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RESUMO

A obesidade € uma condicdo caracterizada pelo excesso de tecido adiposo, sendo
considerada o maior fator relacionado ao diabetes mellitus tipo 2 (DMT2). O DMT2,
um estado de hiperglicemia e resisténcia a insulina, frequentemente esta associado
a aumento do risco de fraturas Osseas. Objetivos: Investigar se trés diferentes
protocolos de exercicio fisico poderiam proteger o tecido 6ésseo de animais obesos
com diabetes mellitus tipo 2 experimental. Métodos: Foram utilizados 80 ratos (45
dias de idade inicial) distribuidos em 2 grupos: dieta padrdao (n=40) e dieta
hiperlipidica (n=40). O diabetes foi induzido ap6s 4 semanas de dieta hiperlipidica.
Os ratos do grupo dieta hiperlipidica receberam uma dose de estreptozotocina (35
mg/kg) intraperitonealmente, e os animais do grupo dieta padrdo receberam uma
dose de tampdo citrato (1ml/kg) intraperitonealmente, com jejum prévio. Foram
considerados diabéticos animais com glicemia = 250 mg/dL. Entdo foram distribuidos
em 8 grupos (n=10 por grupo): controle sedentario saudavel (CSS); treinamento
resistido saudavel (TRS); treinamento aerdbico saudavel (TAS); treinamento
combinado saudavel (TCS); controle sedentario diabético (CSD); treinamento
resistido diabético (TRD); treinamento aerdbico diabético (TAD); treinamento
combinado diabético (TCD). O treinamento iniciou-se apés a inducao do diabetes e
teve duracdo de 10 semanas, 3 dias por semana. Resultados: A massa corporal
dos grupos diabéticos foi menor quando comparado aos animais dos grupos
saudaveis ao final do experimento, apesar das calorias consumidas pelos animais
com DMT2 experimental ter sido maior. O conteldo mineral ésseo dos animais
diabéticos foi menor do que o grupo sem diabetes. A densidade mineral éssea s6
ndo foi menor no grupo TRD. A rigidez e a carga maxima foi menor em todos os
grupos com diabetes experimental quando comparada aos animais dos grupos sem
diabetes. Os grupos com diabetes apresentaram menores valores para a atividade
da MMP-2 em comparacdo aos grupos que nado diabéticos. O diabetes parece
induzir uma deterioracao da qualidade 6ssea e o exercicio resistido parecer proteger
o tecido Osseo contra esses danos. Concluséo: Diabetes mellitus tipo 2
experimental afeta as propriedades biomecanicas, biofisicas do fémur de ratos
wistar e o treinamento de resisténcia atenua esses efeitos.

Palavras chave: exercicio, resisténcia 6ssea, fratura de fémur, hiperglicemia, matriz
0ssea e ratos.



ABSTRACT

Background: Obesity is a condition characterized by an excessive amount of fat and
has been considered an important factor for T2DM (type Il Diabetes Mellitus)
development. The T2DM, a state of hyperglycemia and insulin resistance, is often
associated to an increased risk of bone fracture. Research question: investigate if
three different physical exercise protocols could protect the bone tissue in obese rats
with experimental type 2 diabetes mellitus. Type of study: Randomized controlled
study Methods: Eighty male Wistar rats (45 days age ay beginning of the
experiment) were used. The animals were randomly distributed into 2 groups: control
rats fed with standard diet (n=40) and rats fed palatable hyperlipidic diet. After 4
weeks of treatment to induce diabetes, high-fat diet rats received, with previous
fasting, a dose of Streptozotocin 35 mg/kg body weight, intraperitoneally. Control rats
received, with previous fasting, a dose of citrate buffer solution (1ml/kg)
intraperitoneally. The animals were assigned to one of the ten groups (n=10 per
group): non-diabetic sedentary (CSS); non-diabetic resistance training (TRS); non-
diabetic aerobic training (TAS); non-diabetic combined training (TCS), Sedentary
diabetic (CSD); resistance training diabetic (TRD); aerobic training diabetic (TAD);
combined training diabetic (TCD). The training procedures were realized after
induction of diabetes, during 10 weeks, 3 days/week. Results: Body mass of diabetic
groups was lower when compared to those groups without diabetes, in spite of
greater calories consumed. Diabetic groups showed lower bone mineral content
values when compared non-diabetic group. The bone mineral density was lower in
TRD group. The maximal load and stiffness in diabetic groups was lower than their
respective groups without diabetes. Groups with experimental diabetes present lower
valuer for MMP-2 activity compared non-diabetic groups. Diabetes seems to induce
reduced bone quality and the resistance training demonstrated protect the bone from
it. Conclusion: Experimental diabetes mellitus type 2 affects the biomechanical
properties of femurs of Wistar rats and the resistance training improve such effects.

Key Words: exercise, bone resistance, femur fracture, hyperglycemia, bone matrix
and rats.
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1. INTRODUCAO

O aumento da prevaléncia de sobrepeso e obesidade na populacéo
levou a uma epidemia sem precedentes de diabetes mellitus tipo 2 e podera ser
seguido por uma epidemia de individuos doentes com as complica¢cdes da doenca
(MARWICK et al., 2009).

A obesidade € uma doenca caracterizada pelo excesso de tecido
adiposo, sendo considerada o maior fator relacionado a doencas cardiovasculares e
o principal componente da sindrome metabdlica (YAN, 2007). De acordo com a
Organizacdo Mundial da Saude (2015) estima-se que no mundo 2.8 milhdes de
pessoas morrem a cada ano, em decorréncia do sobrepeso e obesidade. No Brasil,
segundo a ABESO (ASSOCIACAO BRASILEIRA PARA O ESTUDO DA
OBESIDADE E DA SINDROME METABOLICA-2010) na Pesquisa de Orgamentos
Familiares - POF 2008-2009, realizada pelo IBGE (Instituto Brasileiro de Gerografica
e Estatistica) e o Ministério da Saude, analisando 188 mil brasileiros de todas as
idades, mostrou que a obesidade e o sobrepeso tem aumentado drasticamente em
todas as faixas etarias nos ultimos anos. Dos numeros encontrados, 50% dos
homens e 48% das mulheres se encontram com sobrepeso, sendo que 12,5% dos
homens e 16,9% das mulheres apresentam obesidade.

Tal sindrome, a obesidade, esta amplamente associada a varios
fatores de risco, que envolvem problemas cardiacos e outras doencas crénico-
degenerativas, tais como dislipidemia, hiperinsulinemia, esteatose hepética nao
alcodlica e em especial o diabetes mellitus tipo 2 (DMT2), diminuindo assim a
expectativa de vida (FOSTER-SCHUBERT; CUMMINGS, 2006; MOHAMMAD;
AHMAD, 2007).

A obesidade e o sobrepeso sdo os maiores fatores de risco associados
a pacientes com diabetes mellitus (DM). Em 2014, estimava-se que havia no mundo
422 milhdes de adultos com diabetes, contra 108 milhées em 1980. A prevaléncia
global de diabetes quase duplicou desde 1980, passando de 4,7% para 8,5% na
populacdo adulta. Isso reflete um aumento dos fatores de risco associados, tais
como o sobrepeso ou obesidade. Durante a ultima década, a prevaléncia de
diabetes aumentou mais rapidamente nos paises em desenvolvimento do que nos
paises desenvolvidos. Ainda, segundo a OMS (2016), o diabetes provocou 1,5

milhdes de mortes em 2012. A glicose sanguinea acima do ideal causou um
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adicional de 2,2 milhdes de mortes aos numeros citados anteriormente,
adicionalmente este quadro aumentou os riscos de doencas cardiovasculares entre
outras complicacdes. Quarenta e trés por cento desses 3,7 milhbes de mortes
ocorrem antes da idade de 70 anos. A percentagem de mortes atribuiveis a
hiperglicemia ou diabetes que ocorre antes dos 70 anos é maior em paises de baixa
e média renda do que nos paises de alta renda (AMERICAN DIABETES
ASSOCIATION, 2015; SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2015; WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2016).

Em funcdo do crescimento e envelhecimento populacional, maior
urbanizacdo, aumento da obesidade e do sedentarismo, o nimero de diabéticos
vem aumentando em larga escala nos ultimos anos. Dessa forma, quantificar a
prevaléncia da doenca permite um melhor planejamento afim de melhor distribuir
recursos. No Brasil, estimava-se a prevaléncia de DM na populacdo adulta em 7,6%
no final da década de 1980, e dados mais recentes demonstram numeros mais
elevados, como 13,5% em S&o Carlos-SP e de 15% em Ribeirdo Preto-SP. Em
2013, a estimativa era que mais de 11 mil pessoas, na faixa etaria de 20 a 79 anos,
estavam com diabetes no Brasil. Em um estudo multicéntrico sobre a Prevaléncia do
Diabetes no Brasil apresentou que a idade tem grande influéncia na prevaléncia de
DM e observou incremento de 2,7% na faixa etaria de 30 a 59 anos para 17,4% na
de 60 a 69 anos, ou seja, um aumento de 6,4 vezes (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
DIABETES, 2015).

O diabetes mellitus é um grupo de doencas metabdlicas caracterizada
por hiperglicemia resultando da inadequada ag¢do ou, secrecdo da insulina, ou
ambos. A hiperglicemia cronica, efeito comum no diabetes, resulta na alteracdo no
metabolismo de carboidratos, gorduras e proteinas podendo promover, a longo
prazo, danos a outros érgaos como coragao, vasos sanguineos, olhos, rins e nervos.
Dessa forma o DM requer continuos cuidados medicos com estratégias multifatoriais
além do controle glicémico. Assim a educacdo e o auto cuidado do paciente, além
do apoio a0 mesmo sdo essenciais para a prevencao e redugcdo de complicagoes
agudas futuras (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2015; THOMAS;
PHILIPSON, 2015; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016).
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Tipos de Diabetes Mellitus

Até pouco tempo a classificacdo conceitual era que havia dois tipos
principais de DM, o auto-imune e 0 ndo auto-imune, denominados, diabetes mellitus
tipo 1 (DMT1) e diabetes mellitus tipo 2 (DMT?2), respectivamente. Outros disturbios
metabdlicos que provocavam alteracdes da regulacdo da glicemia eram
classificadas em categorias especiais, principalmente aos relacionados a DMT2 tais
como: monogénico, gestacional, induzido por esteroides, fibrose cistica relacionada
a pés- pancreactomia, associados a acromegalia, HIV, hepatite C, sindrome do
ovarios policistico e diabetes sucetivel a cetose (THOMAS; PHILIPSON, 2015).

Atualmente segundo American Diabetes Association (2015) o diabetes
mellitus pode ser classificado nas seguintes categorias: diabetes tipo 1 (devido a
destruicdo das células b , geralmente levando a deficiéncia absoluta de insulina );
diabetes tipo 2 (devido a um defeito de secrecao de insulina progressiva no fundo de
resisténcia a insulina); diabetes mellitus gestacional (DMG) (diabetes diagnosticado
no segundo ou terceiro trimestre da gravidez que ndo € claramente detectado o
diabetes); tipos especificos de diabetes devido a outras causas, por exemplo,
sindromes monogénicas diabéticas (tais como diabetes neonatal e diabetes MODY
do inglés maturity-onset diabetes of the young), doencas do pancreas exdcrino (tais
como fibrose cistica) utilizacdo de drogas - ou diabetes induzida por quimicos (tais
como no tratamento do HIV / SIDA ou apés transplante de 6rgaos).

O DMT1 presente em 5% a 10% dos casos, resulta da destruicdo de
células betapancreéaticas com consequente deficiéncia de insulina, com tendéncia a
cetoacidose. Esta destruicdo, em grande parte, € mediada pela autoimunidade,
porém existem casos em que nao ha evidéncias de processo autoimune, sendo,
portanto, referidos como forma idiopéatica de DM1. Os marcadores de autoimunidade
Ssao os autoanticorpos anti-insulina, antidescarboxilase do acido glutamico (GAD 65),
antitirosina-fosfatases (IA2 e 1A2B) e antitransportador de zinco (Znt) (AMERICAN
DIABETES ASSOCIATION, 2015; SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2015).

A destruicdo das células beta pode ser a variavel mais comumente
acelerada em criancas e mais lenta e progressiva em adutos, sendo chamada de
diabetes autoimune latente do adulto (LADA, do inglés, latent autoimmune diabetes
in adults). Alguns individuos, principalmetne criancas e adolescentes, apresentam

cetoacidose com manifestacdo primaria da doenca; outros podem apresentar
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hiperglicemias modestas, podendo mudar rapidamente para severas hiperglicemias
e, ou, cetoacidose, na presenca de infeccdo e outros estresses. A destruicao
autoimune das células beta podem ter predisposicbes genéticas além de estar
relacionadas a fatores ambientais ainda ndo esclarecidos totalmente (AMERICAN
DIABETES ASSOCIATION, 2011, 2012, 2015). Invidviduos com DMT1 necessitam
de administracdo de insulina para regular a glicemia, ndo ha chances de
sobrevivéncia caso isso nao seja possivel. Os sintomas neste caso incluem miccéo
excessiva e sede, fome, perda de peso, alteracdo da visdo e fadiga (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2016).

O DMT2 esta presente em 90% a 95% dos casos diagnosticados e
caracteriza-se pela inadequada acéo e secrecdo de insulina. Por muitas razdes, as
células ndo conseguem metabolizar a glicose presente na corrente sanguinea,
apesar da continua producéo de insulina pelo pancreas. Essa anomalia é chamada
de “resisténcia insulinica”. Entretanto ambas inadequacdes podem estar presentes
guando a hiperglicemia se manifesta, porém um pode prevalecer sobre o outro. Em
sua maioria, individuos com essa forma de DM apresenta sobrepeso ou obesidade,
a cetoacidose raramente se desenvolve de modo espontaneo, ocorrendo apenas
guando se associa a outras condi¢des, como infec¢cdes. O DMT2 pode ocorrer em
qualguer idade, mas geralmente pode ser diagnosticado apés os 40 anos. A
hiperglicemia no DMT2 geralmente se desenvolve de forma gradual, ndo sendo
suficiente nos estagios iniciais para promover o0 aparecimento dos sintomas
classicos. A causa desse desenvolvimento gradual € a evolucdo da doenca que se
inicia com leve resisténcia a acdo da insulina, podendo culminar com a deficiéncia
da producdo dessa (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2009, 2011). Os
individuos ndo sdo dependentes de insulina exdgena para sobreviver, mas esse
tratamento pode ser utilizado para um melhor controle metabdlico (AMERICAN
DIABETES ASSOCIATION, 2015; SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2015).

O modelo experimental de diabetes induzido por estreptozotocina e dieta

hiperlipidica

A acéo diabetogénica da estreptozotocina (STZ), substancia isolada do
Streptomyces achromogenes, foi descrita inicialmente por Rakieten et al. (1963) e

depois por Evans et al., (1965). A injecao intravenosa de solu¢des de STZ induziu
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diabetes em ratos e caes e, a partir desses achados, o diabetes passou a ser
induzido com sucesso em diferentes modelos experimentais. Os mecanismos da
acado diabetogénica da STZ estdo relacionados a citotoxidade e glicosilacdo de
proteinas das ilhotas pancreéticas, uma vez que STZ inibe seletivamente a enzima
O-glicosilacdo com N-acetil-glucosamina (O-GLcNAC), responsavel pela remocao de
N-acetilglucosamina da proteina. Tal acdo causa apoptose das células beta
pancreaticas (KONRAD et al., 2001), e promove lesdo das mesmas, por reduzir 0s
niveis de NAD (nicotinamida adenina dinucleotideo) disponivel nessas células
(AKBARZADEH et al., 2007).

Estudos relatam que animais que receberam uma dieta rica em gordura
(HFD) desenvolvem resisténcia a insulina, mas ndo propriamente a hiperglicemia ou
diabetes. Dessa forma tais estudos sugerem que a oferta da HFD pode ser uma
maneira adequada para iniciar a resisténcia a insulina, uma das caracteristicas
importantes encontradas no DMT2. Assim sendo, a estreptozotocina € largamente
utilizada para reproduzir tanto do DMT1 e DMT2 por induzir a morte celular por meio
da B alquilagdo do DNA. Dessa forma a STZ quando administrada em baixa dose,
adicionalmente, ap6s um periodo de oferta de dieta hiperlipidica é eficiente para o
desenvolvimento do quadro de DMT2 experimental em ratos (ZHANG et al., 2008).

Em um outro trabalho, SRINIVASAN et al.,, (2005) utilizaram ratos
machos Sprague—Dawley que receberam dieta hiperlipidica e posteriormente uma
dose intraperitoneal de STZ (35mg/ Kg de massa corporal) para simular o diabetes
mellitus tipo 2, protocolo semelhante ao utilizado neste estudo. Os pesquisadores
demonstraram que esta associacdo foi eficiente em provocar a doenca nesses
animais e pode ser utilizada como alternativa para o desenvolvimento de
tratamentos para o diabetes mellitus tipo 2.

Quanto aos efeitos do diabetes mellitus tipo 2 sobre o tecido 6sseo,
segundo Antonopoulou et al. (2013), o turnover ésseo pode ser alterado pela
glicemia, prejudicando a funcdo dos osteoblastos, possivelmente promovendo

fragilidade 6ssea em individuos com DMT2.

Tecido Osseo

O 0sso0 é um tecido conjuntivo dindmico que proporciona a integridade

mecanica, locomocdo e protecdo. E esta envolvido com a manutencdo da
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homeostase metabdlica mineral, e é local principal da hematopoiese (SUOMINEN,
2006). Além disso, 0os o0ssos sdo alavancas rigidas que devem ser capazes de
resistir a deformacao. Sendo metabolicamente ativo, esse tecido € capaz de adaptar
sua estrutura a estimulos mecéanicos e a energia absorvida, imposta pela carga do
impacto, ndo pode ser destruida, armazenada ou dissipada. Assim, 0 0Sso também
deve ser flexivel ao absorver essa energia, alterando sua forma sendo capaz de
sofrer compressao e tensdo sem sofrer qualquer fissura. Dessa forma, o 0sso deve
ser capaz de reparar danos estruturais através do processo de remodelacdo. Os
0ssos da maioria dos mamiferos possuem quatro superficies ésseas onde a
formacéo ou remocéo do tecido pode ocorrer: periosteo, endocortical, trabecular e
intracortical. Ndo obstante, o osso também deve ser leve para facilitar a mobilidade
(BILEZIKIAN, J. P. , RAISZ, L. G. AND MARTIN, 2008; ROBLING; CASTILLO;
TURNER, 2008).

O tecido 0sseo possui uma matriz extracelular composta por material
mineral, colageno, agua, proteinas ndo colagenas e lipidios, que diminuem
proporcionalmente dependendendo da idade e espécie. Tais componentes tém
funcdes metabdlicas e mecéanicas no osso (BOSKEY; ROBEY, 2013). A fase mineral
ou inorgéanica é constituida por pequenos cristais de hidroxiapatita [Ca10(PO)s(OH)2]
formados por célcio, fosfato e carbonato, e quantidades reduzidas de magnésio,
sédio, potassio, manganés e flior. A funcédo da fase mineral € dar maior suporte ao
colageno, proporcionando maior resisténcia mecanica e servir como reservatorio de
calcio, fostato e ions magnésio para o equilibrio mineral (BOSKEY; ROBEY, 2013;
FERNANDEZ-TRESGUERRES-HERNANDEZ-GIL et al., 2006). A fase organica, em
conjunto com a mineral, determina a estrutura e as propriedades mecanicas e
biomecanicas do osso. Formado por cerca de 98% de colageno tipo | e proteinas
nao colagenas e os 2 % restantes determinados pelos trés tipos células 6sseas. Os
osteoblastos, que sdo células de origem mesenquimal, secretam uma matriz nao
mineralizada denominada ostedide que, eventualmente, se mineraliza para a
formacdo do osso maduro. Os osteoclastos, que séo células 6sseas de origem
hematopoética, promovem a reabsorcédo 0ssea pela secrecédo de acidos especificos
e proteases. Os osteOcitos sdo osteoblastos diferenciados que foram circundados
por matriz mineralizada. Cada uma destas células se comunica umas com as outras

de forma direta ou atrdves de moléculas de sinalizagdo. Essas células, em conjunto
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sdo responsaveis pela reabsorcdo e formacdo deste tecido, conhecido como
remodelamento ou turnover 6sseo (ROBLING; CASTILLO; TURNER, 2006).

O turnover ou remodelamento 6sseo é importante para a manutengao
da resisténcia 0ssea, regular a homeostase de calcio e reparar microdanos ocorridos
ao suportar pesos diariamente. Acredita-se que, por ano, ocorra 10% de renovacéo
de todo o esqueleto. Esse remodelamento ocorre respeitando quatro etapas:
ativacado ou quiescéncia, reabsorcéo, reversao e formacao, buscando principalmente
o equilibrio de calcio e fosforo sistémico e reparar danos causados no préprio tecido.
O processo de remodelamento 6sseo também é utilizado em casos excepcionais de
necessidades fisiologicas de mobilizacéo de calcio (BRANDI, 2009; ROSEN, 2008).

Em situacBes normais, a reabsorcdo 6ssea e a formacado Ossea estéo
diretamente ligadas a processos temporarios, que ocorrem por um grupo de
osteoclastos e osteoblastos, que substituem 0ssos antigos por novos 0SsOS,
chamados de unidades basicas multicelulares (KLEIN-NULEND; BACABAC,;
MULLENDER, 2005).

O processo de remodelamento 6sseo permite ao tecido adaptar sua
estrutura e massa interna as solicitagdes mecéanicas para garantir uma maior
resisténcia com um minimo de massa 6ssea. Além destas cargas mecanicas, a taxa
de remodelamento 6sseo e a atividade celular éssea sdo reguladas principalmente
por horménios como o estrogénio e o horménio da paratireoide (PTH) (KLEIN-
NULEND; BACABAC; MULLENDER, 2005). Estimulos sistémicos como PTH ou
locais como tensdo mecéanica ou microdanos, podem iniciar o processo de
remodelamento ésseo. A liberacdo de horménios PTH, 1,25 diidroxivitamina D e
outras substancias como interleucinas (IL) 1, 2, 6 e fator de necrose tumoral alfa
(TNF-alfa) promovem aumento da producdo de RANKL (ligante do receptor ativador
fator nuclear kB) pelos osteoblastos, que se ligam ao seu receptor RANK nas
membranas das células hematopoiéticas precursoras, tornando 0s osteoclastos
ativos. Substancias que promovem a inibicdo da reabsor¢cdo, como estrogénio e
proteinas morfogenéticas 6sseas (BMP), estimulam a producéo de osteoprotegerina
(OPG) inibidor de RANK, que captura o RANKL, impedindo sua ligacdo ao seu
receptor, diminuindo dessa forma, os osteoclastos ativos e induzindo a apoptose de
osteoclastos maduros (ROBLING; CASTILLO; TURNER, 2006).

Com o passar dos anos o processo de formagéo e reabsorgcédo 6ssea

se altera dependendo do ciclo de vida dos individuos. Durante o seu



25

desenvolvimento, até por volta dos 30-35 anos, o processo de formacao sobrepde
ao de reabsorcdo, promovendo o desenvolvimento do tecido Osseo. Apés este
periodo, até por volta dos 40 anos, ocorre a estabilizacdo do processo, e a formacéao
€ semelhante a reabsorcdo. ApOs os 40 anos a reabsorcdo pode predominar,
levando a uma diminuicdo da massa 0ssea, podendo acarretar em algumas doencas
como a osteoporose (BERGLUND et al., 2000).

As propriedades mecéanicas do 0sso incluem a rigidez, resisténcia e
sua capacidade de absorver energia sem se deformar permanentemente. Essas
propriedades sdo determinadas em dois niveis: no tecido (propriedades materiais),
no orgao (propriedades estruturais) e a relagcdo entre os dois, dado pela arquitetura
Ossea (propriedades geométricas). As propriedades materiais do tecido 6sseo séo
determinadas por fatores diferentes. Pela calcificacdo da matriz (relacionado a
mineralizacao) e pela composicdo e arranjo espacial dos cristais, fibras coladgenas e
as microlesdes no interior do tecido calcificado. As propriedades materiais
instrinsecas 0sseas incluem a densidade mineral 6ssea (DMO), composi¢cado quimica
e tamanho dos cristais de hidroxiapatita. A DMO e o contetdo mineral 6sseo (CMO)
sdo determinados pelo gendtipo. A DMO ¢é o resultado do processo de
remodelamento 6sseo (formacado e reabsorcdo) onde a formacao reconstréi 0 0Sso
deteriorado pela reabsorgcédo. Aproximadamente 70% da variagdo da DMO tem
relacdo com a hereditariedade, os 30% restantes relacionam-se com o fen6tipo onde
a atividade fisica e a nutricdo podem induzir respostas fisiologicas que permitem
aumento dessa massa 6ssea (VICENTE-RODRIGUEZ et al., 2008).

As propriedades estruturais incluem tamanho do 0sso, geometria 0ssea
e também propriedades microestruturais como orientacdo trabecular e porosidade
cortical. Assim sendo as propriedades geométricas Osseas relacionam-se néo
apenas com a quantidade (massa, tamanho) mas também com a distribuicdo desse
material calcificado, pois este confere a estrutura 6ssea a capacidade de
sustentacdo como 6rgao de apoio (FERRETTI et al., 2001). Portanto uma andlise de
resisténcia adequada, deve envolver indicadores que relacionem tanto o material

0sseo, como as propriedades e geometria do tecido 6sseo (figura 1).
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FIGURA 1. Determinacgdo das propriedades estruturais do tecido ésseo.

[ PROPRIEDADES MATERIAIS ]

[ Ca ] Relacionados Calcificagéo da matriz

[ Ca ] N&o relacionados Disposicéo dos cristais (compress&o);
Quantidade e qualidade de colageno (tenséo);
Microestrutura (anisotropia dos materiais);
Linhas sedimentadas (fluxo plastico)
Microdanos (dureza)

PROPRIEDADES GEOMETRICAS (DESENHO ARQUITETONICO) ]

Rede trabecular Disposicéo espacial;
Perfuragéo;
Microfraturas
Conectividade intertrabecular

11— ) {— ¢

Aparéncia cortical Momento da inércia - Flexao
- Torcéo

[ PROPRIEDADES ESTRUTURAIS (QUALIDADE DE TODO O OSSO) ]

Forca éssea Rigidez 6ssea

Fonte: (adaptado de Ferreti et al., 2001).

Metaloproteinases de Matriz e Tecido Osseo

As metaloproteinases de matriz (MMPs) constituem uma familia de
endopeptidases dependentes de célcio e zinco, importantes para o processo de
degradacdo e remodelamento da matrix extracelular (MEC), em Varios processos
fisiologicos e patolégicos (CHAVEY et al., 2003; VARGHESE, 2006). As MMPs tém
func@o central na regulagdo da osteogénese, remodelacdo éssea (MOSIG et al.,
2007) e degrada colagenos dos tipos I, Il e Il (KUBOTA et al., 2002). Com funcédo
degradativas, sdo comumente encontrados nos tecidos como pr6 MMPs (72 kDa),
enzimaticamente inativas e denominada de zimogénios (KJAER; KJAR, 2004).

Dessa forma, para que ocorra a ativagdo enzimética é necessaria a
remogdo do dominio pro-peptideo, por meio da sua degradacdo, por outras

proteases, tais como plasmina, ou por MT-MMPs (MMPs do tipo membrana)
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(MURPHY; NAGASE, 2009) gerando assim uma MMP intermediéria inativa de 64
kDa (HADLER-OLSEN et al., 2011). O aumento da atividade de MMPs, geralmente,
indica degradacdo de matriz, processo necessario para que ocorra 0
desenvolvimento tecidual. Sendo assim a presenca de MMP-2, na sua forma ativa
(62 kDa) € um bom indicativo da preservac¢do da massa 6ssea, uma vez que regula
a osteogénese, o remodelamento 6sseo (INOUE et al., 2006; MOSIG et al., 2007) e
também pode degradar colagenos tipo I, 1l e lll (KJAER; KJAER, 2004; KUBOTA et
al., 2002).

A expressdo das MMPs é finamente regulada por inibidores especificos
do tipo TIMPs (inibidores teciduais de MMPS). Assim o controle da remodelagéo e
degradacdo da matriz se deve ao equilibrio entre as MMPs ativas e TIMPs
(MURPHY, NAGASE, 2008). Além disso, para que a matriz seja cuidadosamente
degradadada, outros estimulos atuam nessa regulacdo como horménios, estresse
oxidativo, fatores de crescimento, além de todas as citocinas presentes durante o
processo de remodelacao tecidual (PAGE-MCCAW, EWALD, WERB, 2007).

Diabetes Mellitus e Tecido Osseo

Diabetes mellitus e osteoporose sdao doencas complexas comumente
associadas, a meia-idade e idosos aumentando da mortalidade e morbidade dos
individuos afetados, sendo um problema de saude. Neste sentido, muitos estudos
evidenciam o risco de fraturas tanto no diabetes mellitus tipo 1 (DMT1) quanto no
diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) (MERLOTTI et al., 2010).

Essa associacdo provavelmente ocorre em funcdo dos efeitos
deletérios do metabolismo da glicose. A insulinopenia como ocorre no diabetes
mellitus tipo 1 (DMT1) ou resisténcia as agbes metabolicas da insulina, como ocorre
no diabetes mellitus tipo 2 (DMT 2), estdo associadas a varios efeitos deletérios para
a saude do esqueleto. Aléem disso, a hiperglicemia com glicosuria (presenca de
glicose na urina) tipico tanto do DMT1 quanto no DMT2 pode causar hipercalciuria
provocando um balanco negativo de célcio e perda 0ssea. Ainda nesse sentido a
hiperglicemia pode afetar o o0sso, como afeta outros orgdos, por meio de

mecanismos como aumento de espécies reativas de oxigénio (ROS), e glicosilacao
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ndo-enzimética de proteinas importantes para o tecido ésseo (MERLOTTI et al.,
2010; THRAILKILL et al., 2005a).

Dessa forma sugere-se que o aumento do risco de fratura pode ser
devido ao comprometimento provocado pelo diabetes mellitus tipo 2 sobre o tecido
0sseo. Ao longo dos anos, estudos vem sendo realizados exaustivamente
demonstrando a relacdo do DMT2 com os osso do quadril, vértebras e fratura de
pulso. Quanto as fraturas de vértebras e pulso, ainda néo estéo totalmente claras se
sdo mais frequentes ou ndo em individuos diabéticos. Mas quando se referem a
fraturas em geral e no quadril, estas demonstram maiores niumeros em individuos
diabéticos tipo 2. Entretanto, o risco dessas fraturas parece ser aumentado em
individuos que tem o quadro de DMT2 estabelecido ha algum tempo, enquanto que
em individuos apenas com o diagnostico de intolerancia a glicose ou glicemia de
jejum alteradas, esse risco de fratura esta diminuida ou comparada a individuos néao
diabéticos (DE WAARD et al., 2014). De uma forma geral os mecanismos que levam
as fraturas podem ser classificados em 4 grupos: 1- aumento do nimero de quedas;
2- fragilidade 6ssea; 3- uma combinacdo desses dois fatores; 4- nem aumento das
quedas nem ossos frageis (DE WAARD et al., 2014).

Segundo Antonopoulou et al. (2013), o turnover 6sseo pode ser
alterado pela glicemia, existindo evidéncias que um quadro de hiperglicemia pode
prejudicar a funcdo dos osteoblastos. Além disso, individuos diabéticos séo
suscetiveis a deficiéncia de vitamina D, e a relacdo entre essa vitamina e a saude
Ossea jA estd bem definida na literatura. Nesse sentido, o controle glicémico
inadequado influencia negativamente a resposta osteoblastica e osteoclastica para
1,25(0OH)2 vitamina D3, possivelmente promovendo fragilidade 6ssea em individuos
com DMT2 (ANTONOPOQULOU et al., 2013). DEDE et al. (2014) citam que volume
0sseo reduzido pode ser confirmado pela andlise histomorfométrica, uma vez que
encontraram formacdo oOssea reduzida, derivada principalmente por menor
deposi¢cao de matriz ossea, e ndo uma mineralizacao inadequada associada a uma
baixa atividade osteoclastica.

Dessa maneira, individuos com DMT2 apresentam um quadro de
hiperinsulinemia e resisténcia a insulina, geralmente associado ao aumento da
densidade 6ssea, com diminuigdo da resisténcia do 0sso, contribuindo para aumento
do risco de fratura 6ssea (CARNEVALE et al., 2014; HOFBAUER et al., 2007
THRAILKILL et al., 2005b). Para que a resisténcia 0ssea seja adequada, a DMO e a
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qualidade do material desse osso sdo fatores importantes, pois a matriz 6ssea é
composta por uma fase mineral que fornece rigidez e as fibras colagenas fornecem
forca de tracdo, resisténcia, ductilidade e tenacidade. Tais propriedades sé&o
reguladas pelo remodelamento Osseo, atividade celular e os niveis de estresse
oxidativo e glicacdo. A formacdo adequada do cross-link enzimatico e néo
enzimatico do coldgeno, afeta diretamente nd&o somente o processo de
mineralizacdo, mas também a resisténcia éssea. Assim sendo um cross-linking
enfraquecido e, ou um aumento do cross-link ndo enzimatico, na formacgdo do
coldgeno 6sseo tém sido apontados como um dos principais motivos da fragilidade
0ssea no envelhecimento, osteoporose e diabetes mellitus (SAITO; MARUMO,
2013).

Nesse contexto, a hiperglicemia cronica, comum nesses casos de
diabetes, promovem a glicacdo avancada (AGE) e acumulagdo dos produtos finais
desta glicacdo contribuindo para as complicacbes do diabetes. No tecido 6sseo, 0s
alvos principais da acumulacdo de AGE sdo os componentes estruturais da matriz
do tecido conjuntivo.Tal acumulacdo pode prejudicar a funcédo do colageno e assim
altera a funcé&o do osso. Ademais, altas concentragdes de glicose podem prejudicar
a sintese de osteocalcina pelas células osteoblasticas (proteina essencial a
formacao Gssea), aparecendo diminuida em individuos com diabetes tipo 2 (KURRA;
FINK; SIRIS, 2014).

Exercicio Fisico e Diabetes Mellitus Tipo 2

O aumento do comportamento sedentario e a prevaléncia da
obesidade, intervencdes como o exercicio fisico tem se popularizado como uma
possivel alternativa do controle da doenca. Também tem sido utilizado como uma
ferramenta de investigacdo dos potenciais efeitos benéficos do mesmo aliados a
uma adocdo de um estilo de vida mais saudavel. Profissionais da saude tem
prescrito exercicios fisicos como forma de melhorar aspectos metabdlicos destes
individuos. Entretanto, sabe-se que apesar dos efeitos benéficos promovidos pelo
exercicio, este ndo beneficia da mesma forma todos os individuos diabéticos, sende
gque alguns tem menos resultados positivos frente ao treinamento fisico
(STEPHENS; SPARKS, 2015).



30

Os efeitos do exercicio sobre o controle metabdlico de individuso
diabeticos tipo 2, tem sido o foco principal na prescricdo dos exercicios. Estudos
anteriores descrevem como resultados dos exercicios melhora do controle
metabdlico através de analises como hemoglobina glicada, glicose sanguinea ou
sensibilidade a insulina. De um modo geral, estes estudos que utilizam exercicios
como forma de tratamento n&o farmacolégico, demonstram falhas quanto aos
beneficios especificos do tipo de intervencéo utilizada, se o exercicio € de baixa
intensidade ou baixo volume ou quanto a aderéncia dos individuos nesta intervencao
(MARWICK et al., 2009).

O mecanismo do controle metabdlico conseguido pelo exercicio fisico
em individuos diabéticos, mais claramente estabelecido, se refere as adaptacfes
musculo-esqueléticas conseguidas em funcdo dessa atividade. O exercicio reduz a
glicemia através do aumento do transporte de glicose para os musculos que estdo
em atividade. Tanto a insulina quanto o exercicio promovem uma maior captacao de
glicose pelo musculo esquelético pela translocacdo do transportador de glicose 4
(GLUT 4), predominante no musculo, a partir de uma localizacao intracelular para a
membrana da célula. O exercicio e a insulina estimulam essa translocacédo através
da sinalizacdo de mecanismos distintos. A sinalizacdo insulinica envolve a rapida
fosforilacdo do receptor de insulina e do substrato receptor de insulina 1 e 2 em
residuos de tirosina e pela ativacdo da quinase fosfatidilinositol 3. O exercicio por
sua vez nao estimula efeitos como os citados anteriormente promovidos pela
insulina. A contracdo muscular aumenta as taxas de AMP/ATP e
creatinina/fosfocreatina, que rapidamente ativam adenosina monofosfato proteina
quinase (AMPK), um importante mediador de oxidacdo de &cidos graxos e
transporte da glicose nas células de mamiferos (DE FEO et al., 2006; STANFORD;
GOODYEAR, 2014).

Em individuos com DMT2, a captacédo de glicose utilizando a insulina
esta prejudicada, enquanto a captacdo estimulada pelo exercicio é normal, podendo
atingir quase os niveis de normalidade. Diante disso, 0s mecanismos independentes
da insulina no controle da aborcéo da glicose mediada pelo musculo-esquelético séo
de extrema importancia como um potencial tratamento do diabetes em geral
(STANFORD; GOODYEAR, 2014).

O exercicio aerdbico tem sido considerado o mais adequado em

provocar melhor captacéao de glicose, entretanto nédo esta claro se a intensidade e a
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frequéncia sao fatores que devam ser considerados quando prescrito. Tais dados
ainda sao contraditorios na literatura. Quanto aos exercicios de resisténcia, estes
podem provocar alteraces favoraveis do musculo esquelético, aumentando a sua
massa e dessa forma aumentando a capacidade de armazenamento da glicose bem
como sua capacidade de captacdo da mesma.(HALL et al.,, 2013). Um estudo
realizado por HALL et al.,, (2013), utilizaram 50 ratos distribuidos em 5 grupos:
controle, controle diabético, diabético exercicio de resisténcia, diabéticos exercicio
de esteira de alta e baixa intensidade. Os animais do grupo exercicio de resisténcia
foram submetidos a um protocolo de escada com sobrecarga e o grupo submetido
ao protocolo de esteira foram submetidos a uma velocidade de 27 ou 15 m/min
durante 6 semanas. Nas semanas 3 e 6 realizou-se o teste de tolerancia a glicose, e
0s resultados obtidos demonstraram que 0s animais submetidos aos protocolos de
exercicio demonstraram menor area sob a curva quando comparado aos animais do
grupo controle. Os animais que fizeram a esteira em alta intensidade precisaram de
menor dose de insulina para o controle metabdlico. Os pesquisadores concluiram
gue todos os exercicios foram eficientes em melhorar a glicemia, entretanto ocorre
diferencas entre eles, principalmente quando ocorre alteragdes do contéudo protéico
muscular. Apesar de se tratar de um estudo com diabetes mellitus tipo 1, o
comportamento para o controle do diabetes mellitus tipo 2 pode ser o mesmo.

Numa outra vertente, pesquisa realizada com 251 adultos entre 39 e 70
anos de idade com diabetes tipo 2 foram submetidos aos protocolos de exercicio:
Aerobico, resisténcia e combinado, e um grupo controle sedentéario foi incluido. O
protocolo consistia na realizagdo dos exercicios 3 vezes por semana por 22
semanas. Os primeiros resultados foram alteracdes da hemoglobina glicada, outros
resultados apareceram na composi¢cdo corporal, nos lipideos sanguineos e na
pressdo arterial. O grupo combinado demonstrou melhores alteracbes para
hemoglobina glicada quando comparado aos grupos aerobico e de resisténcia. A
pressdo arterial e os lipideos ndo diferiram entre os grupos. Diante disso, 0s
pesquisadores concluiram que, os exercicios aerébio e de resisténcia sozinhos
promove melhora do controle glicémico no diabetes tipo 2. Entretanto, as alteracdes
mais significativas foram nos grupos submetidos aos dois protocolos de exercicio

aerdbico mais o de resisténcia (SIGAL et al., 2007).
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Exercicio Fisico e Tecido 6sseo

As cargas mecanicas sdo consideradas um fator importante para a
regulacdo da homeostase esquelética. As cargas mecanicas estimulam a complexa
interacdo entre os tecidos musculoesqueléticos incluindo osso, cartilagem articular,
ligamentos e tenddes. Essas cargas afetam o remodelamento 6sseo dependente da
intensidade aplicada. A falta de estimulagdo mecéanica que ocorre em pacientes
acamados ou astronautas durante uma missao espacial, leva a uma rapida perda da
massa 6ssea, por outro lado uma sobrecarga mecanica pode causar fraturas désseas
(YOKOTA,; LEONG; SUN, 2011; YUAN et al., 2015). Assim, o tecido 6sseo é um
tecido que responde a estimulos mecanicos como a atividade fisica (qualquer
movimento corporal produzido pela contracdo muscular esquelética que promove um
aumento do gasto de energia acima dos niveis basais) e ao exercicio fisico
(movimento corporal planejado, estruturado e repetitivo como objetivo de melhorar
ou manter mais de um dos componentes da aptidao fisica) (BOOTH; ROBERTS;
LAYE, 2012; CHEUNG; GIANGREGORIO, 2012).

O ganho de massa 6ssea conseguido com o exercicio fisico ocorre,
principalmente, em resposta a um aumento da tensdo mecanica (TUREK, 1991).
Durante o exercicio, as forcas de tensdo, compressao e cisalhamento, associadas a
deformacdo mecéanica das contracbes musculares, sdo capazes de provocar
alteracdes da estrutura 0ssea. Acredita-se que correntes de baixa energia, geradas
pela resposta piezoelétrica do cristal de hidroxiapatita ao estresse imposto a esse
tecido, possam estar envolvidas nesse processo (TUREK, 1991). Além disso, sabe-
se que o exercicio fisico pode promover uma série de respostas fisiologicas
envolvendo os eixos hipotalamo-hipoéfise-adrenal e hipotalamo-hipofise-gbnadas,
resultando em adaptacdes do tecido 6sseo. Assim marcadores bioquimicos podem
ser uma forma util de se verificar os efeitos agudos do exercicio sobre a massa
6ssea (MAIMOUN; SULTAN, 2010; YUAN et al., 2015)

Os treinamentos aerdbicos, como a corrida e a natacdo, bem como
exercicios contra resisténcia, tém acbdes osteogénicas no tecido 0sseo. Exercicio
com caracteristicas aerdbicas tem sido utilizado para se promover a mineralizagao
0ssea, onde nesse exercicio a formacado do tecido ocorre em funcdo de uma carga
mecanica imposto a ele (HUANG et al., 2003, 2008; NOTOMI, 2000; SUOMINEN,
2006).
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Estudos afirmam que independente do tipo de exercicio, as cargas
impostas ao 0sso, resultardo em ganhos localizados de DMO. Altetas praticantes de
judd e rugby apresentam maior DMO que individuos ndo praticantes. Adolescentes
ginastas apresentaram aumentos mais significantes da DMO que nadadoras no
mesmo periodo pesquisado. J& as nadadoras apresentaram valores proximos as
adolescentes nédo treinadas. Jogadores de ténis tem DMO maior em seu braco
dominante quando comparado ao braco ndo dominante, provavelmente, pelos
sucessivos impactos sofridos. Curiosamente esportes de endurance que usam o
sistema de energia aerbdbica (caminhada e corrida) resultam em menor ganho de
massa 0ssea porque o sistema esquelético ndo é submetido a altos impactos.

Portanto, o tipo de exercicio e a forma como € prescrito devem ser
levados em consideracdo para melhorar a eficiéncia do treinamento. Todos estes
aspectos sugerem que esportes que requerem maior movimentacdo, assim como
maiores cargas ou impactos repetitivos estimulam a formacéo éssea (BOUDENOT;
ACHIOU; PORTIER, 2015). Nesse sentido na tentativa de verificar um tipo de
exercicio que fosse adequado a individuos com diabetes mellitus tipo 2, e que além
disso tivesse influéncia positiva sobre o tecido 6sseo, que resolveu-se realizar trés
protocolos diferentes de exercicio. Buscando identificar o efeito de cada um deles
nos parametros 6sseos em condicdes adversas como o diabetes mellitus tipo 2
ocasiona. Diante do exposto acreditamos que o diabetes mellitus tipo 2 experimental
pode promover maleficios ao tecido 6sseo, e que o exercicio fisico pode auxiliar ou

atenuar os efeitos da doenca neste tecido.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Verificar os efeitos de 3 diferentes protocolos de exercicio fisico
(aerdbico, resistido e combinado) sobre as propriedades biomecéanicas e biofisicas
do tecido 6sseo de ratos obesos com diabetes melittus tipo 2, apés 10 semanas de
treinamento.

2.2 Especificos

Verificar os efeitos de 3 diferentes protocolos de exercicio fisico
(aerdbico, forca e combinado) sobre:

e a densidade mineral 6ssea e o contéudo mineral 6sseo;

e 0S parametros biométricos do 0sso;

e 0S parametros biomecanicos 6sseos por meio do teste de flexdo a trés
pontos;

e 0s marcadores bioquimicos, célcio e fésforo, do metabolismo 6sseo;

e a atividade das metaloproteinases 0sseas
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Modelos do Estudo

Neste estudo experimental, o modelo animal foi aprovado pelo Comité
de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Federal de S&o Carlos
(UFSCar) Protocolo n® 067/2012.

3.2 Animais

Foram utilizados 80 ratos Wistar (Rattus norvegicus), com 45 dias de
idade no inicio do experimento, provenientes do Biotério Central da Universidade
Federal de S&o Carlos - UFSCar. Os ratos foram mantidos em gaiolas individuais e
permaneceram no Biotério do Laboratério de Nutricdo e Metabolismo Aplicados ao
Exercicio, pertencente ao Departamento de Educacao Fisica e Motricidade Humana,
em temperatura ambiente de 22-24°C e luz controlada em ciclo de 12h

(claro/escuro). A agua e o alimento foram oferecidos ad libitum.

3.3 Protocolo Experimental

Os 40 animais do grupo diabético receberam dieta hiperlipidica
palatavel para o desenvolvimento da obesidade e os outros 40 animais do grupo
saudavel receberam dieta padrao. Quando completaram 90 dias de idade, os
animais foram distribuidos randomicamente em 8 grupos experimentais:

Controle sedentario saudavel (CSS): Composto por 10 animais
sedentarios saudaveis ndo consumiram a dieta hipercaldrica e receberam uma dose
de intraperitoneal de tampéo citrato (1ml/kg) ndo tendo nenhuma participacdo nos
protocolos de treinamento;

Treinamento resistido saudavel (TRS): Composto por 10 animais
submetidos ao treinamento resistido. Nado consumiram a dieta hipercalérica e

receberam uma dose de intraperitoneal de tampé&o citrato (1ml/kg);
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Treinamento aerobico saudavel (TAS): Composto por 10 animais
submetidos ao treinamento aerdbico. Ndo consumiram a dieta hipercal6rica e
receberam uma dose intraperitoneal de tampé&o citrato (1ml/kg);

Treinamento combinado aerobico/resistido saudavel (TCS): Composto
por 10 animais submetidos ao treinamento combinado aerobico/resistido. N&o
consumiram a dieta hipercal6rica e receberam uma intraperitoneal de tampdao citrato
(Aml/kg)

Sedentario obeso/diabético (CSD): Composto por 10 animais
sedentarios que consumiram a dieta hipercalérica e receberam uma dose de
estreptozotocina (35mg/kg) intraperitoneal ndo tendo nenhuma participagdo nos
protocolos de treinamento;

Treinamento resistido obeso/diabético (TRD): Composto por 10 animais
submetidos ao treinamento resistido. Consumiram a dieta hipercalérica e receberam
uma dose intraperitoneal de estreptozotocina (35mg/kg);

Treinamento aerdbico obeso/diabético (TAD): Composto por 10
animais submetidos ao treinamento aerdbico. Consumiram a dieta hipercalérica e
receberam uma dose intraperitoneal de estreptozotocina (35mg/kg);

Treinamento combinado aerobico/resistido obeso/diabético (TCD):
Composto por 10 animais submetidos ao treinamento combinado
aerobico/resistido.Consumiram a dieta hipercalérica e receberam uma dose

intraperitoneal de estreptozotocina (35mg/kg).



37

FIGURA 2. Representacdo esquematica do delineamento experimental.
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3.4 Eutanésia

Ao final do periodo experimental (dezesseis semanas), segundo o
delineamento experimental, realizou-se a decapitacdo dos animais, com
subsequente coleta e disseca¢des do material 6sseo (fémures, tibias), os quais

foram mantidos em solucédo de salina 0,9% a -20°C ou -80°C para as subsequentes

anéalises.

3.5 Dieta

3.5.1 Dieta padréao

Consistiu de racdo balanceada da marca PRIMOR (Séao Paulo, Brasil)
contendo a cada 100g: 23g de proteina, 49g de carboidrato, 4g de gordura, 5g de
fibra, 7g de cinza, e 6g de vitaminas, conforme fornecido pelo fabricante.
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3.5.2 Dieta hiperlipidica

A dieta hiperlipidica foi oferecida aos animais dos respectivos grupos
para a inducdo da obesidade até o momento da eutanasia. A dieta hiperlipidica,
capaz de desenvolver obesidade em ratos, € uma dieta preparada por uma mistura
hiperlipidica, na seguinte proporcdo: 15g de racdo balanceada da marca PRIMOR,;
10g de amendoim torrado; 10g de chocolate ao leite; 5g de bolacha maisena. Esses
constituintes moidos e misturados na proporcdo de 3:2:2:1. Cada 100 g desta dieta
contem 20g de proteina, 20g de gordura, 48g de carboidratos e 4g de fibras. A
densidade calorica (Kcal/g de alimento) das dietas foi determinada através do
calorimetro adiabatico (IKA-C400) sendo de 5,12 Kcal/g para a dieta hiperlipidica e
4,07 Kcal para a dieta padrdo (ESTADELLA et al., 2004).

3.6 Inducéo do Diabetes tipo 2

Os animais dos grupos diabéticos, apos receber dieta hiperlipidica por
4 semanas, receberam, com jejum prévio, uma dose de estreptozotocina (Sigma®)
de 35 mg/kg de peso do animal, via intraperitoneal e dissolvida em veiculo solucéo
de citrato de sodio 0,01M, pH = 4,5. Considerou-se diabéticos os animais que
apresentaram glicemia 2 250 mg/dl (SRINIVASAN et al., 2005).

3.7 Controle de Massa Corporal e Consumo Alimentar

A massa corporal de cada animal foi mensurada semanalmente,
durante todo o periodo experimental, bem como o consumo alimentar foi medido
diariamente, sendo também analisada a eficiéncia alimentar dos animais. Os valores

obtidos para cada variavel foram anotados em fichas individuais.
3.8 Controle da Glicemia
Os niveis sanguineos de glicose foram avaliados semanalmente com

sangue colhido da cauda do animal, com o uso de um glicosimetro Accu-Check
(Roche Diagnostic, Indianapolis, USA).
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3.8.1 Teste de Tolerancia a Insulina (ITT)

O teste de tolerancia a insulina (ITT do inglés Insulin tolerance test) foi
realizado apés a inducdo do diabetes na sexta semana e apos as 10 semanas de
treinamento. Ap6s um jejum de 12 horas, 0s animais receberam uma injecéo
intraperitoneal contendo insulina humana 1U/Kg de peso corporal. As amostras de
sangue foram retiradas da cauda do animal antes da injecéo e depois da injecéo de
insulina nos tempos seguintes 0,15,30 e 45 min (ROPELLE et al., 2006). As medidas

sanguineas foram realizadas utilizando-se do glicosimetro.

3.8.2 Insulinemia

Para a andlise insulinica, apds a eutanasia, o sangue dos animais foi
coletado e acondicionado em tubos sem anticoagulante por aproximadamente 2
horas até a sua coagulacdo. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 1500
rpm por 15 minutos. O soro foi aliquotado em microtubo e congelado a -80°C. Os
niveis séricos de insulina foram mensurados pelo método de Ensaio
Imunoenzimatico (ELISA), seguindo as especificacbes correspondentes ao Kit
Insulin Rat Elisa kit (Abnova, Catalogo KA3811). A reacgéao foi bloqueada com 50 pl
de solucdo stop e a leitura realizada no espectrofotometro 450 nm. As
concentracbes das amostras foram calculadas a partir da curva de titulagdo dos

padrdes de insulina e as concentragdes finais expressas em ng/ml.

3.9 Protocolos de Treinamento

Os treinamentos aerdbicos e de resisténcia foram iniciados apos o
periodo prévio de oferta da dieta hiperlipidica e a inducdo com STZ e tiveram
duracdo de 10 semanas. Todos os protocolos de exercicio foram realizados trés

vezes/semana nos animais dos grupos treinados.
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3.9.1 Treinamento Aerdbico

Para a realizacdo do exercicio aerdbico foi utilizado um protocolo de
corrida em esteira. Na primeira semana de treinamento 0s animais passaram por um
processo de adaptacdo a corrida. Logo apos, iniciou-se protocolo de corrida
propriamente dito, 3 dias por semana, chegando ao final do experimento a 30
minutos didrios com uma velocidade de 16 metros por minutos, por 10 semanas
consecutivas (IRIGOYEN et al., 2005).

3.9.2 Treinamento Resistido

O protocolo de HORNBERGER e FARRAR, (2004) foi adaptado para
as necessidades e execucao da pesquisa. Inicialmente os ratos foram familiarizados
com o treinamento de forca que consiste em subida de escadas (1,1 x 0,18m, 2-cm
espacamento entre os degraus da grade, 80° de inclinagdo) com uma carga de
aparatos fixados em suas caudas. O aparato foi fixado a cauda dos animais
envolvendo a parcela proximal da mesma com uma tira autoadesiva (1,5cm, 3M
Tartan). Inicialmente, os animais foram incentivados a escalar aplicando-se em sua
cauda um estimulo (pin¢ar dos dedos) para iniciar o movimento. No topo da escada,
encontraram uma gaiola (20 x 20 x 20 cm) onde descansaram por 120 segundos.
Este procedimento foi repetido até que os ratos voluntariamente subissem a escada
trés vezes consecutiva, sem o incentivo do estimulo na cauda.

Foi realizado um teste de Carga Maxima nos trés dias seguintes a
familiarizacdo com a escada, onde apés 0 teste 0S grupos experimentais
comecaram o exercicio resistido progressivo de alta intensidade. A primeira sessao
de treinamento consistiu em escalar de quatro a oito vezes carregando
progressivamente cargas mais pesadas. Na escalada inicial foi aplicado 75% do
peso do corpo do animal. Apés completar o carregamento desta carga com sucesso,
um peso adicional de 30 gramas foi adicionado ao aparato. Este procedimento foi
sucessivamente repetido até que a carga alcancasse um peso que nao permitia que
o rato escalar, ponto no qual foi considerada a carga maxima dos ratos para aquela
sessdo. As sessfes de treinos subsequentes consistiram de quatro a nove

escaladas. Durante as primeiras quatro escaladas, os ratos carregaram 50%, 75%,
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90% e 100% de sua carga maxima. Durante as subsequentes escaladas, um
adicional de 30 gramas foi adicionado até que o rato obtivesse uma nova
capacidade maxima de carregamento. Este treinamento foi repetido uma vez a cada

trés dias, durante dez semanas.

3.9.3 Treinamento Combinado

Para a realizacdo do exercicio combinado os animais fizeram o
protocolo de escada e o de esteira no mesmo dia. Na primeira semana de
treinamento 0os animais passaram por um processo de adaptacdo a corrida e a
escada. Os animais foram submetidos a um programa de exercicio 3 dias/semana,

por 10 semanas consecutivas.

3.10 Experimentos e Coleta de Amostras

Os animais sofreram eutanasia por decapitacdo em guilhotina ao final
das dez semanas de treinamento, 72 horas ap0s a Ultima sesséo de exercicio. Apds
a decapitacao, o sangue foi coletado e foi feita a dissecacdo femoral e tibial (direita e
esquerda), para coleta do material 6sseo, os quais foram mantidos em solucéo de

salina 0,9% a -20°C para as subsequentes analises.

3.11 Densidade Mineral Ossea e Contetido Mineral Osseo

As analises da densidade mineral 6ssea e conteddo mineral 6sseo
foram realizados pelo Densitometro Osseo de Raios-X (DPX-Alpha Lunar, EUA),
equipado com software para pequenos animais. As analises foram realizadas no
laboratério da Faculdade de Medicina Veterinaria, da Universidade Federal Paulista
“Julio de Mesquita Filho” (UNESP), em Aragatuba, SP.
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3.12 Parametros biométricos

3.12.1 Massa corporal dos animais

Durante o periodo experimental os animais foram pesados
semanalmente para o acompanhamento do desenvolvimento e verificacdo da saude

dos mesmos.

3.12.2 Medidas do comprimento do fémur direito

Esta mensuracao foi realizada com um paquimetro (precisdo de 0,05
mm) seguindo a padronizacéo referencial: regido distal dos condilos femorais (face

articular com a tibia) e saliéncia 6ssea mais proximal do trocanter maior.

3.12.3 Medidas das espessuras das diafises femorais

Foram mensurados com o paquimetro, os diametros maiores (realizado
na posicao latero-lateral) e menores (realizado na posi¢cdo antero-posterior) da

diafise femoral, seguindo a padronizacéo referencial: base do terceiro trocanter.

3.13 Parametros Biofisicos

ApoOs a verificacdo dos parametros biométricos dos fémures dos
animais dos diferentes grupos experimentais, mantiveram-se 0S 0SSOS Imersos em
agua destilada, em um dessecador, por um periodo de 24 horas objetivando a
retirada do ar presente nos poros 6sseos. Em seguida obtiveram-se 0s pesos imerso
(Pi) e umido (Pu). Esses dados foram coletados antes do ensaio biomecénico e,
apos o0 mesmo. As amostras foram armazenadas em uma estufa na temperatura de
100° C durante 24 horas com o intuito de desidratacéo e, posteriormente, obteve-se
0 peso seco (Ps). Para obtencdo do peso das cinzas (material mineral - Pm), os

ossos foram colocados em uma mufla na temperatura de 800° C por um periodo de
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24 horas (NORDSLETTEN et al., 1994). Todas as medidas citadas foram obtidas por
meio de uma balanca eletronica de preciséo.

Baseando-se no Principio de Arquimedes, calcularam-se o volume
0sseo e subsequentemente densidade d6ssea e mineral, percentuais 0sseos de
agua, material organico e material mineral, por meio das férmulas citadas abaixo
(MARTIN, 1990):

Volume 6sseo = Pu — Pi (cm3)

Y

Densidade Ossea = Pu (g/cm3)

Volume Osseo

Densidade mineral = Pm (g/cms3)

Volume 6sseo

Percentual Osseo de Agua = 100 x (Pu-Ps)
Pu

Percentual Material Orgéanico = 100 x (Ps-Pm)
Pu

Percentual Material Mineral = 100 x Pm
Pu
Onde:
Pu = peso Umido 6sseo
Ps = peso 6sseo da amostra desidratada
Pi = peso imerso 6sseo
Pm = peso do material mineral (cinzas)

p =densidade da agua
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3.14 Parametros biomecanicos 6sseos

Por meio do teste de flexdo a trés pontos, as propriedades
biomecénicas dos fémures direito foram mensuradas utilizando-se a maquina de
ensaio universal INSTRON modelo 4444, cuja célula de carga apresenta capacidade
maxima de 100 kgf (aproximadamente 1 kN) (AKHTER et al., 2003). Os resultados
dos ensaios foram registrados pelo software Instron Series IX na forma gréfica,
gerando uma curva: carga x deformacdo. Da andlise das curvas foram obtidas as
seguintes propriedades biomecanicas: deformacdo (deslocamento) maxima,
deformacéo (deslocamento) no ponto da fratura, carga (forca) maxima e carga

(forca) de fratura, resiliéncia, tenacidade e rigidez.

FIGURA 3. Maquina de Ensaio Universal Instron (modelo 4444) utilizada para o
ensaio de flexdo a trés pontos em fémures de ratos.

Figura A: painel de controle; B: célula de carga ligada a ponte de extensiometria (1 kN); C: haste
cilindrica para a aplicacédo de carga (forca); D: osso (fémur de rato); E: suporte.

Os resultados dos ensaios foram registrados pelo software Instron

Series IX na forma grafica, gerando uma curva: carga x deformacéo (Figura 4). Da
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andlise das curvas foram obtidas as seguintes propriedades biomecanicas: carga

(forca) méxima, resiliéncia, tenacidade e rigidez.

Deformacdes (mm)

Corresponde a distancia movida pelo cilindro de carga registrada pelo
equipamento: no limite elastico, no ponto de carga maxima e de fratura (D1, D2 e D3

respectivamente, na figura 4).

Carga no Limite Elastico (N)

Corresponde a carga que separa a fase elastica da plastica (C1, ha
figura 4). Para o tecido 6sseo a fase elastica corresponde a porcao linear da curva e
a fase plastica, a parte nao linear da mesma (KAGEL; EINHORN, 1996). O ponto de

unido das duas corresponde ao limite elastico.

Carga Maxima (N)

Corresponde a maior carga suportada pela amostra (fémur) durante o

ensaio (Cz, na figura 4).

Carga de Fratura (N)

Corresponde a carga aplicada no momento da fratura da amostra

(fémur) ao longo do ensaio (Cs, na figura 4).

Resiliéncia (J)
Corresponde a area sob a curva carga x deformacdo até o limite
elastico. Representa a energia absorvida pelo tecido 6sseo durante a fase elastica,

Ou Sseja, a energia que a amostra suporta sem deformar-se permanentemente.
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Tenacidade (J)

Corresponde a area sob a curva carga x deformacédo até o ponto de
ruptura. Representa a energia necessaria para provocar a ruptura do material, ou
seja, a capacidade de uma estrutura resistir a uma energia depende da tenacidade

do material.
Rigidez (N/mm)
Determinada por meio da inclinacéo da reta (T) ajustada aos pontos da

curva carga x deformacéo na fase elastica (SOGAARD, et al., 1997). Representa a

capacidade de resistir a deformacdes.
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FIGURA 4. Grafico Carga x Deformacao utilizado para determinacdo das
propriedades biomecanicas.

CARGA (N)

Tangente do angulo = Rigidez| Deslocamento (mm)
DEFORMACAO (mm)

Ci1: Carga no Limite Elastico; D1: Deformacéo (deslocamento) no Limite Elastico; C2: Carga Maxima;
D2: Deformacdo (deslocamento) na Carga Maxima; Cs: Carga de Fratura; Ds: Deformacéo
(deslocamento) na Carga de Fratura (maxima); O/Ci/Di: a area desta regido corresponde a
Resiliéncia (a energia absorvida na fase elastica); O/Cs/Ds: a area desta regido corresponde a
tenacidade (energia absorvida até o ponto de ruptura); T: tangente da regido O/Ci da curva,
corresponde a Rigidez (a capacidade de resistir a deformacdes).

3.15 Bioquimica 6ssea

3.15.1 Célcio e Fosforo

Com a obtengdo do material mineral do fémur da pata direita dos

animais, realizou-se solubilizagdo em &cido cloridrico 2N. Posteriormente, por meio
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de ensaio colorimétrico o contelido de calcio e fésforo dos ossos foi determinado,
com a utilizacdo do kit comercial especifico Labtest® cat. 90, e 12 respectivamente.

3.16 Zimografia de Gelatina

Os procedimentos para determinagdo da  atividade de
metaloproteinases das tibias esquerdas foram realizados segundo protocolo
estabelecido por MARQUETI et al., (2008) e adaptado para esse estudo. Com a
limpeza da tibia, foi realizada a remocao do tecido periférico (tecido muscular e
demais membranas visiveis) e 200 mg do terco proximal da tibia (abaixo da epifise
de crescimento) foi macerado sob nitrogénio liquido. As amostras foram
homogeneizadas e incubadas em 1,5 ml de tampéo de extracdo [10 mM de &cido
cacodilico (pH 5,0), 0,15 M NaNOs e 0,01% de Triton X-100] a 4°C por um periodo
de 24 horas. ApGs este tempo o tampao de extracdo foi coletado por centrifugacéo
(20 minutos, 4°C em 13.000 rpm). As amostras foram concentradas de maneira que
cada poco do gel de zimografia tinha 10 pg de proteina e 10 pl de tampédo de
amostra sem B-mercapto (agente redutor), totalizando 20 pl de solu¢do por poco. As
amostras foram resolvidas por eletroforese em gel de policriamida contendo SDS e
gelatina na concentracao final de 2mg/ml. Apés a eletroforese, o gel foi lavado uma
vez durante 30 minutos em solucéo 2,5% de Triton X-100 para remoc¢éo do SDS. O
gel foi incubado no tampéo de substrato (Tris-HCI 50mM pH 8,0, CaClo mM e NaNs3
0,02%), a 37°C, durante 20 horas. ApOs este tempo, 0s géis foram corados com
Coomassie Blue Brilliant R-250 (Bio-Rad®) por 1 h e 30 minutos e descorados
posteriormente com &cido acético:metanol:agua (1:4:5, v:v:v:) para visualizacdo das
areas de atividade da MMP. A atividade gelatinolitica foi visualizada como faixas
claras no gel corado. Os géis foram revelados em um fotodocumentador
Chemidoc™ MP System (Bio Rad). As médias de intensidade de banda foram
mensuradas por meio do software Imagem Lab™ Software (Bio Rad). Os dados
foram expressos como a concentragdo da MMP-2 (ou seja, a totalidade da
densidade 6ptica integrada para a MMP-2 intermediaria e ativa). As andlises foram
realizadas no Laboratorio de Farmacologia, Bioquimica e Biologia Molecular do
Departamento de Ciéncias Fisiologicas da Universidade Federal de S&o Carlos -
UFSCar.
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4. Andlise Estatistica

Os dados de cada grupo estéao representados em média + erro padrao
(E.P.M). E foram comparados entre si por meio do teste paramétrico Two Way
Anova e o teste de comparac¢des multiplas Tukey. Toda a analise foi realizada por
meio do software Sigma-Plot 12.0 adotando-se um nivel de significancia menor que
5% (p<0,05).
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5. RESULTADOS

5.1 Massa Corporal

Na figura 5 estado expressos os valores da evolucao ponderal da massa
corporal (g) dos animais dos diferentes grupos experimentais. Para os valores de
massa corporal inicial (Figura 5) pode-se verificar que ndo houve diferenca entre os
grupos. Da semana 3 a semana 6, 0os animais do grupo CSD apresentaram maiores
valores que os animais dos grupos CSS. Na semana 6, adicionalmente, os animais
do grupo TRD também apresentaram maiores valores quando comparado ao seu
controle sem diabetes, sem diferenca na 72 semana. Na semana 8 e 9 menores
valores foram encontrados entre os grupos TAD versus TAS. Na semana 10 e 11, a
massa se apresentou reduzida nos grupos TAD, TCD em comparacao aos grupos
TAS, TCS. Da semana 12 até a 15, a reducdo da massa corpdrea se mostrou entre
0s grupos CSD, TAD e TCD quando comparado aos grupos CSS, TAS e TCS e
finalmente na ultima semana todos os grupos diabéticos apresentaram menores

valores para o parametro analisado em compara¢do com 0s grupos saudaveis.



FIGURA 5. Representacao gréafica dos valores da evolucdo ponderal da massa corporal (g) dos diferentes grupos experimentais.

Massa Corporal (Kg)

0.6 1

0.5

o
S
1

o
w
1

0.2 4

STZ

Inicio Treino

btootttd

0.1

8 9 10 11 12 13 14 15 16

Tempo (semanas)

CSs

TRS

TAS

TCS

CSD

TRD

TAD

TCD

51

Controle Sedentario Saudavel (CSS), Treinamento Resistido Saudavel (TRS), Treinamento Aerdbico Saudavel (TAS), Treinamento Combinado Saudavel
(TCS), Controle Sedentario Diabético (CSD), Treinamento Resistido Diabético (TRD), Treinamento Aerébico Diabético (TAD), Treinamento Combinado
Diabético (TCD). Os dados estdo expressos como média + erro padrdo. a vs. CSS; b vs. TAS; c vs. TCS, e vs. TRS, p<0,05.
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5.2 Consumo Alimentar e energético

O consumo alimentar (g/dia) e energético (KJ/dia), dos diferentes
grupos experimentais, estao expressos na figura 6. O consumo alimentar (Figura 6A)
dos animais foi semelhante nos diferentes grupos experimentais. Entretanto, quando
0 consumo energético (Figura 6B) foi calculado, verificou-se que os animais que
consumiram a dieta hiperlipidica CSD, TRD, TAD e TCD, a ingesta calorica foi maior
quando comparado aos animais do grupo sem diabetes experimental CSS, TRS,
TAS, TCS.

FIGURA 6. Representacdo grafica dos valores de consumo alimentar diario (g/dia) e
energético (KJ/g) dos animais dos diferentes grupos experimentais
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Controle Sedentario Saudavel (CSS), Treinamento Resistido Saudavel (TRS), Treinamento Aerdbico
Saudavel (TAS), Treinamento Combinado Saudavel (TCS), Controle Sedentario Diabético (CSD),
Treinamento Resistido Diabético (TRD), Treinamento Aerdbico Diabético (TAD), Treinamento
Combinado Diabético (TCD). Os dados estdo expressos como média + erro padrdo. a vs. CSS; b vs.
TAS; cvs. TCS; e vs. TRS, p<0,05.

53 Controle da Glicemia

A figura 7 apresenta a glicemia de jejum (mg/dL) dos periodos poés
dieta, pré exercicio e ao final do periodo experimental dos animais dos diferentes
grupos experimentais (CSD, TRD, TAD, TCD, CSS, TRS, TAS, TCS).

O periodo pos dieta (Figura 7A) foi considerado a fase apoés a oferta da
dieta hiperlipida para os animais dos grupos diabéticos CSD, TRD, TAD, TCD e os
grupos saudaveis CSS, TRS, TAS, TCS. Os animais ja demonstram nesse momento

um aumento da glicemia sugerindo uma certa resisténcia a insulina, o que pode ter
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sido provocada pela dieta. O periodo pré exercicio (Figura 7B) se refere ao momento
anterior ao inicio do protocolo de treinamento. Neste momento pode-se verificar que
a glicemia de jejum dos animais dos grupos com diabetes experimental CSD, TRD,
TAD, TCD é mais elevada quando comparada aos animais dos grupos saudaveis
CSS, TRS, TAS, TCS.

O periodo final (Figura 7C) se refere ao momento ap6s o protocolo de
treinamento finalizando o periodo experimental. Pode-se notar que os animais dos
grupos diabéticos CSD, TRD, TAD, TCD apresentam glicemia mais elevada em

relacdo aos animais que consumiram dieta padrao CSS, TRS, TAS, TCS.

FIGURA 7. Representacdo grafica dos valores de glicemia pos dieta (mg/dL), pré
exercicio (mg/dL), e final (mg/dL), dos animais dos diferentes grupos experimentais.
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Controle Sedentario Saudavel (CSS), Treinamento Resistido Saudavel (TRS), Treinamento Aerébico
Saudavel (TAS), Treinamento Combinado Saudavel (TCS), Controle Sedentério Diabético (CSD),
Treinamento Resistido Diabético (TRD), Treinamento Aerobico Diabético (TAD), Treinamento
Combinado Diabético (TCD). Os dados estdo expressos como média + erro padrdo. a vs. CSS; b vs.
TAS; cvs. TCS e vs. TRS, p<0,05

5.4  Teste de Tolerancia a Insulina (ITT)

O teste de tolerancia a insulina (ITT do inglés insulin tolerance test) foi
realizado antes do protocolo de treinamento e apds o mesmo. Os resultados
apresentados pelos grupos experimentais (CSS, TRS, TAS, TCS, CSD, TRD, TAD e
TCD) estdo demonstrados na Figura 9. Os resultados demonstram que tanto antes
do protocolo de treinamento quanto apds o periodo experimental todos os animais
diabéticos CSD, TRD, TAD e TCD demonstram um aumento da area sob a curva
(AUC do inglés area under the curve) quando comparado aos valores dos
respectivos grupos sem diabetes CSS, TRS, TAS, TCS.
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FIGURA 8. Representacéo grafica dos valores de Area sob a curva (AUC) e glicemia (mg/ml) no teste de tolerancia a insulina dos

animais dos diferentes grupos
experimentais.
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Controle Sedentario Saudavel (CSS), Treinamento Resistido Saudavel (TRS), Treinamento Aerobico Saudavel (TAS), Treinamento Combinado Saudavel
(TCS), Controle Sedentario Diabético (CSD), Treinamento Resistido Diabético (TRD), Treinamento Aerdbico Diabético (TAD), Treinamento Combinado

Diabético (TCD). Os dados estédo expressos como média + erro padrdo. a vs. CSS; b vs. TAS c vs. TCS; e vs. TRS, p<0,05.
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55 Insulinemia

Os resultados de insulinemia nos diferentes grupos experimentais
(CSS, TRS, TAS, TCS, CSD, TRD, TAD e TCD) estao representados na Figura 8.
Neste parametro verifica-se que nenhuma diferenca foi encontrada entre os grupos
diabéticos comparados aos grupos sem diabetes, bem como 0s grupos exercitados

diabéticos e ndo diabéticos quando comparados aos seus controles sem exercicio.

FIGURA 9. Representacéo gréafica dos valores de insulinemia (ng/ml), dos animais
dos diferentes grupos experimentais:
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Controle Sedentério Saudavel (CSS), Treinamento Resistido Saudavel (TRS), Treinamento Aerébico
Saudéavel (TAS), Treinamento Combinado Saudéavel (TCS), Controle Sedentério Diabético (CSD),
Treinamento Resistido Diabético (TRD), Treinamento Aerobico Diabético (TAD), Treinamento
Combinado Diabético (TCD). Os dados estdo expressos como média + erro padrdo. Sem diferenca
entre 0s grupos

5.6 Densitometria Ossea (Dexa)

Os dados de valores de area (cm?), conteddo mineral 6sseo (g) e
densidade mineral 6ssea (g/ cm?), do fémur direito dos animais dos grupos
experimentais (CSD, TRD, TAD, TCD, CSS, TRS, TAS, TCS), obtidos por
densitometria 6ssea estdo representados na figura 10. Quanto a area (Figura 10A),
apenas o grupo TAD demonstrou menores valores em comparacao aos grupos TAS.
Para o CMO (Figura 10B), todos os grupos diabéticos CSD, TRD, TAD e TCD
apresentaram menores valores quando comparado aos seus respectivos grupos
sem diabetes experimental CSS, TRS, TAS e TCS. Quanto a densidade mineral

o0ssea DMO (Figura 10C), nota-se que ha diferencas entre os grupos CSD, TAD e
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TCD comparado ao grupo CSS, TAS e TCS demonstrando valores reduzidos para

estes parametros.

FIGURA 10. Representacédo grafica dos valores de area (cm?), conteido mineral
6sseo (g) e densidade mineral 6ssea (g/cm?) do fémur direito dos animais dos
diferentes grupos experimentais.
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Controle Sedentario Saudavel (CSS), Treinamento Resistido Saudavel (TRS), Treinamento Aerébico
Saudavel (TAS), Treinamento Combinado Saudavel (TCS), Controle Sedentario Diabético (CSD),
Treinamento Resistido Diabético (TRD), Treinamento Aer6bico Diabético (TAD), Treinamento
Combinado Diabético (TCD). Os dados estdo expressos como média * erro padrdo. a vs. CSS; b vs.
TAS; cvs. TCS; e vs. TRS, p<0,05.

5.7 Parametros Biométricos

Na figura 11 estdo expressos os valores em milimetros do comprimento
do fémur (Figura 11A), diametro menor do fémur (Figura 11B) e diametro maior do
fémur (Figura 11C) dos animais dos diferentes grupos experimentais. Identifica-se
diferenca apenas para a variavel diametro menor do fémur nos grupos TAD e TCD
comparados aos seus pares normais TAS e TCS, ndo se observando diferenca

estatistica entre os demais parametros analisados.
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FIGURA 11. Representacdo grafica dos valores dos parametros biométricos
comprimento (mm), didametro menor (mm) e diametro maior (mm) do fémur direito,
dos animais dos diferentes grupos experimentais.
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Controle Sedentario Saudavel (CSS), Treinamento Resistido Saudavel (TRS), Treinamento Aerébico
Saudéavel (TAS), Treinamento Combinado Saudavel (TCS), Controle Sedentério Diabético (CSD),
Treinamento Resistido Diabético (TRD), Treinamento Aerobico Diabético (TAD), Treinamento
Combinado Diabético (TCD). Os dados estdo expressos como média * erro padrdo. b vs. TAS; c vs.
TCS p<0,05.

5.8 Parametros Biofisicos

Na tabela 1 estdo expressos os valores dos parametros biofisicos,
como peso Umido, peso seco, peso imerso, peso das cinzas. Para as variaveis
analisadas peso imerso e peso Umido verifica-se diferenca significativa para os
grupos CSD e TAD apresentando menores valores quando comparado aos grupos
CSS, TAS. O grupo TRD apresentou maiores valores quando comparado ao seu
controle CSD. Quanto ao comportamento do peso seco e peso das cinzas para 0s
grupos CSD, TAD e TCD demonstraram menores valores quando comparado aos

seus respectivos grupos sem diabetes.
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TABELA 1. Pesos dos fémures dos animais dos diferentes grupos experimentais.

Grupos Peso Imerso Peso Umido Peso Seco Peso das Cinzas
CSS 0,383 £ 0,012 1,100 £ 0,032 0,693 + 0,019 0,469 + 0,013
TRS 0,375+ 0,012 1,049 £ 0,032 0,683 + 0,019 0,461 + 0,013
TAS 0,385 + 0,012 1,071 £+ 0,032 0,696 + 0,019 0,474 £ 0,013
TCS 0,352 + 0,013 1,029 + 0,034 0,689 + 0,020 0,466 + 0,014
CsD 0,290+ 0,013a 0,925+0,034a 0,598 +0,020 a 0,404 + 0,014 a
TRD 0,361+0,012d 1,069 + 0,032 d 0,637 £ 0,019 0,436 + 0,013
TAD 0,322+0,013b 0,966 +0,034b 0577+0,020b 0,396 + 0,014 b
TCD 0,316 + 0,013 0,964 + 0,034 0,600+ 0,020c  0,403+0,014c

Os dados estdo expressos como média + erro padrdo. a vs. CSS; b vs. TAS, c vs. TCS, d vs. CSD
p<0,05.

Na figura 12 estdo representados os parametros biofisicos referentes a
porcentagem de agua (Figura 12A), porcentagem de material mineral (Figura 12B),
porcentagem de material organico (Figura 12C), densidade mineral (Figura 12D),
volume Osseo (Figura 12E), e densidade 6ssea (Figura 12F), dos fémures dos
animais dos grupos experimentais (CSD, TRD, TAD, TCD, CSS, TRS, TAS, TCS).
No parametro analisado porcentagem de agua (Figura 12 A) e material mineral
(Figura 12 B) verificou-se diferenca entre os grupos TRD, TAD e TCD quando
comparado aos seus respectivos grupos saudaveis TRS, TAS e TCS. Os valores
encontrados no grupo TCS para a porcentagem de agua foi menor quando
comparado ao grupo CSS. Ja os grupos TRD e TAD quando comparado ao seu
respectivo grupo controle CSD, apresentaram maiores valores para tal parametro.

Para a variavel analisada porcentagem de material organico, os valores
apresentaram-se reduzidos nos grupos TRD, TAD e TCD quando comparados aos
grupos sem diabetes experimental TRS, TAS e TCS. No grupo TCD quando
comparado ao seu respectivo grupo controle CSD também houve reducdo neste
parametro. N&o houve diferenga entre os demais grupos.

Quanto a densidade mineral, os valores mostrados foram menores nos
grupos TRD e TAD quando comparados aos respectivos grupos sem diabetes
experimental TRS e TAS. O volume Gsseo apresenta-se menor no grupo CSD em

comparacao ao grupo CSS, sem diferenca para os demais grupos experimentais. Ja
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a densidade éssea foi menor nos grupos CSD, TRD e TAD quando comparado aos
grupos CSS, TRS e TAS.
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FIGURA 12. Representacédo grafica dos parametros biofisicos porcentagem de agua (%), porcentagem de material mineral (%),
porcentagem de material organico (%), densidade mineral (g/cm?3), volume ésseo (cm?) e densidade d6ssea (g/cm?®) dos fémures
dos animais dos diferentes grupos experimentais.
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Controle Sedentario Saudavel (CSS), Treinamento Resistido Saudavel (TRS), Treinamento Aerébico Saudavel (TAS), Treinamento Combinado Saudavel
(TCS), Controle Sedentario Diabético (CSD), Treinamento Resistido Diabético (TRD), Treinamento Aerdbico Diabético (TAD), Treinamento Combinado
Diabético (TCD). Os dados estédo expressos como média + erro padrédo. a vs. CSS; b vs. TAS; c vs. TCS, d vs. CSD e vs. TRS; p<0,05.
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59 Parametros Biomecanicos

Na figura 13 estéo representados os valores referentes aos parametros
biomecanicos dos fémures dos animais dos grupos experimentais (CSD, TRD, TAD,
TCD, CSS, TRS, TAS, TCS) como carga maxima (N), rigidez (N/mm), carga maxima
de fratura (N), tenacidade (J) e resiliéncia (J). Nota-se que os parametros analisados
carga maxima e ridigez sdo menores nos grupos com diabetes experimental CSD,
TRD, TAD e TCD em comparagdo aos grupos sem diabetes experimental CSS,
TRS, TAS e TCS.

Os grupos ndo apresentaram diferenca de carga de fratura e
resiliéncia. Ja a tenacidade, a diferenca encontrada foi no grupo CSD e TCD quando
comparado ao grupo sem diabetes experimental CSS e TCS demonstrando uma

reducdo neste parametro.
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FIGURA 13. Representacédo grafica dos parametros biomecanicos carga maxima (N), rigidez (N/mm), carga maxima de fratura (N),
tenacidade (J), resiliéncia (J) dos fémures dos animais dos diferentes grupos experimentais.
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Controle Sedentario Saudavel (CSS), Treinamento Resistido Saudavel (TRS), Treinamento Aerébico Saudavel (TAS), Treinamento Combinado Saudavel
(TCS), Controle Sedentario Diabético (CSD), Treinamento Resistido Diabético (TRD), Treinamento Aerbbico Diabético (TAD), Treinamento Combinado
Diabético (TCD). Os dados estédo expressos como média + erro padrédo. a vs. CSS; b vs. TAS; c vs. TCS e vs. TRS, p<0,05
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5.10 Parametros Bioquimicos

Na figura 14 encontram-se os dados referentes as analises de calcio
(mg Ca?'/osso) e de fésforo (mgP/osso) dos fémures dos animais dos grupos
experimentais (CSD, TRD, TAD, TCD, CSS, TRS, TAS, TCS). Somente o grupo
CSD apresentou reducdo dos valores de célcio quando comparado ao seu
respectivo grupo CSS. N&o se identificou diferenca estatistica entre 0os grupos

experimentais para o parametro fosforo.

FIGURA 14. Representacdo gréfica dos parametros bioquimicos, célcio (mg de
calcio**/osso) e fosforo (mg de P/osso) do fémur direito dos animais dos diferentes
grupos experimentais:
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Controle Sedentario Saudavel (CSS), Treinamento Resistido Saudavel (TRS), Treinamento Aerébico
Saudavel (TAS), Treinamento Combinado Saudavel (TCS), Controle Sedentario Diabético (CSD),
Treinamento Resistido Diabético (TRD), Treinamento Aerdbico Diabético (TAD), Treinamento
Combinado Diabético (TCD). Os dados estdo expressos como média + erro padrdo. a vs. CSS,
p<0,05.

5.9 Zimografia de Gelatina

Na figura 15 estdo reproduzidas fotos dos géis de zimografia para
analise da atividade proteolitica da metaloproteinase-2 (MMP-2) do extrato de tecido
0sseo (tibias esquerdas) dos animais dos diferentes grupos experimentais (CSD,
TRD, TAD, TCD, CSS, TRS, TAS, TCS).
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FIGURA 15. Analise da atividade proteolitica do extrato de tecido 0sseo (tibias
esquerdas) por zimografia das tibias dos animais dos diferentes grupos
experimentais.

- _
Mmp-2
TRS — 6215 .
TAS Mmp-2
62,5 kDa
Mmp-2
TCS 62,5 kDa
Mmp-2
CSb 62,5 kDa
TRD
Mmp-2
62,5 kDa
Mmp-2
TAD — 62’5 kDa
Mmp-2
TCD 62,5 kDa

Controle Sedentario Saudavel (CSS), Treinamento Resistido Saudavel (TRS), Treinamento Aerébico
Saudavel (TAS), Treinamento Combinado Saudavel (TCS), Controle Sedentario Diabético (CSD),
Treinamento Resistido Diabético (TRD), Treinamento Aerdbico Diabético (TAD), Treinamento
Combinado Diabético (TCD). bandas ativas PM = 62,5 kDa.

Na figura 16 estdo expressas as intensidades médias das bandas de
zimografia em unidades arbitrarias (U.A.) das tibias esquerdas dos animais dos
diferentes grupos experimentais (CSD, TRD, TAD, TCD, CSS, TRS, TAS, TCS). Na
atividade proteolitica da pr6 MMP-2, os grupos CSD e TRD com diabetes
experimental apresentaram maiores valores quando comparado aos grupos CSS e
TRS sem diabetes experimental. O grupo TRD demonstrou maiores valores para
esse parametro quando comparado ao seu controle diabético CSD, ja os grupos
TAD e TCD apresentaram menores valores da MMP-2 pré quando comparado ao

grupo CSD. Sem diferenca entre os grupos sem diabetes.
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Para a atividade proteolitica da MMP-2 intermediaria todos os grupos
com diabetes experimental CSD, TRD, TAD, TCD diferiram dos seus
correspondentes sem diabetes experimental CSS, TRS, TAS e TCS apresentando
reducdo do parametro analisado. Além dessas diferencas, os grupos TAD e TCD
também diferiram do seu grupo controle CSD, apresentando maiores valores. Os
grupos sem diabetes TRS e TCS demonstraram maiores valores dessa MMP-2
guando comparado ao seu controle CSS. Quanto a atividade proteolitica da MMP-2
na sua forma ativa, os grupos CSD, TRD, TAD e TCD demonstraram menores
valores dessa atividade quando comparados aos grupos CSS, TRS, TAS, TCS.
Dentre os grupos normais, a diferenca identificada foi menor nos grupos TRS e TAS

guando comparado ao seu controle CSS.

FIGURA 16. Representagdo grafica da intensidade média das bandas de zimografia
(U.A.) das tibias esquerdas dos animais dos diferentes grupos experimentais.
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Controle Sedentério Saudavel (CSS), Treinamento Resistido Saudavel (TRS), Treinamento Aerébico
Saudéavel (TAS), Treinamento Combinado Saudéavel (TCS), Controle Sedentério Diabético (CSD),
Treinamento Resistido Diabético (TRD), Treinamento Aerobico Diabético (TAD), Treinamento
Combinado Diabético (TCD). Os dados estdo expressos como média * erro padrdo. a vs. CSS; b vs.
TAS; cvs. TCS, d vs. CSD e vs. TRS, p<0,05.
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6. DISCUSSAO

Neste estudo avaliaram-se os efeitos de trés protocolos diferentes de
exercicio fisico sobre as propriedades biofisicas e biomecanicas do fémur de
animais com diabetes mellitus tipo 2 experimental descompensado.

A massa corporal inicial dos animais semelhante nos grupos €
importante quando a andlise se refere ao sistema 0sseo, pois este é diretamente
afetado por esta varidvel, por causar uma sobrecarga e promover um estresse
mecanico capaz de aumentar a massa 0ssea (TURNER et al., 2009). CASSILHAS
et al. (2013) observaram aumento da massa corporal de animais sem diabetes
submetidos ao protocolo de escada durante oito semanas de treinamento, estando
de acordo com os dados encontrados neste estudo. Apesar das massas de tecidos
adiposo e muscular ndo terem sido quantificadas neste estudo, é sabido que em
individuos saudaveis a insulina, funcionando adequadamente, promove a sintese de
lipidios e inibe a sua degradacdo (DIMITRIADIS et al., 2008). Sendo assim,
acredita-se que a reducdo da massa corporal apresentada pelos grupos diabéticos
gue receberam dieta hiperlipidica, possivelmente se deve ao efeito do diabetes tipo
2 nao controlado. Pois esta claro na literatura, que a dieta hiperlipidica ofertada aos
animais do grupo diabético durante todo o periodo experimental, é eficiente em
desenvolver dislipidemias e obesidade nesses animais (DUARTE et al., 2008;
SENE-FIORESE et al., 2008).

Além do efeito do diabetes experimental teve-se o efeito do estresse
imposto pelo exercicio nos grupos diabéticos, uma vez que esses mesmos efeitos
nao foram observados nos animais dos grupos sem diabetes experimental que
receberam dieta padrdo. Ademais, a glicemia dos grupos treinados com diabetes
experimental ndo apresentou reducdo de seus valores até o fim do experimento.
Resultados estes que divergem com a literatura, pois muito se sabe sobre os efeitos
benéficos da atividade fisica para individuos com DMT2, como reducdo de massa
corporal, com melhora da sensibilidade a insulina e captacédo de glicose em funcéo
da atividade musculoesquelética (COLBERG et al.,2010; STANFORD e
GOODYEAR, 2014). Entretanto, atualmente também € sabido que este efeito
positivo da atividade fisica para individuos com DMT2, talvez ndo aconteca da
mesma forma para todos (STEPHENS e SPARKS, 2015), pois o descontrole
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metabdlico pode prejudicar os beneficios da contracdo muscular provocada pelo
exercicio fisico, bem como a homeostase glicémica.

Quanto aos exercicios de resisténcia, estes podem provocar
alteracdes favoraveis no masculo esquelético aumentando sua massa, dessa forma
aumentando a capacidade de captacdo e armazenamento da glicose (HALL et al.,
2013). Sabe-se que o treinamento em escada é efetivo em aumentar a massa
muscular. Em um estudo realizado por Cassilhas et al. (2013), foi observado
aumento da seccéo transversa das fibras musculares do gastrocnémio, flexor longo
dos dedos e plantar, caracterizando uma hipertrofia muscular em ratos Wistar
submetidos ao protocolo de escada durante oito semanas de treinamento. Outro
estudo utilizando o mesmo protocolo de exercicio e com o mesmo tempo de
duracédo (8 semanas) também verificou nos animais exercitados aumento do volume
muscular, demonstrando que este protocolo & efetivo em provocar hipertrofia
muscular (LEE; FARRAR, 2003). Entretanto esse efeito benéfico do exercicio ndo
foi claramente identificado com a reducdo da glicemia nos grupos diabéticos
submetidos ao protocolo de exercicio realizado neste trabalho, talvez em funcéo do
consumo da dieta hiperlipidica durante todo o periodo experimental.

Durante todo o periodo experimental os animais sem diabetes
experimental consumiram dieta padrdo e os animais com diabetes experimental
consumiram dieta hiperlipidica (cafeteria). Dessa forma acreditava-se que o
consumo alimentar deste ultimo grupo superaria o do grupo que recebeu dieta
padrdo, entretanto essa condicdo nao foi observada neste trabalho no que se refere
ao consumo em peso. A dieta hiperlipidica apresenta quantidade maior de calorias
devido a proporcéo de gordura 5 vezes maior do que é ofertada na dieta padrdo. Os
resultados encontrados neste trabalho sdo semelhantes ao dos encontrados por
Honors et al. (2012), que demonstraram maior consumo calérico entre 0s animais
gue consumiram a dieta rica em gordura quando comparado aos animais que nao a
consumiram. SINITSKAYA et al, (2008) utilizando ratos Sprague-Dawley,
perceberam que os animais tiveram um consumo variado de dieta ao longo do
experimento, entretanto, o consumo caldrico dos animais que receberam a dieta
hiperlipidica foi maior que a dos outros grupos experimentais, como aconteceu
neste estudo.

A densitometria 6ssea € uma andlise importante para se verificar a

gualidade 6ssea (HUANG et al., 2010). Nesta analise pode-se identificar o efeito do
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diabetes experimental sem demonstrar comprometimento do desenvolvimento
destes animais.

Na literatura, ja estd bem claro que a sobrecarga mecéanica é um fator
importante para o0 desenvolvimento 0sseo, assim como, adicionalmente, a
sobrecarga imposta pelo exercicio fisico provoca beneficios ao tecido 0Osseo
(HUANG et al., 2003). Deste modo, a DMO tem sido extensivamente utilizada para
verificar os efeitos da atividade fisica sobre o sistema 6sseo (MAIMOUN; SULTAN,
2010). Em animais que foram submetidos ao protocolo de esteira de forma continua
e intermitente, essas atividades promoveram valores iguais ou menores para a area
O0ssea (HUANG et al., 2008). Estes autores observaram CMO e DMO maiores nos
animais controles ao serem comparados aos exercitados, tanto no protocolo
continuo quanto no intermitente. Resultados parecidos com 0s encontrados em
nosso estudo, pois entre 0s grupos exercitados sem diabetes ndo houve aumento
deste parametro. Além disso, nos grupos diabéticos os valores apresentados foram
menores comparados aos grupos controle sem diabetes. Apesar de ndo se
encontrar diferenca estatistica, um discreto aumento neste parametro foi observado
no grupo diabético submetidos ao exercicio resistido, comparado ao diabético ndo
exercitado, possivelmente o exercicio com caracteristicas de forgca (exercicio
resistido) tem capacidade de produzir melhores efeitos ao tecido 6sseo em
individuos com Diabetes Mellitus tipo 2.

O exercicio resistido demonstrou efeitos mais positivos sobre o 0sso,
neste caso, justamente por impor uma maior tensdo e deformacdo mecanica,
melhorando a qualidade 6ssea além de minimizar os efeitos do diabetes (DE FEO et
al., 2006). Uma vez que o ganho de massa 0sseo conseguido em funcdo do
exercicio é, principalmente, em resposta a um aumento da tensdo mecanica
(TUREK, 1991). Pois durante o exercicio, as forcas de tensdo, compressao e
cisalhamento, associadas a deformagcdo mecanica das contracdes musculares, séo
capazes de provocar alteragdes da estrutura 6ssea. Contudo, segundo BOOTH et al.
(2014), individuos diabéticos tem risco aumentado de fraturas mesmo com
densidade mineral 6ssea normal ou maior que o normal, pois muitos fatores podem
contribuir para essa contradicdo como, mudancas da arquitetura 0ssea, porosidade
cortical ou até mesmo alteracfes do turnover 0sseo.

Neste estudo, as analises biométricas indicam comprometimento do

desenvolvimento dos animais durante o periodo experimental, mostrando que o



69

diabetes experimental afetou o desenvolvimento 6sseo dos animais. Resultados
parecidos foram vistos por VERHAEGHE et al. (2000), em ratos diabéticos
exercitados em esteira. Estes animais demonstraram tamanho de fémur reduzido
guando comparados aos animais sem diabetes que exercitaram, e comparados aos
animais com diabetes experimental que exercitaram. JA& ERDAL et al. (2011) néo
verificaram diferenga do comprimento do fémur dos animais com diabetes
experimental quando comparado aos seus respectivos controles. Nesse sentido, 0
diabetes experimental, neste estudo, foi capaz de comprometer o desenvolvimento
0sseo quando se analisou variaveis biométricas (diametro menor de fémures).

As variaveis biofisicas e biomecanicas 6sseas nos da indicios reais do
desenvolvimento e da qualidade 6ssea. Composto por agua, material mineral e
organico, o tecido 6sseo pode sofrer alteracdes de sua densidade resultantes de
modificacdes de suas propriedades fisicas. Diante disso, os parametros fisicos dos
fémures dos animais experimentais foram analisados a partir da determinacéo do
volume 6sseo, de forma indireta por meio do principio de Arquimedes (MARTIN,
1990; RENNO et al., 2007). A biomecanica esta relacionada as propriedades 6sseas
como matriz calcificada, composicéo e arranjo dos cristais, as fibras colagenas, bem
como das propriedades geométricas como o arranjo trabecular (ERDAL et al., 2011;
FERRETTI et al., 2001).

Na analise biofisica, uma reducéo da porcentagem de material mineral
e organico nos grupos diabéticos resistido e aerdbico foi observada, esses valores
também podem demonstrar um comprometimento da salde do tecido 6sseo. Na
biomecéanica, a carga maxima de fratura e rigidez de todos os grupos com diabetes
experimental apresentaram menores valores quando comparados aos grupos sem
diabetes. BOYAR et al. (2003) demonstraram alteracdes dos tamanhos dos cristais
da matriz 6ssea mineralizada de ratos diabéticos tanto no fémur quanto tibia, usando
um procedimento especifico para esta analise. Também, ERDAL et al. (2011) e
REDDY et al. (2001) verificaram reducdo da resisténcia biomecéanica dos fémures
dos animais com diabetes tipo 2. Possivelmente, tal efeito foi devido a alteracdo da
relacdo entre colageno e composicao mineral. Diante disso, alteracdes metabolicas
como o diabetes podem afetar o metabolismo 6sseo assim como promover formacao
inadequada da matriz extracelular, alterando as propriedades biomecéanicas de
ossos diabéticos e o exercicio pode ndo ser capaz de prevenir ou reverter estes

danos em diabéticos descompensados.
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Estdo bem estabelecidos os efeitos positivos promovidos pelo exercicio
sobre o metabolismo do tecido 6sseo. As cargas mecéanicas sdo fator importante na
homeostase esquelética, pois estimulam a interacdo entre o0s tecidos
musculoesqueléticos. Essas cargas afetam o remodelamento 6sseo dependente da
intensidade aplicada. A falta de estimulagdo mecénica leva a uma rpida perda da
massa 0ssea, por outro lado uma sobrecarga mecanica pode causar fraturas dsseas
(YOKOTA; LEONG; SUN, 2011; YUAN et al., 2015). Assim o tecido 0sseo € um
tecido que responde a estimulos mecéanicos como a atividade fisica e ao exercicio
fisico (CHEUNG; GIANGREGORIO, 2012).

Por outro lado, segundo ANTONOPOULOU et al. (2013), o turnover
0sseo pode ser alterado pela glicemia sanguinea, ja que evidéncias indicam que a
hiperglicemia pode prejudicar a funcdo dos osteoblastos. Ainda de acordo com
esses autores, individuos diabéticos sdo suscetiveis a deficiéncia de vitamina D, e a
relacdo entre essa vitamina e a salde Ossea j4 esta bem definida na literatura.
Nesse sentido, o controle glicémico inadequado influencia negativamente a resposta
osteoblastica e osteoclastica para 1,25(0OH)2 vitamina D3, possivelmente
promovendo uma fragilidade 6ssea em individuos com DMT2 (ANTONOPOULOU et
al.,, 2013). O diabetes e a hiperglicemia cronica podem promover a glicacao
avancada (AGE) e acumulacdo dos produtos finais desta glicagéo contribuindo para
as complicacdes do diabetes. No caso do tecido 6sseo, os alvos principais da
acumulacédo de AGE sédo os componentes estruturais da matriz do tecido conjuntivo;
tal acumulacéo pode prejudicar a funcéo do colageno alterando assim a funcao do
0sso. Além disso, altas concentracdes de glicose podem prejudicar a sintese de
osteocalcina pelas células osteoblasticas (proteina essencial a formacédo 6ssea),
aparecendo diminuidas em individuos com diabetes tipo 2 (KURRA; FINK; SIRIS,
2014). Nesse sentido pode-se ter um paradoxo: o exercicio promovendo o
remodelamento 6sseo, e a hiperglicemia cronica prejudicando a mineralizagdo 0ssea
via osteoblasto.

O contetdo de calcio foi menor no grupo CSD em comparacdo ao
CSS, e o conteudo de fosforo ndo foi diferente entre os grupos experimentais,
resultados que se opdem aos encontrados na analise biomecéanica. Pois a rigidez
esté relacionada com a quantidade mineral depositada e nos grupos diabéticos, esta
demonstrou estar alterada. Assim, sugere-se que a deposicdo destes minerais

ocorra de maneira distinta nos 0ssos de animais diabéticos. Além disso, o0 que
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também é questionavel é a eficiéncia com que estes minerais se ligam ao colageno
do osso. ZHANG et al. (2009) ndo encontraram diferenca das concentracdes de
calcio e fosforo séricos em animais Goto-Kakizaki, que sdo espontaneamente
diabéticos. Ja KIMURA et al. (2012) verificaram aumento do calcio urinario e sérico
em animais Torii-Lepra que também sdo espontaneamente diabéticos além de
obesos. Tais resultados indicam alteragdo do metabolismo do célcio. O célcio
urinario ndo foi mensurado neste trabalho.

E sabido que o turnover 6sseo € um mecanismo para a manutencao da
homeostase do calcio, e é influenciado por diversos horménios e vitaminas como o
1,25-diidroxicolecalciferol, PTH, calcitonina, estrogenos, andrégenos e fatores de
crescimento, sendo todos estes fatores reguladores diretos da funcéo celular 6ssea.
A mineralizacdo normal do osso é dependente da 1,25-diidroxicolecalciferol
(vitamina D), os osteoblastos apresentam receptores para a vitamina D e PTH, e
sintetizam osteocalcina, um marcador de formacgéo éssea. O PTH aumenta os niveis
de calcio plasmatico por meio da estimulacdo da reabsorcdo 6ssea (BERGLUND et
al., 2000). A forma como o DMT2 afeta o osso tem sido atribuida a depressao
osteoblastica. A falta de insulina (ZHANG et al., 2009) ou a hiperglicemia
(ANTONOPOULOU et al., 2013) afeta a funcéo osteoblastica e consequentemente a
mineralizacdo da matriz 6éssea. Alguns autores observaram reducdo das
concentracfes de osteocalcina em animais diabéticos, que poderiam implicar em
menor atividade dos osteoblastos com reduzida formacédo déssea (ZHANG et al.
2009).

Considerando a relevante participacdao das metaloproteinases de matriz
MMPs para integridade da massa 6ssea, neste estudo, analisamos a atividade das
isoformas pro, intermediaria e ativa da MMP-2, de ratos dos diferentes grupos
experimentais. A isoforma ativa da MMP-2 demonstrou-se reduzida em todos 0s
grupos com diabetes experimental e o exercicio ndo foi capaz de reverter esse
quadro. Dessa forma, frente a sua importancia no processo de remodelamento
0sseo sugere-se que a fisiologia 60ssea nesses grupos esteja afetada em funcéo da
expressao diminuida dessa MMP. A presenca de MMP-2 na sua forma ativa (62,5
kDa) € um bom indicativo da preservacdo da massa Ossea, por regular a
osteogénese e o remodelamento 6sseo (INOUE et al., 2006; MOSIG et al., 2007).
Ainda nesse contexto, alguns estudos demonstram que a deficiéncia da MMP-2

provoca alteracdes no 0sso caracterizadas pela destruicdo do tecido 6sseo na forma
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de nédulos, artrites e ostedlises (sindrome de NAO). Assim sendo, tais evidéncias
sugerem um papel mais complexo dessa gelatinase no desenvolvimento e na
manutencao ossea (MOSIG et al., 2007).

O estresse mecanico induzido pelo exercicio fisico regular e atividades
fisicas regulam o remodelamento 6sseo através dos osteoblastos. Esse estresse
provocado pelo exercicio aumenta a resisténcia O0ssea por alterar a rede de
colageno quando ocorre a formacédo do novo tecido 6sseo. O impacto no solo e a
forca de tensdo promovida pelas diferentes contracbes musculares durante o
exercicio pode produzir estimulacao ao 0sso, além disso o estresse de cisalhamento
aumenta significativamente os niveis de mRNA de colageno 1 e metaloproteinases
de matriz 1 e 3 melhorando as propriedades de resisténcia e biomecéanica do tecido
0sseo (YUAN et al., 2015).

SHIGUEMOTO et al. (2012) demonstraram que 0s grupos treinados de
forma crbnica (ratas intactas e ovariectomizadas treinadas por 12 semanas)
apresentaram um aumento na atividade da MMP-2. O grupo ovariectomizado nao
exercitado apresentou reducdo da atividade da MMP-2 quando comparado ao seu
respectivo par intacto. Assim 0s autores apresentam que a ovariectomia promove
uma reducdo da atividade da MMP-2 e danifica o tecido 6sseo. Por outro lado, o
exercicio crénico de resisténcia foi eficiente em reverter esses prejuizos.

Em um estudo com humanos realizado por LEWANDOWSKI et al.
(2011), as concentracdes séricas das metaloproteinases 2 e 9 foram menores em
sujeitos com diabetes tipo 2 quando comparados com 0s controles ndo diabéticos.
Segundo os autores, a regulacdo das MMPs parece complexa numa situagéo de
hiperglicemia aguda, pois parece haver regulacéo seletiva de MMP-9 nesse quadro.
Apoés a aplicacdo do teste de tolerancia a glicose, onde ocorre aumento agudo da
glicose, houve reducdo seletiva da MMP-9 ap6s 120 minutos de teste, nao
ocorrendo o0 mesmo com a MMP-2. Dessa forma, pode-se sugerir que haja uma
regulacéo diferencial das MMPs em resposta a alteracdes agudas da glicemia.

NYMAN et al., (2011) realizaram um estudo com camundongos com
deficiéncia para MMP-9 e 2. As analises 0sseas desses animais indicaram que as
MMP’s influenciam diretamente a resisténcia a fratura, particularmente, afetam a
arquitetura trabecular, a estrutura do osso cortical e a composicdo do tecido.
Adicionalmente os resultados encontrados pelos pesquisadores sugerem que as

MMP’s com substratos semelhantes podem ter efeitos diferenciados sobre as
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propriedades mecéanicas do tecido 6sseo. Neste estudo os resultados ainda
demonstraram que a redugdo da MMP-2 diminui a mineralizagédo do tecido e um
aumento na porosidade do mesmo. Ja a reducao da MMP-9 nao afetou a resisténcia
a flexdo do fémur dos animais, mas diminuiu a rigidez do 0sso. A causa exata desse
efeito ainda permanece desconhecida, mas as condicbes do colageno tipo 1 pode
fragilizar o osso e a MMP-9 influencia diretamente a organizacdo das proteinas da
matriz extracelular encontrada no tecido 6sseo. Assim sabe-se que o exercicio pode
afetar positivamente as MMP’s do tecido 6sseo e a hiperglicemia pode prejudicar a
acdo dessas MMP’s como aconteceu neste estudo em animais com diabetes
mellitus tipo 2 experimental n&o controlado.

Os mecanismos que provocam fragilidade do tecido 6sseo em funcéo
do diabetes ainda néo estdo totalmente elucidados e podem diferir entre o diabetes
mellitus tipo | e o tipo Il. Ademais, o remodelamento 0sseo acontece através dos
osteoblastos (células responséaveis pela deposicédo 6ssea) e o0s osteoclastos (células
responsaveis pela reabsorcdo 6ssea), mantendo a calcemia e a integridade éssea.
Esse processo dinamico envolve vias complexas que sobre condicdes patoldgicas,
como diabetes, podem sofrer alteracdes reduzindo a resisténcia 6ssea aumentando
o risco de fraturas (MERLOTTI et al. 2010). As alteragcbes metabdlicas causadas
pelo DMT2, descompensado, podem prejudicar 0 metabolismo 6sseo promovendo
modificacdes na formacdo da matriz extracelular e alterando as propriedades do
tecido 6sseo diabético. Quanto ao exercicio fisico, ja esta claro na literatura 0os seus
beneficios para o sistema ésseo e para o controle glicémico, por ser um tratamento
ndo farmacoldgico capaz de auxiliar na redugéo da glicemia através da cascata de
eventos provocados a partir da contracdo exercida pelo musculo esquelético. Muitas
sao as especulacdes acerca do mecanismo pelo qual o DMT2 afeta negativamente a
qualidade 6ssea, e qual o exercicio fisico mais adequado e eficaz em atenuar tais
efeitos, e os resultados encontrados na literatura ainda se mostram divergentes.
Diante disso sdo necesséarias investigacbes mais aprofundadas para se
compreender exatamente esse processo, utilizando métodos como andlises de
marcadores moleculares de remodelamento 6sseo, bem como analisar um possivel

dano tecidual através do estresse oxidativo provocado no proprio tecido 0sseo.
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7. CONCLUSAO

O diabetes mellitus tipo dois experimental, ndo controlado, afeta as
propriedades biofisicas, biomecéanicas e MMP’s dos fémures e tibias dos animais, e
o treinamento resistido foi capaz de melhorar ou atenuar tais efeitos. Entretanto, os
treinamentos aerdbico e combinado n&do foram capazes de reverter esses efeitos no

presente estudo.
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