?). A area tibial total correspondeu ao valor da AE
enquanto a éarea tibial cortical correspondeu a AE menos Al. Dois observadores
experientes realizaram a avaliagdo de uma forma cega (HONGBING et al, 2004; RENNO

et al, 2006; MEDALHA et al, 2010).

2.7. Imunohistoquimica

Para a realizacdo da avaliacdo imunohistoquimica, foram confeccionadas laminas
histoldgicas com cortes seriados de 5um de espessura. A parafina foi removida com xilol e

os cortes foram reidratados em etanol e, em seguida, imersos em solugédo de tampéo
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citrato a 0,01M (pH 6,0) em microondas (850W) por trés ciclos de cinco minutos cada para
recuperacdo antigénica. O material foi pré-incubado com peroxido de hidrogénio a 0,3%
em solucdo de tampéao fosfato (PBS) por cinco minutos para inativacdo da peroxidase
endogena e, na sequéncia, bloqgueado em soro fetal bovino a 5%, diluido em solucdo de

PBS por dez minutos.

As amostras foram entdo incubadas com anti-Runx2 e anti-RANK-L anticorpo
primérios monoclonais (Santa Cruz Biotechnology, EUA) com uma concentracdo de 1:200.
A incubacdo foi realizada em refrigerador (a 4°C) por um periodo de 12 horas, seguida de
dois banhos em solucdo de PBS, com duracdo de cinco minutos cada. Em seguida, os
cortes foram incubados com biotina conjungada ao anticorpo secundario anti-IgG de
coelho (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) na concentragéo de 1:200 em PBS por
uma hora. Na sequéncia, os cortes foram lavados duas vezes com PBS, seguido por
aplicacdo de complexo pré-formado de avidina-biotina-peroxidase (Vector Laboratories)
por 45 minutos. Os complexos foram visualizados por meio da aplicagéo de solugéo de 3,3

diaminobenzidina a 0,05% e contra corados com Hematoxilina de Harris.

Para confirmacdo dos resultados, alguns cortes foram submetidos ao mesmo
tratamento omitindo-se somente 0s anticorpos primarios. Estes cortes serviram como
controle negativo das reacdes. Além disso, foram realizados controles positivos internos

em cada bateria da reacéo realizada (ANANDARAJAH, 2009; MEDALHA et al, 2010).

Posteriormente, as laminas foram analisadas por meio de um microscépio de luz
(Olympus, Optical Co. Ltd, Tokyo, Japan). Foram avaliados trés campos de cada corte e
observada a presenca e localizacdo da imunomarcacao dos fatores analisados. Quando
presente, foi determinada se a imunomarcagéo era localizada nas células ou na matriz

extracelular.



79

Além disso, foi mensurada a imunoexpressao por percentual da area do campo
avaliado: leve para imunomarcacdo positiva, porém em area menor do que de 35% do
campo analisado, moderada para imunomarcacao positiva em area entre 35% a 65% do
campo avaliado e intensa, para area com imunoexpressdo positiva do fator analisado

maior do que 65% do campo avaliado.

2.8. Analise Biomecanica

As propriedades biomecéanicas da tibia esquerda foram determinadas por um teste de
inclinacdo de trés pontos em uma Maquina Universal de Testes Instron (Instros cop, Cantn,
MA, modelo 4444). Anteriormente ao teste, os 0ssos foram descongelados em temperatura
ambiente. Cada osso foi colocado em um dispositivo de sustentacdo com dois suportes
localizados a uma distancia de 13 mm. Foi utilizada uma célula de carga com capacidade
méxima de 1KN e pré-carga de 5N em velocidade constante de 0,5cm/min. Finalmente, a
amostra foi submetida a uma forca de flexdo, com taxa de deformacdo constante de 0,5
cm/min até o momento da fratura. A partir da curva de carga-deformacéao, foram obtidos os
valores de carga maxima (KN) e resiliéncia (J), tenacidade (J), forca de fratura (N) e rigidez

(N / mm) (BAYAT et al, 2009)

2.9. Densitometria

O método utilizado neste estudo para analisar a medida da densidade mineral 6ssea
por meio de seu conteddo e, assim, determinar a resisténcia dessa estrutura foi a

densitometria 6ssea. Os fémures direitos foram submetidos a essa analise. O exame foi
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realizado na Disciplina de Endocrinologia da Universidade Federal de S&o Paulo, em
aparelho DEXA Hologic (Bedford, MA, EUA), e analisados por um software especifico para
pequenos animais. O coeficiente de variacdo do método foi avaliado pela analise da
variacdo de duas medidas consecutivas apés reposicionamento dos 30 animais. A analise
da densitometria 6ssea foi feita por um investigador que ndo teve o conhecimento a qual

grupo cada amostra pertencia (MEDALHA et al, 2010; D’LOZANO et al, 2001).

2.10. Anélise estatistica

Todas as variaveis foram organizadas por meio de técnicas descritivas, na forma de
médias e desvio-padrdo (DP). A normalidade da distribuicdo das variaveis foi verificada
através do teste de Shapiro-Wilk’'s. Todas as variaveis apresentaram distribuicdo normal da
amostra. Para as comparacdes entre os grupos foi realizada a andlise de variancia
(ANOVA- one way), complementada pelo teste post-hoc de Tukey. As analises foram
realizadas no software STATISTICA versao 7.0 (StatSoft Inc.). Para as conclusGes das

analises estatisticas foi utilizado o nivel de significancia de 5% (p<0,05).

3. Resultados

3.1. Observacgéo geral de que 0s animais experimentais

Dos 40 animais disponiveis para este estudo, dois animais foram perdidos devido a

uma depressao respiratdria induzida por anestesia e seis animais foram perdidos apo6s a


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Lozano%2BD%5bauth%5d

81

inducdo do DM. O restante dos animais se recuperou sem intercorréncias do procedimento
de inducdo de DM inicial, e demais tratamentos experimentais (laser e treinamento
resistido). Nenhum sinal macroscoépico de inflamac&o ou respostas teciduais adversas foi

observado durante o periodo experimental.

3.2. Caracterizacdo da amostra

A massa corporal final (MCF) mostrou-se significativamente maior no GC em
comparacao com o0s animais diabéticos ao final das semanas de protocolo experimental.
Nenhuma diferenca na MCF foi encontrada entre o GT e GLT apoés as 6 semanas. A MCF
do grupo GD apresentou-se significativamente inferior aos demais grupos. Os niveis de
glicose no sangue foram significativamente inferiores no GC em comparagdo com todos 0s
grupos diabéticos, tanto no inicio e no fim do periodo experimental. Nenhuma outra
diferenca no nivel de glicose inicial (GI) foi encontrada entre os grupos diabéticos. Em
relacdo aos niveis de glicose final (GF), os grupos GT e GTL apresentaram valores
significativamente menores em comparacao com GD (Tabela 4). Nenhuma outra diferenca

foi observada nos niveis de glicose final.

Tabela 4. Média e desvios padrdes da Massa corporal e niveis de glicose.

Variables MCI (9) MCF (9) Gl (mg/dl) GF (mg/dl)
GC 305,00 +31,71 331,13 + 28,98 256,13 + 49,34 272 + 14,33
GD 278,78 +32,87% 191,44 +8,88° 393,22 + 51,022 509,33 + 56,33°
GT 269,44 +22,4% 246,00 £ 29,72 415,56 + 79,22 396,44 + 54,6
GTL 267,9 £31,96% 2552 +32,6% 379,2 +74,8*° 377,4+554%

GC: grupo controle; GD: grupo diabético; GT: grupo treinado; GTL: grupo treinado e tratado com
laser; Gl= glicose inicial; GF= Glicose final; MCI= massa corporal inicial; MCF= massa corporal
final; a GC vs GD,GT e GTL, b GD vs GT e GLT(p < 0,05).



82

3.3. Anéalise morfométrica

A Figura 1 demonstra os dados relativos a analise morfométrica. A ATT e ACT do
GC apresentaram-se significativamente maiores em comparagdo com 0s demais grupos.
Além disso, os grupos treinados (GT e GTL), com ou sem irradiacdo com laser,
apresentaram valores significativamente maiores de ACT em comparagao com animais do

GD (Figura 1).
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Figura 9. Area total tibial (ATT) e area cortical tibial (ACT). O grupo controle (GC), grupo diabético (GD),

grupo treinado diabético (TG) e grupo treinado e irradiado com laser diabético (TLG); (p < 0,05 *vs GC e # vs

GD).
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3.4. Imunohistoquimica

A imunoexpressdo de RUNX-2 foi detectada no citoplasma das células 6sseas. No
GC uma expresséo elevada foi detectada em relacdo aos demais grupos (Figura 11 A).
Nos animais do GD, uma diminui¢cdo da imunoexpressao Runx-2 foi notada em relagdo ao
GC (Figuras 11 B). Os grupos treinados (GT e GTL) apresentaram Runx-2 moderadamente
expresso em relagdo ao GD (Figuras 11 C e D). RANKL foi fracamente expresso nas
células o6sseas dos grupos GT e GTL, sem diferencas entre estes grupos, e
moderadamente expresso no GD e GC, em relagdo aos demais grupos experimentais

(figura 12).

Figura 10. Imunoexpressdo de RUNX-2; A - grupo controle, B - grupo controle diabético; C -grupo treinado

diabético e D - grupo treinado e irradiado laser diabético, (=) setas indicam imunoexpressdao RUNX-2.
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Figura 11. Imunoexpressdo de RANK-L; A - grupo controle, B - grupo controle diabético; C - grupo treinado

diabético e D - grupo treinado e irradiado laser diabético, (=) setas indicam imunoexpressdo RANK-L.

3.5. Anélise Biomecéanica

A Tabela 2 mostra os valores das propriedades biomecanicas. A forca maxima,
tenacidade e resiliéncia foram significativamente menores em todos os grupos diabéticos
em comparacdo ao GC. Os valores de rigidez foram significativamente maiores no GC e
GTL em comparacdo com GD e GT. A forca de fratura do GC, GT e GTL foram

significativamente maiores em comparagcédo com GD.
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Tabela 5. Medias e DP da analise biomecéanica.

Forca Maxima Resisténcia Resiliéncia Rigidez Forca de fratura
(KN) ) J (N/mm) (KN)
GC 0,073 £ 0,004 0,079 + 0,007 0,028 + 0,004 161,863 + 1,798 0,054 + 0,001
GD 0,055 + 0,001° 0,049 +0,008* 0,024 +0,002° 138,675 + 0,944 ° 0,030 + 0,001°
GT 0,062 +0,003* 0,051 +0,008° 0,022 +0,002° 142,944 + 7,268° 0,043 + 0,004
GTL  0,060+0,004* 0,052+0,003%° 0,018 +0,001° 154,607 * 5,801 0,042 £ 0,005

GC: grupo controle; GD: grupo diabético; GT: grupo treinado; GTL: grupo treinado e tratado com
laser; a GC vs GD,GT, GTL; b GD vs GC, GL, GTL

3.6. Densitometria Ossea

A andlise densitométrica demonstrou que o GC e os grupos diabéticos treinados
(com ou sem laser) apresentaram CMO significativamente mais elevado em comparacao
com GD (Figura 13). Além disso, o CMO do TLG foi superior em comparagdo com TG
(Figura 13). A Figura 14 mostra a DMO em todos 0s grupos, e permite visualizar que no
GD, a DMO, foi significativamente menor em relagdo aos demais grupos (p = 0,00056,

0,00014 e 0,00076 para CG, TG e TGL, respectivamente).
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Figura 12. Densitometria 6ssea: Conteldo mineral 6sseo (CMO). Grupo controle (GC), grupo controle

diabético (GD), grupo treinado diabético (TG) e grupo treinado e irradiado com laser diabético (GTL); (p <
0,05 *vs GTL e # vs GD).
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Figura 13. Densitometria 6ssea: Densidade mineral 6ssea (DMO Grupo controle (GC), grupo controle

diabético (GD), grupo treinado diabético (TG) e grupo treinado e irradiado com laser diabético (GTL); (p <

0,05 #vs GD ).
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4. DISCUSSAO

Este estudo teve como objetivo avaliar a resposta do tecido 6sseo a um treinamento
de resisténcia, associado ou néo a laserterapia, em ratos diabéticos induzidos por STZ. Os
principais resultados demostraram que ambos os grupos treinados monstraram maior valor
para a area cortical, imunoexpressdao RUNX-2, forca de fratura, CMO e DMO comparado
com o grupo controle diabético. Além disso, a LLLT associada ao ER foi capaz de
aumentar o CMO, a rigidez e a forga de fratura nos animais treinados de maneira mais

expressiva.

No presente estudo, os animais submetidos ao treinamento fisico resistido (ambos
tratados e néo tratados com LLLT) apresentaram aumento na ACT. A contracdo muscular
durante o ER promove sinais enddgenos que sdo captados principalmente pelos
ostedcitos, responsaveis por traduzir a forca mecanica em sinais bioquimicos que regulam
o remodelamento 6sseo (TURNER e ROBLING, 2005; ELHABASHY et al, 2011; MAGGIO
et al, 2011; JU et al, 2013). Assim, o aumento da ACT, apos ER, pode ser associado ao
aumento destes sinais endégenos determinando a deformacdo da matriz extracelular e
alteracbes nas membranas celulares, o que culmina com a maior atividade dos
osteoblastos e consequente melhora no turnover 6sseo (TURNER e ROBLING, 2005;
CHERIAN et al, 2003). No entanto, a laserterapia ndo mostrou um efeito adicional na
analise morfométrica. Talvez os parametros utilizados neste estudo, possam ser a
explicagdo para similaridade entre os grupos treinados. A auséncia de estudos anteriores
com a associacdo da LLLT ao ER em animais diabéticos dificulta a comparacdo dos
resultados, em relacdo aos parametros dosimétricos do laser em relagdo aos empregados

no presente estudo.


http://bjsm.bmj.com/search?author1=C+H+Turner&sortspec=date&submit=Submit
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A fim de compreender os mecanismos moleculares da associa¢do da LLLT ao ER, a
imunoexpressdo de RUNX-2 e RANK-L foram analisadas. RUNX-2 é essencial para a
diferenciacdo dos osteoblastos e a osteogénese, e regula a expressdo de varios genes
responsaveis por expressar proteinas durante a diferenciacdo das células O&sseas
(KOMORI, 2003). Na presenca de DM, uma reducédo funcional dos osteoblastos é
observada, com diminuicdo na expressdo RUNX-2 (WONGDEE e CHAROENPHANDHU,
2011). Os resultados do presente estudo demonstraram que o treinamento de resisténcia
estimulou a expressao deste imunomarcador, indicando o potencial bioestimulador do ER
em provover maior maturacao e atividade osteoblastica. No entanto, a LLLT nao foi capaz
de aumentar a expressdo de RUNX-2 nos animais treinados. Nao € claro nesta fase por
gue estes resultados tenham ocorrido, mas pode ser sugerido que os parametros do laser
utilizados em associacdo ao protocolo de exercicio resistido, ou ainda o tempo
experimental de 6 semanas ndo foram suficientes para estimular ainda mais a expressao

de RUNX-2.

O RANK-L, uma citocina membro da familia do fator de necrose tumoral (TNF), foi
analisado, visto que € um fator-chave para a diferenciacdo e ativacdo dos osteoclastos
(KEARNS et al, 2008; ANANDARAJAH, 2009). A analise imunohistoquimica demonstrou
resultados semelhantes de expressdo de RANK-L nos grupos controle e treinados, no
entanto expressdo moderada foi observada no GD. Estes achados sugerem que o
treinamento, com ou sem a irradiacdo laser, teve influéncia na linhagem mondcito-
macroéfago, incluindo os macréfagos e o0s osteoclastos, que mantiveram sua funcéo

preservada no processo de remodelamento 0sseo.

Lappin et al, 2009 avaliaram as concentragOes plasmaticas de alguns marcadores

6sseos como RANK-L e OPG em individuos com DM1 e observaram aumento na
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concentracdo de RANK-L em relacdo aos individuos ndo diabéticos. Estudos que
avaliaram a maior fragilidade Ossea observada na DM1 atribuem esta alteracdo ao
desequilibrio no sistema RANK-L/OPG, que ocorre pela diminuicdo nos niveis séricos de
osteoprotegerina (OPG) e pelo aumento na expressdo de RANK-L (STARUP-LINDE,
2013). Bergstrom et al. (2012) observaram em seu estudo que o exercicio fisico aumentou
os niveis de OPG, o que consequientemente agiu de forma inibitéria em relacdo ao RANK-
L e a osteoclastogénese, gerando aumento na DMO em mulheres apds a menopausa. A
DMO nos grupos treinados no presente estudo também se apresentou aumentada, o que
pode ser atribuido a manutencdo da atividade celular na reabsorcdo dssea, visto que

houve a manutencéo da expressédo de RANK-L nos grupos treinados em relagéo ao GC.

O teste de flexdo de trés pontos mostrou que a DM induziu uma diminuicdo de
propriedades biomecénicas do osso. Muitos estudos tém demonstrado que o metabolismo
0sseo em diabéticos apresenta-se alterado, principalmente devido ao acumulo dos
produtos de glicacdo avancada (AGEs) e de adipécitos, que aliados a alteracédo
microvascular e menor formacao e atividade de osteoblastos, interferem negativamente
nas propriedades mecéanicas (WONGDEE e CHAROENPHANDHU, 2011; WANG et al,
2008;. REDDY et al., 2001). O tecido 6sseo responde a forcas externas e é capaz de
adaptar-se a elas para aumentar a capacidade de suportar condigdes incrementais de
carga (TURNER e ROBLING, 2003). Com o tempo, este processo conduz a um aumento
da densidade 6ssea bem como suas propriedades biomecanicas em condi¢cdes normais e

patoldgicas, tais como a osteoporose e DM (BELOTTO et al, 2010).

Da mesma forma, Erdal et al (2011) investigaram as propriedades biomecanicas do
fémur e tibia de ratos com DM induzida experimentalmente e descobriram que a DM

reduziu a carga méaxima, deformac¢do na carga maxima e energia absorvida pelo fémur e
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tibia em comparacdo aos controles, assim como no presente estudo no qual os animais
com DM1 induzida por STZ apresentaram reducdo nas propriedades biomecanicas. O
exercicio fisico de forma isolada promoveu aumento na for¢a de fratura 6ssea, no entanto
nao interferiu nas demais propriedades biomecanicas. Estes resultados corroboram os de
Verhaeghe et al. (2000), que também observaram que os animais diabéticos exercitados
nao apresentaram aumento nas propriedades biomecanicas do fémur e tibia. No entanto, a
associacado da LLLT aos exercicios resistidos foi eficaz em aumentar rigidez e forca de
fratura dos animais com DM, o que evidencia o efeito osteogénico da LLLT. Os efeitos da
associacado da LLLT e ER no metabolismo 6sseo de animais com DM1 ainda ndo foram
investigados, o estudo de Rennd et al (2006) avaliou os efeitos da associacdo da LLLT e
do ER em animais osteopénicos, porém ndo evidenciou aumento adicional na
propriedades biomecanicas 6sseas apds a terapia combinada, os autores atribuem a

auséncia de efeito adicional do LLLT a dose utilizada.

Diversos autores observaram diminuicdo da DMO na DM, o que predispbe a
osteopenia e consequentemente a maior incidéncia de fraturas (THRAILKILL et al., 2005;
WONGDEE e CHAROENPHANDHU, 2011; STARUP-LINDE, 2013). A densitometria € um
meétodo confidvel para analisar a massa 0ssea e o conteudo mineral 6sseo, Zhang et al.
(2008) demonstraram uma diminuicdo da DMO femoral em animais diabéticos. Da mesma
forma, a DM reduziu significativamente os valores densitométricos no presente estudo, fato

gue evidencia a acdo negativa da hiperglicemia e insulinopenia no metabolismo ésseo.

Farrel et al (1999) demonstraram que oito semanas de treinamento fisico resistido
em ratos com DM por STZ resultaram em reducdo da glicemia e aumento de massa
muscular. Visto que a contragdo muscular € um potente estimulo a formacao 6ssea, com

ER agindo na melhora do trofismo muscular (JOSHI et al, 2013; ) tem-se um efeito direto
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no metabolismo 6sseo, culminado com o aumento da DMO, observada no presente
estudo. Este resultado corrobora com os de Mathey et al (2001) que observaram que um
protocolo de exercicios em esteira aumentou a DMO em ratos diabéticos obesos.

Entre as teorias que explicam como a hiperglicemia cronica conduz aos danos
celulares e teciduais observados na DM, a formacdo dos AGEs é considerada uma das
mais importantes (WONGDEE e CHAROENPHANDHU, 2011). O aumento na formacéo
dos AGEs pode conduzir a deterioracdo das propriedades estruturais e mecéanicas do
0sso, e, eventualmente, a uma diminuicdo da resisténcia do osso (SAITO et al, 2010).
Assim, o controle glicémico inadequado, e consequente aumento dos AGEs, contribui para
diminuicdo na DMO na DM1 (JOSHI et al, 2013). Neste sentido o protocolo de exercicios,
associado ou ndo ao LLLT utilizado, foi eficaz em reduzir a glicemia dos animais e assim
diminuir o efeito negativo dos AGEs sobre o metabolismo ésseo, aumentando a DMO e
CMO. Ainda tem-se, no presente estudo, que o CMO dos animais irradiados com laser e
treinados mostrou-se elevado em comparacdo com GT, o que pode indicar um efeito
adicional do laser ao treinamento resistido. Portanto, o aumento do CMO, associado a
maior rigidez 6ssea no GTL, sugerem que houve uma maior deposicdo de matriz 6ssea
pelas células osteoblasticas durante o remodelamento 0sseo.

Assim, os resultados do presente estudo confirmam a hipétese de que o protocolo
de exercicio de resisténcia pode melhorar o metabolismo ésseo e reverter a diminuicdo da
massa 6ssea devido a condicao diabética. Ja a hipotese de que a LLLT associado ao ER
pudesse ter um efeito osteogénico potencializado néo foi totalmente confirmada, uma vez
gue a laserterapia foi eficaz em potencializar somente alguns efeitos positivos do exercicio,

como o CMO e rigidez 6ssea.
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Neste contexto, o ER melhorou o metabolismo 0sseo em ratos diabéticos.
Consequentemente, esta intervencdo pode ser promissora para estimular o tecido 6sseo
em condic¢des patoldgicas, como DM. Ainda, a LLLT foi capaz de melhorar todos os efeitos
positivos do exercicio fisico. Como limitacdes, este estudo tem o relativo curto prazo de
avaliacdo dos efeitos do exercicio fisico e a utilizagdo de apenas uma fluéncia laser, assim,
a informacéo sobre o desempenho em longo prazo destas terapias e maior quantidade de

energia laser permanecem foco de estudo.

Em concluséo, o exercicio de resisténcia melhorou o metabolismo do tecido 6sseo,
0 que culminou com o aumento da densidade 6ssea. Além disso, a associagdo de
exercicios fisicos e laserterapia foi capaz de acelerar a atividade das células do osso e
massa 0ssea. Consequentemente, estes dados evidenciam o potencial do exercicio fisico
no tratamento da perda 6ssea devido a DM. Outros estudos de longo prazo devem ser
realizados para fornecer informacfes adicionais sobre os estagios finais da terapia, sua

interacdo com tecidos e outros parametros do laser.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Com base no modelo experimental utilizado neste estudo e nos resultados

encontrados, pode-se concluir:

A terapia laser Ga-Al-As de baixa intensidade (Laser DMC, classe 3B Ga-Al-As
diodo, com comprimento de onda 808 nm, emissdo continua, poténcia de saida de
100 mW, densidade de poténcia de 3,57W/cm? é&rea do feixe de 0, 028cm?
divergéncia de 1.5°, na fluéncia de 120J/cm?® e com tempo de irradiacdo de 33s,
energia por ponto 3.3.J.), aplicada por 6 semanas, 3 vezes por semana, tem
potencial osteogénico, estimulando a atividade dos osteoblastos e

consequentemente aumentando a DMO.

O modelo de ER em escalada melhorou o metabolismo do tecido 6sseo, o que
culminou com o aumento da DMO. Estes dados evidenciam o potencial do exercicio

fisico no tratamento da perda 6ssea devido a DM.

A associacdo de exercicios fisicos e laserterapia levaram ao aumento no CMO e
algumas da rigidez, no entanto nédo foi capaz de acelerar a atividade das células do
0sso ou aumentar a DMO. Outros estudos de longo prazo devem ser realizados
para fornecer informacdes adicionais sobre os estagios finais da terapia, sua

interacdo com tecidos e outros parametros do laser.

7. PERSPECTIVAS FUTURAS
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Em relacdo as perspectivas futuras, estudos realizando andlises moleculares
precisam ser desenvolvidos, com o intuito de melhor elucidar os mecanismos moleculares
ativados pela irradiacéo laser durante o processo de diminuicdo de massa 6ssea na DM1.
Assim como, estudos envolvendo modelos experimentais em humanos sado necessarios
para confirmar os efeitos da LLLT associado ou ndo ao treinamento fisico resistido,
encontrados em animais e cultura de células, ajudando na selecdo de protocolos de

tratamento para a reabilitagdo do individuo com diabetes.
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Figura 14. Massa corporal (MC) durante o periodo experimental. GC: grupo controle; GD:
grupo diabético; GT: grupo treinado; GTL: grupo treinado e tratado com laser; p < 0,05; ( *

vs GC e # vs GD).
600
500 I I I I ! —
400
ii ; ——GC
_ 300 GD
2 e GL
£
200 GT
I —— ; D SR S 4 e GTL
100
0 T T T T T T 1
basal lsemana 2semana 3semana 4semana 5semana 6semana

Figura 15. Niveis glicémicos durante o periodo experimental. GC: grupo controle; GD:
grupo diabético; GT: grupo treinado; GTL: grupo treinado e tratado com laser; p < 0,05; ( *

vs GC e # vs GD).
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Autor Modelo Tempo Laser Parametros laser Principais resultados
experimental experimental
Garavello et al, 2004 osteotomia 7 dias He-Ne 633nm;1mW; 31,5 e Melhora na angiogénese
94J/cm?
Renno et al, 2006 ovarectomia 2 meses, 3 x por | Ga-Al-As 830nm; continuo; 60 e 1 For¢ca Maxima e Rigidez
semana 120J/cmz2; 17 e 34s
Renno et al, 2006 ovarectomia 2 meses, 3 x por | Ga-Al-As 830nm; continuo; prevenir perda éssea de ratas
semana 120J/cm?; 34s ovarectomizadas.
Rennd et al, 2007 In vitro/ células | Unica dose Ga-Al-As 830nm; 30, 50 e 10mW; | Aumento da proliferacdo de
Osseas 0,5,1,1,5e 10J/cm?2 osteoblastos e da proliferacéo de
osteosarcoma
Bayat et al, 2009 DM-STZ 14 dias He-Ne 632,8nm; continuo; 1 Forga Maxima, Rigidez e Densidade
consecutivos 10mW; 0,0314cmz?; 28,6 e | lamelar na histologia
382,2J/cm?; 90 e 1200s
Javadieh et al, 2009 DM-STZ e 6 semanas, 3 X He-Ne 890nm; pulsado 3000Hz; | 1 For¢ca Maxima e Rigidez
osteotomia por semana 70W; 1cm?; 23,3 e
tibia 11,6J/cm?; 530 e 265s
Abdi et al, 2009 DM-STZ e 6 semanas, 3 X He-Ne 632,8nm; continuo; TRigidez e Forga Maxima
osteotomia por semana 10mW; 0,0314cm?; 369,4

tibia

e 66,8J/cm?; 1166 e 210s
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Diniz et al, 2009 Ovarectomia e | 8 semanas, a Ga-Al-As 830nm; continuo; 50mW; | Melhorou a osteopenia associado ao
bisfosfonato cada 48 horas 0,375cmz2; 4J/cm?; 30s bisfosfonato
Medalha et al, 2010 lesdo medular | 4 semanas, 3 x GaAlAs 830 nm; continuo; 0.028 estimulo osteoblastico, melhora em
por semana cm2; 100mwW; 30mW/cmz2, | alguns parametros biomecanicos
Park e Kang, 2010 DM-STZ , 3,5,7 e 14 dias, Ga-Al-As 980nm; continuo; 100mW; | Acelerou o processo de reparo 6sseo
extracao todos os dias 0,043cm?2; 13,95J/cm?; 60s
dental
Pires-Oliveira et al, Ovarectomia e | 21 dias, 11 AsGa 904nm; 50mW; 50mJ/cm2 | Acelerou o processo de reparo ésseo
2010 osteotomia sessobes
tibia
Poppi et al, 2011 Ovarectomia e | 14 e 28 dias, AsGaAl 808nm e 660nm; continuo; | Acelerou o processo de reparo 0sseo
osteotomia diariamente 100mW:; 0,03cmz;
fémur 133.3J/cmz?; 40s
Bossini et al, 2012 Ovarectomia e | imediatamente AsGaAl 830nm; continuo; 100mW; | Acelerou o processo de reparo 0sseo
osteotomia apos a 0,028cmz; 60 e 120J/cmz;
tibia osteotomia e nos 17 e 34s
dias 2, 4, 6, 8, 10
and 12 apos a
cirurgia
Kang et al, 2012 lesdo nervo 2 semanas, 5 x minimally 660nm; continuo; 10mW; | aumento camada cortical e DMO
ciatico por semana invasive 100pm; 30s
laser needle

system
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Autor

Modelo experimental

Tempo
experimental

Tipo de treinamento

Principais Resultados

Fujimura et al, 1997

humanos sedentarios

4 meses 3 X por
semana

treino resistido em equipamentos
de musculacao

1dos marcadores de formacgao
0ssea e DMO

Eliakim et al, 1997

ratos Sprague-Dawley

6 dias

treino aerébico em esteira

1 na IGF -l

Woitge et al, 1998

Homens Jovens

8 semanas, 3 x por
semana

treino resistido em equipamentos
de musculagéo ou treino aerdbico

1 marcadores de formagdo 6ssea
na unira

Umemura et al, 1997

ratos jovens

8 semanas, 5 x por
semana

treino resistido com saltos

1 massa e forga 6ssea

Bennell et al, 2000

ratos Sprague-Dawley
idosos

10 semanas; 3 x
por semana

treino resistido de escalada

sem diferengas na analise
biomecénica e raio-x

Verhaeghe et al, 2000

Ratas diabéticas

8 semanas, 5 x por
semana

treino aerdbico em esteira

Perda 6ssea trabecular menos
pronunciada

Kerr et al, 2001

Mulheres pos
menopausa

2 anos, 3 x por
semana

treino resistido em equipamentos
de musculacao

1 na DMO

Notomi et al, 2001

ratos jovens

4 e 8 semanas,
diariamente

escalada voluntaria

1 na DMO, CMO e formacgao
0ssea na analise histoldgica

Sinaki et al, 2002

Mulheres pos
menopausa

2 anos, 3 x por
semana

treino isométrico resistido

1 na DMO, menos fraturas e
manutencdo da DMO apos 8
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anos
Mathey et al, 2002 Ratos Zuker obesos e 89 dias, 6 x por treino aerobico em esteira 1 na DMO
com DM Il semana
Matsuo et al, 2003 Ratos com injecdo de 8 semanas, escalada voluntéaria e dieta 1 conteudo de calcio 6sseo e
glucocorticéides diariamente hiperproteica rigidez

Going et al, 2003

Mulheres pos
menopausa com e sem
reposi¢ao hormonal

12 semanas, 3 X
por semana

treino resistido, treino aerébico e
alongamentos

1 na DMO

Milliken et al, 2003

Mulheres pos
menopausa com e sem
reposi¢cao hormonal

1 ano, 3 x por
semana

treino resistido em equipamentos
de musculacao

1 na DMO sem alteracao na IGF-I

Herriott et al, 2004

Humanos idosos com
DM I

8 semanas, 3 x por
semana

treino resistido e alongamentos

1 de forca e flexibilidade muscular

Yao et al, 2004

ratos jovens

5 semanas

treino aerébico em esteira

tangiogénese Ossea

Stengel et al, 2005

Mulheres pos
menopausa

12 semanas, 5 X
por semana

treino resistido, treino aerébico e
alongamentos

1 na DMO

Daly et al, 2005

Humanos idosos com
DM I

6 meses, 3 x por
semana

treino resistido e dietoterapia

Manutencdo da DMO e CMO

Vieira et al, 2006

ratos jovens

5 semanas, 5 x por
semana

treino aerébico em esteira e LLLT

Otimizacéo da via
oxidativa,verificada pela inibi¢cdo
da lactato desidrogenase

Kerri et al, 2006

Mulheres pré
menopausa

12 semanas, 3 X
por semana

treino resistido com saltos

1 na DMO

Renno et al, 2006

ratas ovarectomizadas

8 semanas, 3 x por
semana

treino resistido com saltos LLLT
(GaAlAs continuo, 830 nm, 0.6

1 nas propriedades fisicas e forga
ossea
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mm , 100 W/cm2, 120 J/cm2,
34s)

Renno et al, 2007

ratas ovarectomizadas

8 semanas, 3 x por
semana

treino resistido com saltos

1 nas propriedades fisicas e
contudo de célcio

Widrick et al, 2007

ratas ovarectomizadas

14 semanas, 5 x
por semana

treino aerdbico em esteira e
suplementacdo com alendronato

1 massa e forca muscular e forca
0ssea

Caixeta et al, 2008

ovarectomia em ratas

9 semanas, 5 x por
semana

treino aerdbico em esteira

manutencao das propriedades
biomecanicas e homeosetasia
mineral

Bergstrom et al, 2008

humanos com
osteoporose

12 meses, 5 x por
semana

treino aerdbico de caminhada por
30min e treino resistido 25min

1 na DMO

Kivela et al, 2008

STZ-DM

umdia, 1 h

1 h exercicio em esteira (21 m/
min, 2.5° de inclinac&o)

1 da capilaridade e 1VEGF

Chuin et al, 2009

Mulheres pos
menopausa

6 meses, 3 x por
semana

treino resistido e antioxidantes

Manutencdo da DMO

Teixeira et al, 2009

Mulheres pos
menopausa com
osteoporose

18 semanas, 2 x
por semana

treino resistido, propriocepgéo e
alongamentos

1 na forga muscular, equilibrio,
resposta motora e diminuigéo no
namero de quedas

Viboolvorakul et al,
2009

Ratos idosos

8 semanas, 5 x por
semana

treino aerdbico de natacéo

1 capilaridade vascular

Thomas et al, 2010

Mulheres pos
menopausa

16 semanas, 3 x
por semana

treino resistido em equipamentos
de musculagéo e suplementacao
com célcio

1 na DMO e | % gordura

Waltman et al, 2010

Mulheres pos
menopausa
sobreviventes de

24 meses, 2 x por
semana

treino resistido em equipamentos
de musculagéo e suplementacao
com calcio, vitamina D e

1 na DMO e fosfatase alcalina
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neoplasia em mama

risedronato

Vanni et al, 2010

Mulheres pos
menopausa

28 semanas, 3 X
por semana

treino resistido em dois
protocolos

1 massa muscular e manutengao
da DMO

Dominguez et al, 2010

ratos idosos

10 e 12 semanas,
5 X por semana

treino aerébico em esteira e
vasodilatador

1 das propriedades éssesa e
capilaridade déssea

Elhabashy et al, 2011

humanos com
osteopenia e DM |

3 meses, 3 x por
semana

treino aerébico de caminhada

tda DMO e colageno tipo 1 N-
terminal

Ferraresi et al, 2011

humanos sedentarios

12 semanas

treino resistido isocinético e LLLT

1 da forca muscular

Kukuljan et al, 2011

Homens Idosos

18 meses, 3 x por
semana

treino resistido em equipamentos
de musculagdo com
suplementacgéo de calcio-D3

1 na DMO e forga muscular

Bemben e Bemben,
2011

humanos idosos

40semanas;2e 3
X por semana

treino resistido em equipamentos
de musculacao

1 na DMO

Winters-Stone et al,
2011

Mulheres pos
menopausa
sobreviventes de
neoplasia em mama

1 ano, 3 x por
semana

treino resistido, saltos e
alongamentos

1 na DMO e manutengéo
osteocalcina

MAGGIO et al, 2011

Criangas com DM | (7
a 12 anos)

9 meses, 2 x por
semana

exercicios na educacao fisica

1 na DMO

Urtado et al, 2011

ratas ovarectomizadas

4 sessbes a cada 3
dias

treino resistido de escalada
associado ou nao esteréides
anabolicos androgénicos

1 da sensibilidade a insulina

Geirsdottir et al, 2012

humanos com DM II

12 semanas, 3 X
por semana

treino resistido em equipamentos
de musculagéo

1 da forga muscular, sem
alteracoes no metabolismo
glicidico
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De Marchi et al, 2012

humanos sedentarios

Unica intervencao

teste ergometrico incremental em
esteirae LLLT

Menor stres oxidativo e lesao
muscular

Lofgren et al, 2012

Criancas 7 a 9 anos

4 anos,
diariamente

exercicios na educacao fisica

1 na DMO

Bergstrom et al, 2012

Mulheres pos
menopausa

1 ano, 3 x por
semana

Exercicio aerobico e
alongamentos

Manutencao da DMO, 1OPG e
melhora na OPG/RANK-L

Ju et al, 2013

ratos jovens

3 semanas, todos
os dias

treino pliométrico, 30 pulos por
dias

1 do osso trabecular

Winters-Stone et al,
2013

Mulheres pos
menopausa
sobreviventes de
neoplasia em mama

1 ano, 3 x por
semana

treino resistido, saltos e
alongamentos

1 na DMO e massa muscular

Bocalini et al, 2013

Mulheres pos
menopausa com e sem
reposicao hormonal

24 semanas, 3 x
por semana

treino resistido em equipamentos
de musculagéo

mudanca na composi¢cao
corporal,t na forca muscular e
manutencédo da DMO
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PARECER DO COMITE DE ETICA INSTITUCIONAL

Ref Projeto de pesquisa infitdade: “Efeites do laser terapéutico de baixa intensidade e do treinamento
resistido no metabolismo dsseo em ratos diabéticos”.

CARACTERISTICA PRINCIPAL DO ESTUDO: Estudo experimental erénico em rates machos Wistar (n=50).

RISCOS ADICIOMALS PARA O PACIENTE: Nie se aplica.

OBJETIVOS: Avaliar os efeitos do Laser Teraputico de Baixa Intensidade -LLLT e treinamento fisico associades ou
ndo. na densidade mineral 6ssea, na expressdo de fatores de crescimento e de tmsdigdo relacionados & formagso &
reabsorgio dssea, bem come na morfologiaimeriometria e na resisténeia biomecdnica dssea em ratos diabéticos.
RESUMO: Serdo utilizados 50 ratos Wistar, com 3 meses de idade & com peso corporal entre 300-350 gramas no
inicio do experimento, prevenientes do CEDEME da Unifesp. Um grupo de 10 animais, apds serem anestesiados.
somente receberdo a injecio de solugdo tampio citrato & 30 compor o grupe controle sem diabetes (G1, os demais
animais serso submetidos & mdugdo do diabetes com streptozotocina): G2 controle com diabetes; G3, treinamentn
com diabetes; 54, diabetes com laser; G5, diabetes com laser & exercicio. Os protocoles de tratamento com laser
terapéutico de baxa intensidade se iniciardo 2 dias apds a nducio do diabetes e serdo realizados a cada 3 vezes por
semana em dias atemados. A imadiagdo serd realzada do ponto médop de ambos os fémures, entre o trdcanter
maior & o condile lateral & no ponto medial de ambas as tibias. A sutanasia dos animais acentecera 12 horas apds a
ultima sessdo de tratamento. O programa de freinamento consistra de um programa de exercicios resistido, os ratos
serdo familiarizades com a escalada na escada de dedos com aparato com pesos segure pela cauda. Um dia apds
o segundo procedimento de familiarizacio, os ratos dos grupos treinamento ser3o submetidos 3o teste para
determinacdo da canga de freinamento . com a medicdo do lactato plasmatico antes e apds o teste. A eutandsia dos
animais serd realizada por overdose de anestésice e acontecera 12 horas apés a itima sessdo de tratamento. Os
resultados serdo analisados estatistcamente.

FUNDAMENTOS E RACIONAL: A hipétese do estudo € de que o treinamento fisico pode contribuir para a methora

da sintese & remodelamento osseo. j& que os bensficos do exercicio fisico sdo comprovados em individuos com
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ostecporose, bem como que a atwidade fisica € amplamente recomendado no tratamento de individuos com
diabetes..

MATERIAL E METODO: Descritos os procedimentos experimentais.

DETALHAMENTO FINAMCEIRD: FAPESP.

CROMOGRAMA: 24 Meses.

OBJETIVO ACADEMICO: Graduagdo.

ENTREGA DE RELATORIOS PARCIAIS AQ CEF PREVISTOS PARA- 10M0M1 & 09H0I12.

O Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de S3o Pauk/Hospital 30 Paule ANALISOU e APROVOU
o projeto de pesquisa referenciado.

1. Comunicar teda e qualquer alteragSo do projeto.

2. Comunicar imedistamente ao Comitd qualguer evento adverso ecomide durante o desenvolvimento do estudo.

3. Os dados individuais de todas as etapas da pesquisa dewem ser mantidos em local seguro por § anes para
possivel auditoria dos drgSos competentes.

Atencicsamente,

A

Prof. Dr. José Osmar Medina Pestana
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de 530 Paulo’ Hospital 350 Paulo LSER10
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