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RESUMO

DESSORDI, R. Efeito da suplementacio com boro no metabolismo 6sseo de camundongos
diabéticos nao obesos. 2015. 61f. Departamento de Alimentos e Nutricdo, Faculdade de Farm4cia,
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Araraquara, 2015.

O papel da nutricdo no desenvolvimento do tecido dsseo tem sido foco de muitos estudos. O
Diabetes Mellitus ¢ uma doenga que desregula a atividade dos osteoblastos e osteoclastos, podendo
desempenhar um papel na osteoporose. O presente estudo teve como objetivo estudar a influéncia
de uma suplementacdo com boro no metabolismo dsseo de camundongos controles e diabéticos nao
obesos por um periodo de 30 dias. Os animais foram suplementados com 40 pg/0,5 ml de solugao
de boro (boro quelato H 5%). Foram avaliadas as alteracdes Osseas por analise dos parametros
bioquimicos de célcio total, fosforo, magnésio e boro no soro e por analises Osseas
(microtomografia computadorizada 6ssea e ensaio mecanico de flexdo em trés pontos em tibia e
fémur). O estudo foi constituido por 28 animais divididos em quatro grupos: Grupo controle dgua
(n=10): receberam 0,5 ml/dia de agua destilada, Grupo controle boro (n=8): receberam 0,5 ml de
solugdo de boro, Grupo diabético dgua (n=5): receberam 0,5 ml de dgua destilada e Grupo diabético
boro (n=5): receberdo 0,5 ml de solucdo de boro. A partir das andlises realizadas foi possivel
observar que o volume 6sseo do osso cortical para o grupo DB foi significativamente maior em
comparacao com os grupos CA e DA. A fra¢do do volume 6sseo trabecular foi maior para o grupo
CB em comparagdo com CA e DA. Os valores de superficie 6ssea especifica foram maiores para o
grupo DB em comparacio com CA e a espessura trabecular e indice de estrutura foram
significativamente diferentes para os grupos CA e CB em comparagdo com DA. As dosagens de
boro no soro foram maiores para o grupo DB em comparacdo com CA e os grupos DA e DB
apresentaram concentragao de magnésio inferior aos grupos CA e CB. O teste biomecanico revelou
manutengdo dos parametros de forca em animais DB em comparagdo com o grupo DA e controles.
Sendo assim, os resultados sugerem que a suplementa¢do com boro melhorou e manteve parametros
relacionados a forca 0ssea e a microestrutura do osso trabecular e cortical em animais diabéticos e

controles suplementados.

Palavras - chave: Diabetes, Osteoporose, Suplementacido, Metabolismo Osseo, Boro.



ABSTRACT

DESSORDI, R. Effect of boron supplementation on bone metabolism of non-obese diabetic
mice. 2015. 61f. Department of Food and Nutrition, Faculty of Pharmaceutical Sciences, State
University of Sdo Paulo - UNESP, Araraquara, 2015.

The role of nutrition in the development of the bone tissue has been the focus of many studies.
Diabetes Mellitus is an illness that deregulates the activity of osteoblasts and osteoclasts,
predisposes a higher risk for the development of osteoporosis. Thus, the objective this study was
investigates the influence of a boron supplementation on bone metabolism of control and non-obese
diabetic mice for 30 days. The animals were supplemented with 40 pg/0,5 ml of boron solution
(boron chelate H 5%). We evaluated the possible bone changes during the development of
complications caused by diabetes for biochemical parameters, total calcium, inorganic phosphorus,
magnesium and boron, bone analysis (bone computed microtomography, and biomechanical assay
at three point test in tibia and femur). This study consisted of 28 animals divided in four groups:
Group water control (n=10): received 0,5 mL/day of distilled water, Group boron control (n=8):
received 0,5 ml/day of boron, Group diabetic water (n=5): received 0,5 mL/day of distilled water
and Group diabetic boron (n=5): received 0,5 mL/day of boron. The results showed that bone
volume for the DB group was significant higher compared with CA and DA. In relation to
trabecular bone, volume fraction was higher for the CB group when compared with CA and DA.
The values for specific bone surface were higher for the DB group compared with CA. The
trabecular thickness and structure model index were significantly different for the CB, CA when
compared with DA group. The boron serum dosages were higher for DB group compared with CA
and DA. The magnesium concentration was lower for DA and DB compared with CA and CB
group. Biomechanical test revealed maintenance of parameters the bone strength in animals DB
compared with the DA group and controls. Thus, the results suggest that boron supplementation can
improve parameters related to bone strength and microstructure of cortical and trabecular bone in

diabetic animals and controls supplemented.

Keywords: Diabetes, Osteopenia, Supplementation, Bone Metabolism, Boron.
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1. INTRODUCAO

O papel da nutricdo no desenvolvimento do tecido 6sseo tem sido foco de muitos estudos,
visando investigar os componentes dietéticos necessarios para a manutencao das fungdes Osseas
normais, assim como o seu desenvolvimento adequado. Os nutrientes como o célcio, fosforo,
magnésio, fluoreto, vitamina D, zinco, cobre e boro sdo conhecidos por promover um
desenvolvimento normal das fungdes Osseas, promovendo o ganho de massa e for¢ca ao longo do
desenvolvimento. O consumo inadequado desses nutrientes ou alteracdes no seu metabolismo,
como aumento de sua excrecao, prejuizos na absor¢do devido a presenca de alguma doenca, pode
levar a um prejuizo na estrutura do osso e consequentemente o desenvolvimento de doencas
relacionadas ao tecido dsseo como a osteoporose (GHANIZADEH et. al., 2014).

A osteoporose trata-se de uma doenga esquelética sistémica caracterizada por um aumento
na susceptibilidade a fratura. A maioria dos casos estdo associados a pds menopausa ou ao
envelhecimento, porém esta doenga também pode desenvolver-se como consequéncia de alguma
situacdo patologica (SORIANO et. al., 2014). A osteoporose € mais prevalente em mulheres na pds-
menopausa do que em homens, sendo que aproximadamente 200 milhdes de pessoas em todo
mundo apresentam esta doenca. Anualmente, 1,5 milhdes de pessoas sofrem fraturas, que estdo
relacionadas a osteoporose e 86% tem chance de sofrer fraturas subsequentes, representando um
custo muito alto em tratamentos de satide e servicos de reabilitagdo. Estimativas indicam que no ano
de 2020, serdo acometidas pela osteoporose aproximadamente 14 milhdes de pessoas
(ANDERSON, 2010; ALJUBRAN et. al., 2014).

O Diabetes Mellitus (DM) ¢ um exemplo de uma doenca que pode levar ao desenvolvimento
da osteoporose (EMKEY; EPSTEIN, 2014). Esta doenga, caracterizada por um desarranjo no
metabolismo de carboidratos, proteinas e lipidios, apresenta elevada incidéncia e prevaléncia na
populac¢do, traduzindo-se em um grande desafio para os sistemas de saude (DANAEI et al, 2011). O
numero estimado de individuos adultos com diabetes em todo o mundo foi de aproximadamente
382 milhdes em 2013, com expectativa de aumento de 55% em 2035 (592 milhdes) (DIABETES
ATLAS, 2013). Segundo dados do Ministério da Saude, a prevaléncia desta doenca no Brasil foi de
11,7 milhdes de individuos no ano de 2012 (BRASIL, 2012). O envelhecimento da populacdo, a
urbanizagdo crescente ¢ a adogdo de estilos de vida pouco saudaveis, como sedentarismo, dieta
inadequada e obesidade, além do aumento da sobrevida dos pacientes com DM sdao os grandes

responsaveis pelo aumento da prevaléncia (BRASIL, 2006; DIRETRIZES SBD, 2013).
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O DM, sob condig¢do cronica, pode afetar negativamente diversas partes do organismo, como
0s 0ssos, musculos, retina, rins ¢ o sistema cardiovascular. Os efeitos desta doenga, nas células
Osseas sao muito complexos e diversos estudos estdo sendo realizados atualmente para tentar
explorar os mecanismos exatos através dos quais o DM induz a osteoporose e consequentemente o
aumento no indice de fraturas 6sseas (HAMANN et. al.; 2012).

A hiperglicemia, condi¢do que implica em varias complicacdes do diabetes, desregula o
funcionamento normal das células osteoblasticas, responsaveis pela formacao 6ssea e favorece o
funcionamento das células osteoclasticas, que estdo ligadas a reabsor¢cdo Ossea, condi¢do que
poderia facilitar o processo de desenvolvimento da osteoporose e, além disso, ainda pode causar
disfuncdao e falha em diferentes o6rgdos (LAMPROPOULOS et. al., 2012; GAO et. al., 2008;
JACKULIAK; PAYER, 2014). Portanto, o DM exerce um efeito deletério ndo apenas nos 0ssos,
mas também nos neurdnios ¢ nas células musculares ¢ leva a diminui¢do da producdo de varios
estimulos necessarios para a homeostase normal das células e ainda acelera a sintese de varias
citocinas e outros fatores que afetam diretamente as células alvo ou antagonizam indiretamente as
vias de sinalizagdo de estimulo (BIPRADAS, 2013). Ainda s3o necessarios mais estudos para
avaliar a relagdo do diabetes com possiveis alteragdes na formacao 6ssea e no metabolismo mineral,
favorecendo a reducdo de massa Ossea, tanto em pacientes como em animais experimentais, porém
sabe-se que nenhum mecanismo isolado pode explicar todos os efeitos do diabetes na integridade
0ssea(MUSUMECI et. al., 2011).

A expectativa de vida de individuos portadores de diabetes esta crescendo devido a cuidados
médicos, uso de farmacos, pratica de atividades fisicas entre outras mudangas. Esse aumento na
expectativa de vida gera por consequéncia um aumento na incidéncia de fragilidade Ossea
(HAMANN et al., 2012; SZULC et al., 2007). O principal efeito na patogénese das anormalidades
Osseas na deficiéncia de insulina relaciona-se a formagdo 6ssea. Em modelos experimentais de DM
tipo 1 foi encontrado diminui¢dao no nimero de osteoblastos e remodelagdo 6ssea, acompanhado por
redu¢@o no contetido mineral (LAPROPOULOS et al., 2012; SZULC et al., 2007).

Pacientes diabéticos sdo susceptiveis a terem niveis diminuidos de minerais que exercem
funcdes importantes no metabolismo 6sseo e, além disso, devido as complica¢des geradas pelo
quadro de hiperglicemia, podem sofrer prejuizo na satide 6ssea. O boro (B) trata-se de um elemento
essencial para as plantas, porém o seu papel no organismo de humanos e outros mamiferos, ainda
nao estd bem esclarecido. Estudos sugerem que este mineral € essencial para a manutengao da satude

Ossea e possui papel vital na embriogénese, crescimento dsseo, fungdes imunes e psicomotoras
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(PAN et. al., 2010). Gorustovich e colaboradores (2008), por meio de um estudo experimental com
camundongos, relataram que o boro ¢ benéfico para o crescimento 6sseo e sua manutengdo ¢ Hakki
e colaboradores (2013), concluiram que a privagao deste mineral pode afetar o crescimento 6sseo,
inibindo a formagdo do osso. Além disso, este mineral estd ligado a formac¢ao de hormonios
esteroides e influéncia no metabolismo de macrominerais como calcio, magnésio e vitamina D e,
portanto, pode estar envolvido na preven¢do da perda de calcio e desmineralizagdo Ossea
(PALACIOS, 2006; NIELSEN, 2014).

Desta forma a suplementagdo com minerais esséncias ao metabolismo 6sseo, como o boro,
pode ser um fator importante na preservagdo da massa 6ssea, sugerindo ter uma fung¢ao nutricional e
farmacologica na prevencao e tratamento adjuvante da osteoporose diabética.

Os estudos disponiveis ainda sdo limitados sobre a real participacdo deste mineral no
metabolismo 0sseo e os efeitos de sua suplementacdo, porém os dados desses estudos sdao capazes
de nortear sobre a sua importancia na satide 6ssea. Desta forma, torna-se necessario uma melhor
investigacdo cientifica incluindo parametros bioquimicos especificos do metabolismo 0Osseo e

parametros que avaliem a microarquitetura ossea.

2. HIPOTESE

Animais diabéticos suplementados com boro apresentam menor prejuizo na saide 6ssea, por

meio da preservagdo da micro e macro estrutura ossea.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo do presente trabalho foi estudar a influéncia de uma solugdo de boro nos

parametros bioquimicos e no metabolismo 6sseo de camundongos diabéticos ndo obesos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar os efeitos da suplementacdo com boro em animais diabéticos e controles através do
ensaio mecanico de flexdo em trés pontos e microtomografia computadorizada ossea.
2. Comparar dosagens bioquimicas de magnésio, calcio, fosforo e boro em amostras de sangue

de animais controles e animais diabéticos.
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4. REVISAO DA LITERATURA

4.1 TECIDO OSSEO

O tecido 6sseo trata-se de uma estrutura altamente dindmica que sofre modelagem durante o
crescimento (aumento de altura) e constante remodelagem apds a interrup¢do do crescimento
(RAGGAT; PARTRIDGE, 2010; ANDERSON, 2010).

Segundo dados da literatura os ossos in natura sio constituidos, basicamente, de uma matriz
organica, ou osteoide, fibras de coldgeno, nas quais estdo depositados sais de calcio e fosfato
associados a ions hidroxila em cristais de hidroxiapatita. Além disso, apresenta uma populacao
heterogénea de células como condrocitos, osteoblastos, ostedcitos, osteoclastos, células endoteliais,
mondcitos, macrofagos, linfocitos e células hematopoiéticas (ANDERSON, 2010).

O tecido 6sseo ¢ composto 80% por osso compacto e cortical, sendo que as diafises dos
ossos longos sdo constituidas principalmente de osso cortical, e os 20% restantes de esqueleto, sdao
formados por osso trabecular ou esponjoso. Envolvida por esses dois tipos de estruturas, encontra-
se a medula 6ssea (ANDERSON, 2010; ASBMR, 2007). Caracterizando os dois tipos de tecidos
0sseos, 0 0sso trabecular possui menor densidade que o osso cortical, sendo que os componentes do
tecido dsseo trabecular que se interligam e oferecem suporte ao involucro de tecido 6sseo cortical
dos ossos longos. Com base nesta constituigdo Ossea, observou-se que a perda de tecido dsseo
trabecular durante a vida, pode aumentar e predispor o risco de fraturas, principalmente da coluna
(ANDERSON, 2010).

Sao responsaveis pela manutengdo da qualidade e quantidade Ossea, trés tipos de células:
osteoblastos, osteoclastos e ostedcitos. Os osteoblastos e osteoclastos sdo células derivadas de
células precursoras primitivas encontradas na medula 6ssea (células tronco mesenquimais e células
tronco hematopoiéticas, respectivamente) (LAMPROPOULOS et. al., 2012).

Os osteoblastos sdo células mononucleares que produzem ostedide e sdo responsaveis pela
formacdo oOssea. Essas células expressam o fator de transcricdio RUNX2. A maturacao,
diferenciagdo e sobrevivéncia dessas células estdo ligadas a diferentes tipos de fatores de
crescimento e hormonais como: proteina morfogenética dssea (BMP), proteina wingless (Wnt),
fator de crescimento B (TGF-B), hormonio da paratireoide (PTH), fator de crescimento derivado de
plaquetas (PDGFs) e fator de crescimento de fibroblasto (FGF) (ANDERSON, 2010;
LAMPROPOULOS et. al., 2012). A co-expressdo da enzima fosfatase alcalina 6ssea (FAO) e
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coldgeno tipo 1, caracterizam os osteoblastos totalmente diferenciados e sdo importantes para a
sintese da matriz 6ssea e mineralizagdo subsequente. Os osteoblastos maduros produzem os
reguladores de mineralizagdo da matriz extracelular como: osteocalcina, osteopontina, osteonectina
e RANKL (receptor ativador do fator nuclear x-p ligante), necessaria para a diferenciacdo dos
osteoclastos, bem como o receptor do paratormdénio (PTHR1). Essas células, ao final de sua vida,
podem se tornar ostedcitos, deixando de gerar ostedide e matriz mineralizada, podendo atuar de
forma paracrina nos osteoblastos ativos, e também parecem inibir a formagao e a reabsor¢ao dssea
(ERIRSEN, 2010; LAMPROPOULOS et. al., 2012).

Os osteoclastos sdo responsaveis pela reabsor¢do do osso, removendo o osso velho. Essas
células participam da osteoclastogenese e sabe-se que diferentes tipos de mediadores participam
desse processo como: fator k-p nuclear, RANKL, osteopontina, hormonio da paratireoide (PTH),
fator estimulante de colonias de macréfagos (M-CSF) e angiotensina II. O osteoclasto pode exercer
efeito na osteoclastogenese por 3 caminhos: RANKL mediado, M-CSF mediado e pelo
imunoreceptor baseado em tirosina (ITAMs), sendo que o RANKL ¢ o fator chave para promover a
diferenciagdo dos osteoclastos pela sua ligagdo no receptor da superficie celular de células de
linhagem mondcito-macréfago, pode inibir a apoptose pela indugdo da enzima antiapoptotica kinase
B (PKB) e ainda ¢ responsavel pela producdo de EROS (espécies reativas de oxigénio), potente
indutor da osteoclastogenese (ANDERSON, 2010; LAMPROPOULOS et. al., 2012; HODGE et.
al.; 2011). O caminho dominante de regulacdo da diferenciagdo dos osteoclastos ¢ o
RANKL/RANK/OPG, onde os osteoblastos promovem a diferenciacdo dos osteoclastos através da
ligagdo do RANKL no receptor de membrana RANK em osteoclastos mononucleares percursores.
A diferenciacdo dos osteoclastos pelo RANKL ¢ inibida pela osteoprotegerina (OPG), também
produzida pelos osteoblastos (ERIRSEN, 2010).

Os ostedcitos sdo osteoblastos maduros que ndo secretam mais matriz, participam nas trocas
de nutrientes/residuos através do sangue e ndo sdo capazes de se multiplicar. Contribuem com o
processo de remodelagdo 6ssea por meio da regulacdo da atividade dos osteoblastos e osteoclastos.
(BONEWALD, 2011; CLARKE, 2008).

Abordando a remodelacdo Ossea, o processo de reabsor¢do ¢ mais rapido que o de
formagdo, que necessita de 3 a 6 meses ou até 1 ano (idosos) para ocorrer. Inicialmente ocorre a
reabsor¢ao dos componentes organicos e minerais do osso, ocorrendo a formacdo de pequenas
cavidades nas superficies dsseas e posteriormente ocorre a formagdo do novo osso. Esse processo

de formacao e reabsor¢do ¢ ativado por hormdnios especificos e citocinas e apds ser concluido, o
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resultado é um osso novo e saudavel (ANDERSON, 2010; FENG; MCDONALD, 2011).

O processo de remodelacdo ocorre em pequenos conjuntos de células chamadas de unidades
multicelulares basicas de remodelacao 6ssea (BMU), sendo caracterizado pelo acoplamento das
fungdes dos osteoclastos, osteoblastos e osteocitos. Cada unidade ¢ geografica e cronologicamente
separada de outros conjuntos, sugerindo que a ativacdo de sequéncia de ocorréncias celulares
responsaveis pela remodelacdo seja também controlada localmente por fatores gerados no
microambiente 6sseo (ERIRSEN, 2010).

A homeostase entre a formagao e a reabsor¢ao do osso ¢ vital para manuten¢do da saude do
esqueleto e alteragdes nesse processo podem resultar em diferentes distirbios, entre eles a
osteoporose (WENDO; XIN, 2013).

A perda Ossea estd ligada a deterioragdo do coldgeno formador da matriz organica dssea,
bem como ao gradual desequilibrio com o processo de remodelagdao (SHAPSE; RIEDT, 2006).
Geralmente a perda ossea ¢ acompanhada pela deterioragdo da arquitetura do osso, resultando na
reducdo do numero de trabéculas do osso esponjoso, aumentando a distancia intertrabecular e leva a
perda de conectividade trabecular. Além disso, a redu¢do na espessura do osso cortical e o aumento
na porosidade do osso trabecular, podem resultar em fragilidade femoral (JACKULIAK; PAYER,
2014).

Os marcadores do metabolismo 0sseo existem para mensurar tanto a formagdo quanto a
reabsorcao Ossea. A fosfatase alcalina 6ssea (FAO) ¢ um marcador de formagdo 6ssea, assim como
a osteocalcina, pepitideo amino-terminal de pro coldgeno I e pepitideo carboxi-terminal do pro
colageno 1. Os marcadores de reabsorcao incluem a fosfatase 4cida resistente ao tartarato (TRAP),
hidroxiprolina, piridinolina, dioxipiridinolina e telopepitideos de ligagdes cruzadas do colageno tipo
I (ANDERSON, 2010; JACKULIAK; PAYER, 2014).

A qualidade 6ssea pode ser definida abordando as caracteristicas Osseas de rigidez,
capacidade do osso de resistir a deformagdes, flexibilidade, capacidade de se deformar para permitir
a absor¢cdo de energia durante um impacto e deve ser leve para permitir o movimento. A
homeostase entre a rigidez dssea e a flexibilidade varia de acordo com o conteudo mineral dsseo,
portanto quanto maior o conteido mineral, maior a rigidez e menor a flexibilidade. A resisténcia do
0sso tem como seu principal determinante, a massa Ossea, que € refletida pela densidade mineral
ossea (DMO) e pela microarquitetura. Portanto, a forga Ossea surge a partir da quantidade e da
qualidade dssea, sendo que esta ultima engloba os fatores geométricos e materiais que contribuem

para a resisténcia a fratura. A qualidade do osso ndo ¢ precisamente definida, ela ¢ descrita como
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uma fusdo de todos os fatores que determinam a resisténcia do esqueleto a fraturas, como:
microarquitetura dos danos microscopios acumulados, qualidade do colageno, tamanho dos cristais
de minerais e taxa de renovagdo Ossea. A partir dessa defini¢do, observa-se que a DMO pode
explicar apenas 70-75% da variacdo na forca dssea, enquanto o restante pode estar relacionado a
outros fatores como o acumulo de micro fraturas, microarquitetura alterada, remodelacdo Ossea
desordenada ou influéncia de fatores extras esqueléticos. Assim, uma forma importante e
complementar de avaliar a qualidade 6ssea ¢ por meio de sua microarquitetura, uma vez que essa
medida contribui para mensurar a resisténcia do osso e desse modo, sua capacidade para resistir a
fraturas (JACKULIAK; PAYER, 2014; SANYAL et.al., 2012).

Atualmente, nenhum método é capaz de caracterizar completamente a qualidade dssea,
porém as técnicas atuais de imagem ndo invasivas combinadas com técnicas mecanicas e de
composi¢do, podem fornecer uma composi¢do abrangente da qualidade dssea (JACKULIAK;
PAYER, 2014).

O metabolismo 6sseo, baseando-se nos conceitos citados anteriormente, pode ser afetado por
algumas doencas, como o Diabetes Mellitus, que leva a desordens na atividade das células Osseas,

podendo, dessa forma, promover o desenvolvimento da osteoporose (DANAEI et. al., 2011).

4.2 DIABETES MELLITUS E SAUDE OSSEA

Diabetes Mellitus ¢ uma desordem metabdlica, caracterizada por altos niveis de glicose
sanguinea que altera o funcionamento de tecidos como: figado, musculos esqueléticos, tecido
adiposo, tecido cartilaginoso e 0sseo, incluindo o sistema renal e cardiovascular (DANAEI et. al.,
2011; HAMANN et, al., 2012). Pesquisadores tinham conhecimento da existéncia de diferentes
formas de diabetes ao longo do tempo, porém, somente na ultima década tiveram um substancial
progresso na identificacdo e compreensdao da etiologia de seus tipos distintos (MALECKI;
SKUPIEN, 2008).

Conforme dados atuais, a classificagdo do DM est4 baseada na sua etiologia e ndo mais no
tipo de tratamento. Por meio dessa atualizagdo os termos utilizados anteriormente como Diabetes
Mellitus ndo insulinodependente e Diabetes Mellitus insulinoindependente, foram eliminados
(DIRETRIZES SBD, 2014/2015). A Internacional Diabetes Federation - IDF (2013), classificou a

doenca DM tipo 1, DM tipo 2 e outros tipos especificos como o DM gestacional.



23

O DM tipo 1 ¢é caracterizado por deficiéncia absoluta de insulina e seu diagnostico ¢
frequentemente acompanhado de sintomas agudos de desidrata¢do e cetoacidose. Este tipo de DM
acomete de 5 a 10% dos casos. A causa da doenca ¢ um processo autoimune direcionado a
destruicao das células B pancreaticas (DIRETRIZES SBD, 2014/2015; MALECKI; SKUPIEN,
2008). Na sua base etiopatogénica encontra-se a associacdo de fatores genéticos e ambientais. Em
relacdo aos fatores genéticos, podem-se citar os marcadores de autoimunidade, como ICA
(anticorpos anticélula da ilhota), IAA (anticorpos anti-insulina), GAD 65 (anticorpos
antidescarboxilase do acido glutamico), IA2 E IA2B (antirosina-fosfatses) e Znt (antitransportador
de zinco) que sdo detectados em cerca de 90% dos pacientes. Quanto aos fatores ambientais
envolvidos na génese do DM 1, sabe-se que sdo tdo ou mais importantes que os fatores genéticos
na génese da doenga, porém ainda sdo pouco conhecidos (VOLTARELLI et al., 2009).

O DM tipo 2 desenvolve-se como resultado de fatores de risco genéticos e ambientais, ¢
caracterizado por defeitos na a¢do e/ou secre¢do de insulina, apresentando como sintoma principal a
hiperglicemia e a maioria dos pacientes apresenta obesidade. Geralmente quando a hiperglicemia
se manifesta ambos os defeitos podem estar presentes, porém pode haver predominio de um deles
(DIRETRIZES SBD, 2014/2015; MALECKI; SKUPIEN, 2008; ARSA, 2009). Este tipo de diabetes
representa cerca de 90% de todos os casos de diabetes (WENBO; XIN, 2013). No DM 2, os fatores
envolvidos da reducdo da massa de células 3 sdo diferentes do DM 1 e incluem: glicolipotoxicidade,
estresse oxidativo e acimulo de depositos amildides nas ilhotas. A forte heranca genética poligénica
associada a fatores ambientais como, obesidade e sedentarismo, sdo determinantes na génese do
DM 2 (VOLTARELLI et al., 2009).

O DM gestacional ¢ qualquer intolerancia a glicose, de magnitude variavel, com inicio ou
diagnostico durante a gestacdo. Similar ao DM tipo 2, o DM gestacional ¢ associado tanto a
resisténcia a insulina quanto a diminui¢do da fun¢do das células B. Este tipo de diabetes ocorre entre
1% a 14% de todas as gestagdes, e ¢ associado a aumento de morbidade e mortalidade perinatal.
Pacientes com DM gestacional devem ser reavaliadas quatro a seis semanas apOs o parto €
reclassificadas como apresentando DM, glicemia de jejum alterada, tolerancia a glicose diminuida
ou normoglicémica. Na maioria dos casos ha reversdo para a tolerancia normal apds a gravidez,
porém existe um risco de desenvolvimento de DM tipo 2 dentro de cinco a dezesseis anos apos o
parto (DIRETRIZES SBD, 2014/2015).

A insulina ¢ um hormdnio anabdlico produzido pelas células  do pancreas, cuja sintese ¢

ativada pela elevagdo da glicemia. A insulina ¢ o principal hormonio anabdlico do organismo. Seus
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efeitos mais conhecidos estdo associados a0 metabolismo energético, especialmente a regulagdo do
metabolismo de glicose, acidos graxos, aminoacidos, estimula a proliferacdo de osteoblastos e
promove a sintese de colageno. Além disso, esse hormonio age no osso através de receptores de
insulina expressos pelos osteoblastos (IRS-1 e IRS-2) (JACKULIAK; PAYER, 2014).

No DMI1 a deficiéncia de insulina e IGF-1 (fator de crescimento semelhante a insulina),
levam a formacao dssea prejudicada, microarquitetura dssea anormal, aumento na fragilidade dssea
e reduzido pico de massa dssea (JACKULIAK; PAYER, 2014).

A osteopenia ¢ uma complicagdo causada pelo DM, podendo resultar no aumento do indice
de fraturas, prejuizo da saude dssea e consequentemente deterioragdo da qualidade de vida
(MUSUMECI et. al., 2011). Esta doenga favorece o processo de osteopenia/osteoporose, pois afeta
o equilibrio entre a formag¢do e a reabsor¢do Ossea, favorecendo o funcionamento das células
osteoclasticas que sdo responsaveis pela reabsor¢do 6ssea (LAMPROPOULOS et. al., 2012). Esta
comorbidade afeta ambos os tipos de DM, reduzindo a qualidade do osso e aumentando o risco de
fraturas (JACKULIAK; PAYER, 2014).

A progressdao do quadro de osteopenia gera a osteoporose, que ¢ considerada um dos
maiores problemas mundiais de satde da atualidade e a incidéncia de fraturas relacionadas a esta
doenca também esta aumentando (ANDERSON, 2010; MUSUMECI, et. al. 2011).

A osteoporose ¢ uma doenga caracterizada pela diminuicao da massa 0ssea e perturbacao da
microarquitetura Ossea (especialmente em locais trabeculares) levando a insuficiéncia da forca
esquelética e um aumento da susceptibilidade de fraturas (ALJUBRAN et. al., 2014; CHEN et. al.,
2013). O periodo de crescimento e o pico de acimulo de massa Ossea (etapa de maior quantidade de
acumulo de osso em qualquer idade) sdo fatores que podem determinar a origem da osteoporose no
inicio da vida (ANDERSON, 2010). Essa doenga ¢ descrita como silenciosa e assintomatica antes
de ocorrer uma fratura, tendo um impacto negativo e significativo na morbidade e mortalidade,
podendo levar a dor intensa, deformidade, incapacidade e morte (BRIPRADAS, 2013).

A osteoporose tem sido tradicionalmente caracterizada como primdria e secundaria. A
osteoporose primaria refere-se aquela que acomete a mulher na pés-menopausa e/ou esta associada
a idade. Esse tipo envolve primariamente a perda de osso trabecular, devido & interrup¢do da
producdo ovariana de estrogénios. Homens podem chegar a desenvolver este tipo de osteoporose
pela redu¢dao na producao de andrégenos, porém esta condicdo € rara. A osteoporose primaria
caracteriza-se por fraturas na porcao distal do radio e nas vértebras lombares (fraturas por

“esmagamento’) (ULIVIERE et. al., 2014; ANDERSON, 2010).
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A osteoporose secundaria estd associada com uma doenga subjacente conhecida ou a um
medicamento, causando a perda de tecido 6sseo. Estima-se que 1/3 das mulheres na pds-menopausa
e metade das mulheres na pré-menopausa sofrem de osteoporose secundaria (ULIVIERE et. al.,
2014).

Essa doencga é complexa e heterogénea de etiologia desconhecida onde a perda de massa
6ssea em um grau que produz fraturas pode ser resultante da aceleracdo excessiva da reabsorc¢ao,
especialmente apds a menopausa e pico sub 6timo de massa 6ssea, podendo resultar em osso, que
apos a menopausa ¢ fragil e susceptivel a fraturas (ANDERSON, 2010).

O DM, por sua vez, influéncia negativamente as células tronco mesenquimais devido a
hiperglicemia que compromete a func¢ao e a diferenciagcdo das células 6sseas, resultando em baixo
turnover e formagao Ossea. Este quadro afeta a diferenciagdo de células tronco mesenquimais em
células osteoblastcas, porém estimula a sua disponibilidade para a formacdo de adipocitos
(BARBAGALLO, et. al., 2010; LAMPROPOULOS et. al., 2012). Esse processo gera uma continua
deposicao de células de gordura dentro da medula 6ssea, o que aumenta a cavidade medular,
deixando o osso fragil e com microcirculagdo diminuida (LAMPROPOULOS et. al., 2012;
AMMARY-RISCH; HUANG, 2011). Portanto, a func¢do limitada dos osteoblastos e a atividade
exacerbada dos osteoclastos, sdo fatores que influenciam negativamente a regulacdo da formacao
ossea, podendo evoluir para um quadro de osteoporose (BIPRADAS, 2013).

A hiperglicemia, que € o resultado da auséncia e/ou acdo prejudicada da insulina, age nas
células do tecido dsseo através do aumento na producdo de interleucina 6 (IL-6) nas células de
linhagem osteoblastica, a qual por sua vez estimula os osteoclastos a reabsorverem o 0sso
(JACKULIAK; PAYER, 2014).

A formacao de metabolicos provenientes da glicose altera os mecanismos celulares e a
formacdo de varios tecidos (KEMPF et. al., 2008). A glicosilacdo de proteinas trata-se de uma
modifica¢do pds-tradu¢do comum de proteinas, induzida pela condensagdo espontanea da glicose e
intermedidrios metabolicos com os grupos amina livres. Este processo conduz a formacao
irreversivel de uma classe de moléculas denominadas produtos finais de glicosilagdo avangada
(AGE), como a pentosidina (DE PAULA; ROSEN, 2010). Os AGEs podem se acumular no
organismo por longos periodos em macromoléculas extra e/ou intracelulares tais como proteinas e
lipidios. A glicosilagdo causa mudancas qualitativas e quantitativas nos componentes da matriz
extracelular como proteoglicanos e colageno. Especificamente no caso do metabolismo 6sseo, as

mudangas da matriz extracelular causam alteracdes especificas na formagao e remodelagdo do osso.



26

Um estudo experimental em ratos revelou que o aumento no teor de pentosidina coincidiu com o
prejuizo das propriedades mecéanicas do osso e em osteoblastos humanos a pentosidina causou uma
reducgdo significativa nos marcadores de remodelagao 6ssea (SAITO et. al., 2006, SANGUINETI et.
al., 2008).

Pacientes com DM descompensado possuem risco aumentado de quedas, ndo apenas pelas
mudangas 6sseas ocasionadas pela doenga, mas também pela associagdo de outras complicagdes
decorrentes da hiperglicemia cronica como a neuropatia, levando a redugdo da visao e aumentando
o risco de fraturas osteoporoticas (AZIDAH et. al. 2012).

Segundo dados da literatura, observou-se que pacientes com DM tipo 1, apresentam reducao
acentuada no pico de massa 6ssea, mesmo apos o inicio precoce do diagnostico e tratamento da
doenga, sugerindo os efeitos anabdlicos que a insulina exerce no osso (BIPRADAS, 2013;
HAMANN et. al., 2012). A formagdo 6ssea prejudica, tem sido proposta como um importante fator
que contribui com o pico de massa 6ssea em pacientes diabéticos tipo 1. Em contraste, pacientes
diabéticos tipo 2, podem apresentar densidade mineral 6ssea em valores normais ou aumentada,
devido ao quadro de hiperinsulinemia, porém esses pacientes tem como principal caracteristica a
resisténcia a insulina, sugerindo que a hiperinsulinemia pode encontrar baixa sensibilidade em
células 6sseas e mesmo com densidade mineral dssea dentro dos parametros de normalidade ha
aumento na fragilidade 6ssea. Com base nessas informagdes, sugere-se que as diferencas que o DM
tipo 1 e o DM tipo 2 exercem no esqueleto, ndo podem ser totalmente explicadas pela hipotese da
insulinopenia (WENDO; XIN, 2013; HAMANN et. al., 2012). Portanto, o risco de fraturas no DM
tipo 1 aumenta devido a diminui¢do da densidade mineral dssea, sendo que o prejuizo na formacgao
Ossea ¢ resultado da deficiéncia absoluta de insulina e IGF-1, que leva a baixos picos de massa
6ssea (JACKULIAK; PAYER, 2014).

As células P pancredticas sdo responsaveis ndo apenas pela producdo e secrecao de insulina,
mas também produzem outros fatores osteo-anabdlicos, como o polipeptidio amiloide (amilina) e a
leptina. Portanto os pacientes com DM tipo 1, possuem prejuizo na produgao de todos os fatores
mencionados, contribuindo no déficit na formacao 6ssea (HAMANN et. al., 2012).

Os estudos conduzem a hipdtese que os pacientes diabéticos sofrem prejuizo da qualidade
Ossea e para ambos os tipos de diabetes, a hiperglicemia ¢ a principal caracteristica da doenca, o que
acarreta os efeitos adversos no metabolismo 6sseo de pacientes com glicemia mal controlada,
levando ao aumento do estresse oxidativo (STOLZING et. al., 2011). O funcionamento da cadeia de

transporte de elétrons que reduz continuamente oxigénio para formar o potencial eletroquimico
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transmembrana de protons possui um importante efeito colateral para as células: a constante
geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) (PAIM, 2008, 56-57). A oxidagdo ¢ parte
fundamental da vida aerdbica e do metabolismo e, assim, os radicais livres sdo produzidos
naturalmente ou por alguma disfuncao bioldgica. Esses radicais livres cujo elétron desemparelhado
encontra-se centrado nos atomos de oxigénio ou nitrogénio sdo denominados espécies reativas de
oxigénio (EROs). Quando ocorre um aumento da concentragdo dessas espécies, ou uma deficiéncia
nos sistemas enzimaticos responsaveis por sua detoxificagdo, tem-se uma condi¢do caracterizada
como estresse oxidativo. Nesta condicdo, a célula ndo consegue se defender contra a geracdo de
EROs favorecendo o ataque destas a toda a estrutura celular (PAIM, 2008, p. 56-57). Essas EROS
possuem impacto significativo na geracao e sobrevivéncia das células dsseas (BIPRADAS, 2013).
Segundo Manolagas (2010), as EROS ndo atenuam apenas a osteoblastogénese, também estimulam
a apoptose de osteoblastos.

Além das complicagdes Osseas decorrentes do diabetes, os pacientes que possuem essa
doenga classificam-se entre os grupos que apresentam riscos de possuir concentragdes de vitaminas
e minerais diminuidos. Embora exista na literatura uma grande quantidade de informacdes onde
varios autores subtendem que a dieta exerca um papel importante no controle das complicacdes do
DM, ainda ndo ha evidencias suficientes sobre as concentragdes dos micronutrientes nesses
pacientes e os dados obtidos nos estudos ndo sdo conclusivos. Desta forma a suplementacdo com
minerais essenciais ao metabolismo dsseo como calcio, fosforo, magnésio e boro, podem ser fatores

importantes na preservagao da massa 0ssea (KAUR; HENRY, 2014).

4.3 BORO

4.3.1 Caracteristicas Gerais

O boro (B) ¢ um micromineral que tem se mostrado essencial em todo o ciclo de vida para
os organismos em todo reino filogenético. Este mineral ¢ encontrado na forma de 4cido bdrico
B(OH); em pH fisiologico e ha estudos que mostram que o boro € necessario para uma boa saude
Ossea, tendo um papel vital na embriogénese, crescimento 0sseo, fungdes imunes e psicomotoras
(NIELSEN, 2014; DA SILVA, et al., 2012; TASH el. al., 2013).

O 4tomo de boro possui trés elétrons em sua camada externa, ndo doa prdtons, porém age
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como um acido de Lewis, aceitando ions hidroxila. O boro liga-se com varios elementos, resultando
em um arranjo tetraédrico ou trigonal planar, tendo uma forte atracdo pelo oxigénio o que resulta na
formacao de boratos. Quando o boro se liga a quatro atomos de oxigénio, o composto resultante no
arranjo tetraédrico ¢ o anion borato (B(OH)4)® e quando se liga a trés atomos de oxigénio, o
composto resultante no arranjo triangular planar ¢ o d4cido ortobdrico (B(OH)s3)
(DERIVAN;VOLPE, 2003).

O boro tem uma forte tendéncia para formar complexos com moléculas organicas que
possuem grupos hidroxilas adjacentes que se encontram na configuragdo Cis. Este mineral ¢ capaz
de interagir com substancias bioldgicas importantes, incluindo polissacaridos, piridoxina,
riboflavina, acido desidroascorbico, e os nucledtidos de piridina. A nicotinamida adenina (NAD+) e
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADP) contém componentes de ribose, os quais
possuem forte afinidade com o boro, e estas moléculas sdo ativas no metabolismo energético,
portanto a ligacdo entre elas e o boro pode afetar alguns processos de certas vias metabolicas.
Assim, a estrutura quimica desse mineral permite que ele possa reagir com muitos outros
metabolitos e enzimas, podendo ser capaz de modificar o metabolismo energético e de minerais em

seres humanos e animais (DERIVAN;VOLPE, 2003; HUNT, 2012).

4.3.2 Toxicidade, Deficiéncia, Absorcao e Excreciao

A intoxicagdo por boro ndo é comum, pois o excesso deste mineral geralmente ¢ excretado
na urina. Os sintomas bioquimicos de toxicidade sdao similares a pelagra e incluem riboflavinuaria e
deficiéncia de riboflavina juntamente com a inibi¢do de enzimas desidrogenases. Os sintomas de
deficiéncia incluem néauseas, vomitos, diarreia, lesdo renal, hiponatremia, agitagdo e cansaco. Além
disso, a sua deficiéncia em humanos, ratos e frangos leva a um desenvolvimento 6sseo anormal,
independente de outro fator estressor que afeta a saude dssea, € provoca aumento na excrecao
urinaria de calcio (DEVIRIAN; VOLPE, 2003). Estudos revelaram que a privacao de boro afeta
dois o6rgdos em especial, sendo estes 0 0sso € o cérebro e a resposta a privagdo ¢ intensificada
quando outros nutrientes que alteram as fun¢des metabdlicas também estdo deficientes, como
magnésio, calcio e vitamina D (NIELSEN, 2008; GALLAGHER, 2010).

Com relacao a absorcao, o boro trata-se de um mineral facilmente absorvido através do

epitélio gastrointestinal, podendo chegar a uma taxa de absorc¢ao até cerca de 90%. Quando entra no
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organismo, este ¢ hidrolisado a 4cido bdrico, o qual é absorvido pelo enterdcito e transportado.
Sugere-se que durante o transporte, o boro esteja ligado sutilmente a substancias que contenham
grupos Cis-hidroxila. O mecanismo pelo qual boro é absorvido ainda permanece inconclusivo,
porém alguns estudos sugerem que seja por um processo de difusdo nao induzida. Este mineral ¢
excretado em sua maioria na urina, cerca de 2% nas fezes e o remanescente no suor € na respiragao
(DA SILVA, et al.,, 2012; DERIVAN; VOLPE, 2003). A concentracdo de boro nos tecidos
permanece constante através de um mecanismo homeostatico que esta diretamente relacionado com
a excre¢do renal e devido a este mecanismo a ingestdo elevada de boro ndo aumenta os niveis

plasmaticos de boro significativamente (HUNT, 2012).

4.3.3 Fontes Alimentares e Recomendacoes

As fontes alimentares principais de boro sdo as frutas, verduras, legumes e tubérculos
especialmente aquelas de plantas dicotiledoneas. As gramineas como milho, arroz e trigo possuem
menores quantidades. As frutas secas, nozes e abacate contem entre 1 a 4,5 mg de boro/100 g. As
frutas frescas, legumes e mel contém entre 0,1 a 0,5 mg de boro/100 g, enquanto os alimentos de
origem animal fornecem apenas 0,01 a 0,06 mg de boro/100 g. Outra fonte importante de boro ¢ a
agua, sendo que o teor desse nutriente varia de acordo com a localiza¢do geografica (HUNT, 2012;
DERIVAN;VOLPE, 2003).

Segundo as DRI's (Dietary Reference Intakes), ndo ha valores de ingestdo adequada (AI),
necessidade média estimada (EAR) e necessidade dietética recomendada (RDA), apenas valores
referentes ao limite superior tolerdvel (UL) para a faixa etaria de 19 a 70 anos, sendo 20 mg/dia de
boro (IOM, 2002). As recomendagdes para animais, segundo a AIN-93, sdo de 0,5 mg/kg de dieta

para o crescimento, reproducdo e manutengdo (REEVES, et. al., 1993).

4.3.4 A¢ao no Organismo

O interesse pelo boro na nutri¢ao animal teve inicio no ano de 1981. O boro desempenha um

papel regulador no metabolismo de varios micronutrientes como o calcio, fésforo, aluminio e

molibdénio. Os micronutrientes de maior interesse, no que se refere ao metabolismo 6sseo sdo o
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magnésio, calcio, fosforo e vitamina D. O boro, segundo estudos, influencia positivamente o
metabolismo destes nutrientes, os quais desempenham um papel importante na manutengdo da
saude dOssea e assim este mineral pode ser significativo na prevengdo da osteoporose. O consumo
médio de boro avaliado em uma populagdao dos Estados Unidos, foi cerca de 0,86 mg por dia,
através dos alimentos ingeridos. Este mineral pode ser encontrado nos tecidos e fluidos corporais
em consequéncia de uma dieta normal, sendo que ossos, unhas e cabelos geralmente, possuem
maiores niveis de boro do que outros tecidos (NIELSEN, 2000; GALLARDO-WILLIAMS, et. al.,
2002; NIELSEN, 2008).

Com relagdo a vitamina D, estudos realizados com frangos que receberam suplementagao
com boro (3 mg/kg de dieta) sugeriram que este mineral afeta alguns aspectos do metabolismo da
vitamina D ou € sinérgico com ela, com relagdo a influéncia no crescimento. Estudos subsequentes
com dietas formuladas com boro e magnésio na presenca de quantidades moderadas de Vitamina D
revelaram que os animais em estudo (frangos) conseguiram manter uma taxa adequada de
crescimento na dieta com deficiéncia de magnésio, porém suplementada com boro, independente da
presenca da vitamina D. Outro ponto abordado por este estudo foi com relagdo a privagao do boro
na dieta dos frangos acompanhada por baixas quantidades de vitamina D em sua composi¢do. As
analises microscopicas realizadas nesse grupo sugeriram retardo nas calcificagcdes de partes
cartilaginosas e também foi observado reducao na densidade de condrécitos na zona de proliferacao
celular em deficiéncia de boro e colecalciferol. Baseando-se nos achados, sugere-se que o boro pode
aumentar a maturagao celular e o crescimento de ossos longos (NIELSEN, 2014; HUNT, 1994).

Avaliando ainda a relacdo do boro com a vitamina D, segundo as variacdes do mesmo
estudo discutido anteriormente, observou-se que os frangos que receberam uma dieta deficiente em
vitamina D, mas suplementada com Boro, tiveram um aumento nas concentragdes de 25-
hidroxicolecalciferol e 1,25-dihidroxicolecalciferol. Para a dieta adequada em vitamina D e com
baixos niveis de boro, observou-se aumento nas concentragdes plasmaticas de 1,25-
dihidroxicolecalciferol, sugerindo a relagdo positiva entre o boro e esta vitamina (BAI; HUNT,
1996). Esses achados indicaram uma intera¢do do boro com a vitamina D, sugerindo que o boro
pode desempenhar um papel na hidroxilagdo ou na extensdo da meia vida da vitamina D3, com base
na sua capacidade de formar complexos com grupos hidroxila em compostos organicos. Este papel
do boro poderia, portanto afetar o metabolismo &sseo e melhorar a forca dos o0ssos
(DERIVAN;VOLPE, 2003).

A interagdo do boro com o célcio sugere que a suplementacio deste mineral leva a reducdo
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na excre¢do urindria de célcio e aumento nos niveis de célcio ionizado no plasma. Além disso, ha
evidéncias que a suplementacdo de calcio isolada ndo ¢ eficiente para prevenir a perda dssea, porém
estudos realizados em mulheres na pré e pés-menopausa revelaram que a suplementacao com boro
foi capaz de aumentar a absorcao de calcio (DERIVAN;VOLPE, 2003; PALACIOS, 2006).

Abordando o mineral magnésio, estudos realizados em animais que receberam uma dieta
deficiente nesse mineral, porém suplementada com boro apresentaram redugdo no nivel de
anormalidades causadas pela deficiéncia de magnésio e aumento desse mineral no plasma. Além
disso, observou-se que mulheres na pré e poés-menopausa suplementadas com boro apresentaram
menor excre¢do urinaria de magnésio (DERIVAN;VOLPE, 2003; PALACIOS, 2006).

Segundo dados da literatura, a suplementacdo com boro também mostrou ser capaz de
aumentar a forca O0ssea em ratos. Além disso, a suplementagdo levou a um aumento na for¢a de
resisténcia das vértebras da coluna em contraste com a sua privagdo que causou a reducao da fragao
do volume 6sseo, espessura trabecular e aumentou a separagdo entre as trabéculas 6sseas (HAKKI,
et. al., 2013; YING, et. al., 2011).

Os estudos disponiveis demonstraram que o boro ¢ um importante nutriente para os seres
humanos. Pesquisas realizadas com homens com mais de 50 anos e mulheres pos menopausadas em
terapia hormonal que receberam uma dieta pobre em boro por 63 dias que posteriormente foi
suplementada com 3 mg/dia de B por 49 dias, revelaram que apds a suplementacao foi observado
que o B afetou de forma positiva o metabolismo de cobre e magnésio, assim como o metabolismo
energético, de nitrogénio e oxigénio reativo em humanos. Este estudo também sugeriu que o B afeta
a fungao cerebral, performance psicomotora e a resposta a ingestao de nitrogénio (NIELSEN, 1998;
NIELSEN, 2014).

A suplementagdo com boro também pode afetar a concentragao de insulina circulante, sendo
que esta responde ao boro dietético sugerindo que este mineral pode funcionar de modo a reduzir a
quantidade de insulina necessaria para manter os niveis de glicose sanguinea, pois ele altera o
metabolismo do NADPH. Alteracdes no metabolismo de NADPH causam mudancgas na dinamica
da membrana celular, levando a secre¢ao de insulina (HUNT, 2012; DERIVAN;VOLPE, 2003). Em
estudos com ratos em jejum alimentar noturno, a privacao de boro aumentou os niveis de insulina
plasmatica, mas ndo houve mudanga na concentragdo de glicose. Em estudos realizados em frangos
demonstraram que a privagdo de boro gerou um aumento no pico de liberagao de insulina pelo
pancreas (BAKKEN; HUNT, 2003).

Os hormdnios esteroides estdo diretamente relacionados com o 0sso € o boro pode
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desempenhar importante papel na satde Ossea através da formacdo de hormonios esteroides, e
assim, estar envolvido na prevencao da perda de céalcio e desmineralizagdo 6ssea. A quimica deste
mineral permite a formagdo de complexos com compostos organicos que contenham grupos
hidroxilas em sua estrutura e, portanto pode promover a formacao de testosterona e 17 3 estradiol a
partir de percursores envolvendo a adi¢do de grupos hidroxilas aos anéis esterioidais
(DERIVAN;VOLPE, 2003).

Além dos estudos in vivo que abordam os beneficios do boro, estudos in vitro com culturas
de células osteoblastica (MC3T3-El), também demonstraram que o boro ¢ benéfico para a
manutengdo e formacao dssea, estimulando a mineralizagdo 6ssea ¢ ainda aumentando os niveis de
RNAm relacionados com o crescimento dsseo como colageno tipo I e osteocalcina (HAKKI et. al.,
2010).

Embora as evidencias de estudos in vivo e in vitro comprovem o beneficio do boro na satde
Ossea, mais estudos sdo necessarios, incluindo estudos em humanos, para melhor entendimento do
mecanismos envolvidos na melhora da satde 6ssea, os quais podem contribuir para o tratamento

desta condigao patoldgica (NIELSEN, 2014).
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RESUMO

O Diabetes Mellitus ¢ uma doenca cronica caracterizada por um desarranjo no metabolismo de
carboidratos, gorduras, e proteinas. Acredita-se que esta patologia afeta negativamente a atividade
dos osteoblastos, podendo desempenhar um papel na osteoporose. O presente estudo teve como
objetivo estudar a influéncia de uma suplementacdo com boro no metabolismo 06sseo de
camundongos controles e diabéticos nao obesos por um periodo de 30 dias. Os animais foram
suplementados com 40 pg/0,5 ml de solugdo de boro (boro quelato H 5%). Foram avaliadas as
possiveis alteragdes 0sseas durante o desenvolvimento das complicagdes geradas pelo diabetes por
analise dos parametros bioquimicos, calcio total, fésforo inorganico, magnésio e boro no soro e por
analises Osseas (microtomografia computadorizada dssea, histomorfometria e ensaio mecanico de
flexdo em trés pontos em tibia e fémur). O estudo foi constituido por 28 animais divididos em
quatro grupos: Grupo CA: animais ndo diabéticos (n=10) que receberam 0,5 mL/dia de agua
destilada, Grupo CB: animais ndo diabéticos que receberam 0,5 mL de solu¢do de boro (n=8),
Grupo DA: animais diabéticos que receberam 0,5 mL de dgua destilada (n=5) e Grupo DB: animais
diabéticos que receberdo 0,5 mL de solucdo de boro (n=5). A partir das andlises realizadas foi
possivel observar que o volume 6sseo do osso cortical para o grupo DB foi significativamente
maior em comparagdao com os grupos CA e DA (p<0,05). A fragdo do volume 6sseo trabecular foi
maior para o grupo CB em comparagdo com CA e DA. Os valores de superficie Ossea especifica
foram maiores para o grupo DB em comparacdo com CA e a espessura trabecular e indice de
estrutura foram significativamente diferentes para os grupos CA e CB em comparagdo com DA. As
dosagens de boro no soro foram maiores para o grupo DB em comparagcdo com CA e os grupos DA
e DB apresentaram concentragao de magnésio inferiores aos grupos CA e CB. O teste biomecanico
revelou manutenc¢do dos pardmetros de forca em animais DB em comparagdo com o grupo DA e
controles. Sendo assim, os resultados sugerem melhora nos pardmetros de forca Ossea e

microestrutura 6ssea em animais diabéticos suplementados com boro.

Palavras - chave: diabetes, osteopenia, suplementag¢do, metabolismo dsseo, boro.
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1. INTRODUCAO

O papel da nutricdo no desenvolvimento do tecido 6sseo tem sido foco de muitos estudos,
visando investigar os componentes dietéticos necessarios para a manuten¢ao das funcdes Osseas
normais, assim como o seu desenvolvimento adequado. Os nutrientes como o célcio, fosforo,
magnésio, fluoreto, vitamina D, zinco, cobre e boro sdo conhecidos por promover um
desenvolvimento normal das fungdes ésseas, garantindo o ganho de massa e for¢a ao longo do
desenvolvimento. O consumo inadequado desses nutrientes ou alteracdes no seu metabolismo,
como aumento de sua excrecao, prejuizos na absor¢do devido a presenca de alguma doenca, pode
levar a um prejuizo na estrutura do osso e consequentemente o desenvolvimento de doengas
relacionadas ao tecido dsseo como a osteoporose [1].

A osteoporose trata-se de uma doenga esquelética sistémica caracterizada por um aumento
na susceptibilidade a fratura. A maioria dos casos estdo associados a pds menopausa ou ao
envelhecimento, porém esta doenga também pode desenvolver-se como consequéncia de alguma
situagdo patologica [2]. O Diabetes Mellitus (DM) ¢ uma doencga que predispde um maior risco para
o desenvolvimento da osteoporose [3].

O DM, sob condigao cronica, pode afetar negativamente diversas partes do organismo, como
0s 0ssos, musculos, retina, rins € o sistema cardiovascular. Os efeitos desta doenca, nas células
Osseas sao muito complexos e diversos estudos estdo sendo realizados atualmente para tentar
explorar os mecanismos exatos através dos quais o DM induz a osteoporose e consequentemente o
aumento no indice de fraturas dsseas [4].

A hiperglicemia, condi¢do que implica em varias complicagdes do diabetes, regula
negativamente o funcionamento normal das células osteoblasticas, responsaveis pela formagdo
Ossea e regula positivamente o funcionamento das células osteocldsticas, que estdo ligadas a
reabsorcao Ossea, condicdo que poderia facilitar o processo de desenvolvimento da osteoporose e,
além disso, ainda pode causar disfuncao e falha em diferentes 6rgaos [5, 6, 7].

O principal efeito na patogénese das anormalidades Osseas na deficiéncia de insulina
relaciona-se a formagao 6ssea. Em modelos experimentais de DM tipo 1 foi encontrado diminui¢ao
no numero de osteoblastos e na remodelagdo dssea, acompanhado por redugdo no contetido mineral
[5, 8].

Pacientes diabéticos sdo susceptiveis a terem niveis diminuidos de minerais que exercem

funcdes importantes no metabolismo 6sseo, como por exemplo, o boro. O boro ¢ um elemento
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essencial para as plantas, porém o seu papel no organismo de humanos e outros mamiferos, ainda
ndo estd bem esclarecido. Estudos sugerem que este mineral € essencial para a manutengdo da saude
Ossea e possui papel vital na embriogénese, crescimento dsseo, fungdes imunes e psicomotoras [9].
Gorustovich e colaboradores [10], por meio de um estudo experimental com camundongos,
relataram que o boro ¢ benéfico para o crescimento e manutencdo 6ssea. Hakki e colaboradores
[11], concluiram que a privagdo deste mineral pode afetar o crescimento 0sseo, inibindo a formagao
do osso. Além disso, este mineral estd ligado a formagdo de hormodnios esteroides e influéncia o
metabolismo de micronutrientes como calcio, magnésio e vitamina D e, portanto, pode estar
envolvido na preven¢ao da perda de calcio e desmineralizagdo dssea [12, 13].

Desta forma a suplementagdo com minerais essenciais ao metabolismo 6sseo como o boro
pode ser um fator importante na preservacdo da massa dssea, sugerindo ter uma fun¢do nutricional e
farmacologica na prevencao e tratamento adjuvante da osteoporose diabética.

Os estudos disponiveis ainda sdo limitados sobre a real participacdo deste mineral no
metabolismo dsseo e os efeitos de sua suplementagdo. Desta forma, torna-se necessario uma melhor
investigacdo cientifica com marcadores do metabolismo 6sseo que avaliem a microarquitetura
Ossea. Portanto o objetivo desse estudo foi estudar a influéncia da suplementagdo com boro nos

parametros bioquimicos e no metabolismo 6sseo de camundongos diabéticos ndo obesos.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Animais

Para a realizagdo deste trabalho foram utilizados camundongos fémeas diabéticas ndo obesas
(NOD) com peso entre 18-20 g, provenientes do Centro de Criagdo de Camundongos Especiais da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto - USP.

Os animais foram mantidos no Laboratério de Experimentacdo Animal da USP, ficando por
aproximadamente 16 semanas em observa¢do e acompanhamento a partir do primeiro dia de
alojamento com 4gua e racdo ad libtum. Apds o inicio do desenvolvimento do diabetes estes
animais foram divididos em quatro grupos: Grupo CA: animais nao diabéticos (n=10) que
receberam 0,5 mL/dia de agua destilada, Grupo CB: animais nao diabéticos que receberam 0,5 mL

de solugdo de boro (n=8), Grupo DA: animais diabéticos que receberam 0,5 mL de agua destilada
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(n=5) e Grupo DB: animais diabéticos que receberdo 0,5 mL de solucdo de boro (n=5). A

administracdo da dgua destilada e da solucao de boro foi realizada uma vez ao dia via gavagem.

2.2 Experimento

Os animais foram acompanhados seguindo as recomendagdes da Comissdo de Etica no Uso
de Animais, obedecendo aos preceitos da lei 11.794/2008 e da Resolugao n°® 879/2008 da Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo. O projeto foi aprovado pela Comissao
de Etica em Pesquisa Animal da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, registrado sob niimero
074/2013 (ANEXO A).

Para a realizacdo deste estudo, foi preparada uma solucdo de boro com 40 pg de boro em 0,5
ml de solugdo utilizando-se o boro quelato H 5%. Durante todo o experimento, foi realizado um
acompanhamento quinzenal dos niveis glicémicos e do peso dos animais controles ¢ diabéticos. A
glicemia foi dosada, através de um Monitor de Glicemia Accu - CheekAdvantage II com a
utilizacdo da tira teste e o peso em balanca Filizola® Star precisdo de 0,5g.

Os animais, apos o periodo experimental de 30 dias, foram eutanasiados por decapitagao
para a coleta de 0,5 mL de sangue. A amostra de sangue foi coletada em um ependorfe de 2 ml e
centrifugada a 2.500 rpm, durante vinte minutos. O soro obtido foi utilizado para determinagdo das
dosagens bioquimicas de cdlcio total, fosforo, magnésio e boro no Laboratério de Toxicologia e
Essencialidade de Metais da Fcfrp-USP.

Os minerais foram dosados pelo método ICP-MS (espectrometria de massa acoplada a
plasma indutivo). Foi realizada com um espectrometro de massas com plasma indutivamente
acoplado, equipado com uma célula de reagdo (DRC-ICP-MS ELAN DRCII, Perkin Elmer, Sciex,
Norwalk, CT, EUA), operando com argonio de alta pureza (99,999%, Praxaair, Brasil).

2.3 Microtomografia Computadorizada Ossea

Este método avaliou o fémur esquerdo, segundo sugerido por De Paula et al. [14]. O fémur

esquerdo dos animais foi conservado em etanol 70%, por um periodo de 21 dias. Posteriormente os

ossos foram limpos, a partir da retirada de todo o musculo que o envolve e armazenado novamente



47

em alcool 70% até a realizag@o da analise, a qual foi realizada na Faculdade de Odontologia da USP
de Ribeirdo Preto.

As amostras 6sseas foram escaneadas por Microtomografo de alta resolugao modelo 1172,
marca SkyScan (B¢lgica), composto por um tubo de raios-X de microfoco com fonte de alta tensdo
(100kV), um porta amostra com manipulador de precisdo e um detector baseado em uma camera
CCD de 11Mp conectados a um computador de controle e aquisicdo de dados interligado em rede a
um cluster de computadores com software para reconstrugdo, visualizacdo e quantificagdo de
imagens 2D e 3D.

A varredura em fémur foi realizada em baixa resolugdo, nivel de energia 55k Vp e
intensidade de 145 pA. O aparelho foi calibrado semanalmente com phantom fornecido pela
Scanco. A fragdo de volume trabecular e a microarquitetura foram avaliadas na esponjosa
secundaria, comecando a 0,6 mm proximal da cartilagem de crescimento até 1,5 mm proximal. A
analise do osso cortical foi realizada na regido transversal da didfise do fémur, adjacente e distal ao
terceiro trocanter, com cortes de 1 mm [15]. Para analise das imagens foi utilizado o programa CT

Analyser v.1.13.

2.4 Ensaio Mecanico de Flexio em Trés Pontos em Tibia e Fémur

Tibia e fémur direitos dos animais foram utilizados para a realizacdo do teste mecanico de
flexdo em trés pontos, através do equipamento de andlise de resisténcia de material (Maquina
Universal de Ensaio) do Laboratorio de Bioengenharia da Faculdade de Medicina de Ribeirdao Preto
da Universidade de Sdo Paulo.

A carga sobre o osso foi aplicada na regido central no sentido antero-posterior, por meio de
um acessorio acoplado a célula de carga. Os ossos (fémur e tibia) foram posicionados junto ao
dispositivo, de maneira que o colon do fémur e da tibia se encostassem a um dos apoios, € suas
faces anterior ficassem voltadas para a base da maquina. Um reldgio comparador Mitutoyo®, com
precisdo de 0,01 mm foi utilizado para a coleta dos intervalos de deflexdo durante todo ensaio
mecanico. Os valores de deflexdo foram medidos a cada 0,05 mm simultancamente com a
mensuragao do valor da carga aplicada na ponte de extensiometria.

As medidas de deflexao e carga aplicada foram mensuradas até o momento da ruptura dssea

ou até que os valores comecem a diminuir indicando que o osso atingiu sua capacidade méaxima de
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resisténcia. A cada incremento de carga aplicada ao material foi registrada a deformacao
correspondente, para construcdo do grafico, carga versus deflex@o, a partir do qual foi possivel

obter as propriedades biomecanicas como carga maxima, rigidez e resiliéncia.

2.5 Analise Estatistica

Foi realizada a andlise exploratoria dos dados para uma visdo global das caracteristicas das
variaveis obtidas, descrevendo-as por meio de tabelas com medidas descritivas. Foram calculadas as
estatisticas mediana, minimo e¢ maximo com intervalo de confianga (95%). Apds a analise da
distribuicao dos dados foram realizados os testes estatisticos para testar a igualdade entre os grupos.

Foi utilizado o software SPSS Statistics versdo 22.0 para as andlises estatisticas. Para
comparagdo das varidveis de peso e glicemia ao longo do periodo de estudo foi realizado o teste nao
paramétrico de Wilcoxon para amostras pareadas com correcdo de Bonferroni. Para comparacao
entre todos os grupos foi utilizado o teste ndo paramétrico de Kruskal Wallis (ANOVA ndo
paramétrica) e quando houve diferenca significativa foi utilizado o teste post hoc de Dunn. A

significancia estatistica foi definida como p=<0,05.

3. RESULTADOS

As dosagens de peso e glicemia dos grupos CA, CB, DA e DB, estao apresentadas na Tabela
1. A analise realizada revelou que nao houve diferenca significativa no peso corporal dos animais
controles e diabéticos na primeira e segunda aferi¢do do peso, porém ao final do experimento houve
perda significativa de peso nos animais diabéticos (DA e DB) em comparagdo com o grupo CA.

Os valores glicémicos revelaram que os grupos DA e DB apresentaram valores de glicemia
significativamente superiores aos grupos CA e CB na primeira afericdo de glicemia, na segunda e
na terceira, evidenciando o quadro de diabetes.

Os resultados referentes a dosagem de minerais em soro de animais controles e diabéticos
podem ser observados na Tabela 2. Com relagdo a dosagem do boro, o grupo DB apresentou
valores superiores ao grupo CA. A dosagem de magnésio revelou valores significativamente

superiores desse mineral para os grupos CA e CB em comparagdo com os grupos DA e DB.
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Os resultados do ensaio mecanico de flexdo em tibia e fémur dos animais controles e
diabéticos podem ser observados nas Tabelas 3 e 4. O teste biomecanico em tibia revelou menor
for¢a no grupo DB em comparacdo com o grupo CA e CB. A rigidez 6ssea foi menor no grupo DA
em comparacao com o grupo DB. Com relagdo a energia de ruptura, o grupo DA apresentou valores
inferiores ao CB. O deslocamento da for¢a méxima foi superior para o grupo CA em comparagao
com o grupo DB. O fémur de animais DA apresentaram menor for¢a em comparacdo com o grupo
CA, CB ¢ DB. A energia de ruptura e a rigidez 6ssea foram menores para o grupo DA em
comparacao com o grupo CA.

Os resultados da microtomografia 6ssea do osso cortical podem ser observados na Tabela 5.
A Figura 1 apresenta uma imagem representativa do exame 6sseo para cada grupo de estudo.

O volume osseo (BV) de animais dos grupos CB e DB apresentaram valores
significativamente superiores aos grupos CA e DA. Os animais do grupo CB apresentaram valores
de fragdo do volume 6sseo (BV/TV) significativamente superiores em comparagdo com o grupo CA
e DA. Com relagdo a porosidade do osso cortical, observou-se que os 0ssos dos animais CB ¢ DA

apresentaram maior porosidade em comparagao ao grupo CA.

Figura 1. pCT do osso cortical, diafise do fémur, adjacente e distal ao
terceiro trocanter (cortes de 1 mm) de animais controles nao
suplementados (CA) e suplementados (CB) e animais diabéticos ndo
suplementados (DA) e suplementados (DB).
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A Tabela 6 apresenta os resultados referentes a andlise de microtomografia do osso
trabecular. A Figura 2 apresenta uma imagem representativa do osso trabecular de cada grupo de
estudo.

Com relagdo a fracdo do volume 6sseo do osso trabecular (BV/TV) os grupos CB ¢ DB
apresentaram valores significativamente superiores aos grupos CA e DA. A superficie Ossea
especifica (BS/BV) foi significativamente superior para o grupo DB em comparagdo com o grupo
CA. O indice de estrutura (SMI) foi superior para o grupo CA em comparagao com o grupo DA. A
espessura trabecular para os grupos CA e CB apresentaram valores significativamente superiores ao
grupo DA. Nao houve diferenca significativa entre os grupos com relagdo aos parametros de

volume 6sseo, nimero de trabéculas, separagdo trabecular e conectividade trabecular.

Figura 2. uCT do osso trabecular, na esponjosa secundaria a 0,6 mm proximal da cartilagem de crescimento até
2,5 mm proximal, de animais controles ndo suplementados (CA) e suplementados (CB) e animais diabéticos ndo
suplementados (DA) e suplementados (DB).

4. DISCUSSAO

O presente estudo investigou as possiveis alteragdes no metabolismo 6sseo de animais

controles e diabéticos suplementados e ndo suplementados por meio de exames que possibilitaram a
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avaliagdo da microestrutura do osso, forca e dosagem de minerais que estdo relacionados a satde
Ossea.

Segundo dados da literatura sabe-se que a osteoporose € uma doenga de alta incidéncia e que
leva a deterioracdo da microarquitetura do osso. Além disso, essa doenca pode se desenvolver a
partir de uma condicdo preexistente como, por exemplo, no diabetes [5, 16]. O DM tem como
principal complicagcdo a hiperglicemia, a qual pode levar ao desenvolvimento de varios outros
problemas de satide como a osteoporose [17]. Com base nos dados literarios, este estudo foi
realizado com camundongos da linhagem NOD diabéticos e controles. O acompanhamento
quinzenal do peso e glicemia dos animais possibilitou a confirmacao do diabetes nos grupos DA e
DB em comparacao os grupos CA e CB por meio da andlise de perda de peso com o decorrer da
evolucdo da doenca e a manutencdo dos indices glicémicos elevados do inicio ao final do
experimento.

Além das complicacdes Osseas decorrentes da hiperglicemia cronica provocada pelo
diabetes, pacientes diabéticos também possuem risco aumentado de apresentarem concentracdes de
vitaminas e minerais diminuidos. Os estudos apontam que estes pacientes apresentam aumento na
excrecdo urindria de alguns minerais como o calcio, fosforo e magnésio, que estdo diretamente
relacionados com a satude ossea [18].

Visando melhora nas complicacdes Osseas que podem se desenvolver a partir de um quadro
de DM cronico, os animais desse estudo foram suplementados com boro. A escolha desse nutriente
foi baseada em estudos que sugerem a essencialidade desse mineral na mineralizacdo e na estrutura
Ossea, além da influéncia que exerce no metabolismo de alguns minerais que compdem a matriz
Ossea [13, 1]. A anélise na concentracdo de boro no plasma ou no soro pode ser um indicativo do
estado nutricional relativo ao boro. Com relacdo a sua dosagem realizada em soro de animais
controles e diabéticos de ambos os grupos, verificou-se que o grupo DB apresentou concentragdes
de boro significativamente maiores em comparagdo com o grupo CA, sugerindo que esse aumento
pode ter ocorrido devido a suplementagao.

Estudo realizado em humanos revelou concentracdes plasmaticas 1,5 vezes maior em
resposta ao aumento desse mineral na dieta [19]. Outro estudo realizado em mulheres na
perimenopausa que receberam uma dieta suplementada com boro por um periodo de 60 dias
também apresentaram concentracdes plasmaticas de boro aumentadas apos a intervencao dietética

[20, 21].
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Nao foram observadas diferengas significativas nas concentra¢des de célcio e fosforo no
soro de animais de ambos os grupos. Estudos realizados por Derivan; Volpe [20] revelaram que a
suplementagdo de boro reduziu a excre¢do urindria de célcio e aumentou as concentragdes
plasmaticas desse mineral. Em contrapartida alguns estudos revelaram que o boro nao afeta
significativamente as concentracdes de célcio e fosforo, mesmo em casos de privagdo sendo que
nesse sentido as alteragdes Osseas estdo relacionadas a um menor turnover Osseo levando a
insuficiéncia de forga e prejuizo da estrutura do osso [11, 19, 22].

Derivan; Volpe [20] também analisaram o comportamento do magnésio em relacdo a
suplementagdo de boro e segundo seus achados o boro aumentou as concentragdes de magnésio nos
animais suplementados e atenuou sua excre¢do urinaria. Em contrapartida, no presente estudo os
resultados referentes a dosagem de magnésio revelaram reducdo significativa em suas
concentracdes em animais DA e DB em comparacdo com CA e CB. Sugere-se que em animais
diabéticos a suplementacdo nao foi capaz de aumentar as concentragdes de magnésio e nem manté-
la em niveis semelhantes aos animais controles, fato que pode ser explicado em resposta ao quadro
de diabetes que causa aumento na excre¢do urinaria de alguns minerais.

Os resultados do teste de flexdo em trés pontos realizado na tibia de animais controles e
diabéticos suplementados e nao suplementados, ndo revelaram aumento na forga 6ssea nos grupos
DB e CB, porém a suplementagdo foi capaz de manter outros parametros de forca como a rigidez e
a energia de ruptura Ossea de animais diabéticos suplementados com valores sem diferenca
significativa em comparagao aos controles. O teste realizado no fémur revelou que os animais
diabéticos suplementados apresentaram maior for¢a 6ssea em comparacdo com o grupo DA. Além
disso, foi observado manutencdo dos parametros de rigidez e energia de ruptura para os animais
diabéticos suplementados em comparagdo com os controles.

Um estudo conduzido por Armstrong e colaboradores [23] avaliou se a suplementacdo com
boro era capaz de aumentar a forga o0ssea em fémures de porcos. Os resultados desse estudo
revelaram que os animais que foram suplementados apresentaram maior forca 0ssea € comparacao
com os que nao receberam a suplementacdo. Em outro estudo realizado por Sheng e colaboradores
[24], foram avaliados os efeitos da suplementacdo de boro em fémures e tibias de ratos e em
contrapartida, ndo observaram aumento nos parametros de forga nos animais suplementados. Outro
estudo que analisou os efeitos da privacao do boro também em fémures de ratos por meio o ensaio
biomecanico, revelaram parametros de for¢ca dssea comprometidos pela caréncia de boro [25].

Hakki e colaboradores [11] encontraram resultado semelhante com o do presente estudo em
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fémures de coelhos suplementados com boro submetidos ao teste biomecanico e também
Ghanizadeh e colaboradores [1] verificaram aumento na forca maxima e na resisténcia de fémures
de ratos suplementados com boro e fliior, sustentando, portanto os resultados encontrados. Além
disso, os pesquisadores também observaram aumento na forca dssea do fémur e da tibia dos animais
suplementados. Sugere-se, portanto, que o boro pode aumentar a for¢a 6ssea por meio do aumento
nas concentragdes de calcio e fosforo no osso, como foi determinado no estudo de Hakki e
colaboradores [11], que verificaram que além dos ossos dos animais suplementados serem mais
resistentes possuiam maiores concentragdes de calcio e fosforo em comparagao com os animais que
ndo foram suplementados.

A analise de microtomografia computadorizada 6ssea foi realizada no fémur dos animais
para avaliar a microestrutura do osso, sendo essa analise essencial para avaliar a acdo do boro na
microarquitetura Ossea trabecular e cortical. Estudos sugerem que a agdo desse mineral estd
direcionada para a melhora do osso trabecular [25, 13, 26]. Nesse estudo, além das melhoras nos
parametros referentes ao osso trabecular, também foi observado uma melhora significativa nos
pardmetros do osso cortical dos animais diabéticos suplementados e também nos controles que
receberam a suplementagdo em comparacdo com os grupos ndo suplementados (DA e CA). Os
animais suplementados apresentaram um ganho de volume Osseo significativamente superior em
relagdo aos grupos DA e CA e, além disso, os animais DB apresentaram valores de BV/TV e Ct.Po
sem diferenca significativa com os controles, sendo que o mesmo nao foi observado no grupo DA.
O ganho de volume 6sseo e manutencdo dos pardmetros de BV/TV e Ct.Po, estdo de acordo com o
estudo realizado por Nielsen e Stoecker [25] e com os resultados do teste de forga desse estudo, que
demonstrou que o fémur de animais diabéticos suplementados com boro apresentaram forga dssea
superior ao grupo DA. Com relagdo ao osso trabecular, foi observado manutencao nos valores dos
parametros de BV/TV, SMI e Tb.Th nos animais diabéticos suplementados em comparacdo com o0s
controles. Além disso, os animais do grupo DB apresentaram maiores valores de BS/BV em
comparacao com o grupo CA. Resultados semelhantes para o osso trabecular foram observados no
estudo de Nielsen e Stoecker [25], porém avaliando a influéncia da privacdo desse mineral. A
analise de microtomografia realizada por esses pesquisadores na quarta vertebra da coluna lombar
indicou que a privacdo do boro levou a reducdo da fracdo do volume 6sseo, reducdo na espessura
trabecular, SMI e aumento na separacdo das trabéculas, sendo que o oposto foi observado nesse

estudo que analisou a suplementagao desse mineral.
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A partir dos resultados obtidos, conclui-se que a suplementagdo com boro melhorou e
manteve parametros relacionados a forca 6ssea e a microestrutura do osso trabecular e cortical em

animais diabéticos e controles suplementados.

Lista de Abreviaturas e Siglas

DM - Diabete Mellitus; NOD — Camundongos diabéticos ndo obesos; CA — Camundongo nao
diabéticos e ndo suplementado; CB — Camundongo ndo diabético suplementado; DA -
Camundongo diabético nao suplementado; DB — Camundongo diabético suplementado; Fcfrp/USP
— Faculdade de ciéncias farmacéuticas de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo; ICP-MS:
Espectrometria de massa acoplada a plasma indutivo; pnCT — Microtomografia computadorizada
6ssea; BV — Volume 6sseo; BV/TV — Fragdo do volume 6sseo; Ct.Th — Espessura do osso cortical;
Ct.Po — Porosidade cortical; BS/BV — Superficie dssea especifica; SMI — Indice de estrutura; Tb.Th
— Espessura trabecular; Tb.N — Numero de trabéculas; Tb.Sp — Separagdo trabecular; Conn.D —

conectividade trabecular.

Financiamento:
Este projeto foi financiado pela Fundacao de Apoio ao Ensino, Pesquisa e Assisténcia — FAEPA do

HCRP-FMRP.

REFERENCIAS

[1] GHANIZADEH, G., BABAEI, M. NAGHII, M.R., M MOFID, TORKAMAN, G., M
HEDAYATI. The effect of supplementation of calcium, vitamin D, boron, and increased fluoride

intake on bone mechanical properties and metabolic hormones in rat.Toxicology and Industrial
Health, v. 30, n. 3, p. 211-217, 2014.

[2] SORIANO,R., HERRERA, S., NOGUES, X. Currentand future treatments of secondary
osteoporosis. Best Practice and Research Clinical Endocrinology and Metabolism, v. 28, p.
885-894, 2014.

[3] EMKEY, G.R., EPSTEIN, S. Secondary osteoporosis: pathophysiology and diagnosis. Best



55

Practice and Research Clinical Endocrinology and Metabolism, v. 28, p. 911-935, 2014.

[4] HAMANN, C.; KIRSCHNER, S.; GUNTHER, K.P.; HOFBAUER, L.C. Bone, sweet bone—
osteoporotic fractures in diabetes mellitus. Nat. Rev. Endocrinol., v. 8, n. 5, p. 297-305, 2012.

[5] LAMPROPOULOS, C.E.; PAPAIOANNOU, I.; D’'CRUZ, D.P. Osteoporosis — a risk factor for
cardiovascular disease? Nat. Rev. Rhemautol., v. 8, p. 587-598, 2012.

[6] GAO, Y.; ORDAS, R.; KLEIN, J.D.; PRICE, S.R. Regulation of caspase-3 activity by insulin in
skeletal muscle cells involves both PI3- kinase and MEK-1/2. J. Appl. Physiol., 2008.

[7] JACKULIAK, P.; PAYER, J. Osteoporosis, fractures, and diabetes. Inter. Journ. ofEndocrin,
v. 10, 2014.

[8] SZULC, P.; KAUFMAN, J. M.; DELMAS, P. D. Biochemical assessment of bone turnover and
bone fragility in men. Osteoporos Int., v. 18, p. 1451-1461, 2007.

[9] PAN, H.B.; ZHAO, X.L.; ZHANG, X.; ZHANG, K.B.; LI, L.C.; LI, Z.Y.; LAM, W.M.; LU,
W.W.; WANG, D.P.; HUANG, W.H.; LIN, K.L.; CHANG, J. Strontium borate glass: potential
biomaterial for bone regeneration. J. R. Soc. Interface, v. 7, p. 1025-1031, 2010.

[10] GORUSTOVICH, A.A.; STEIMETZ, T.; NIELSEN, F.H.; GUGLIELMOTTI, M.B. A
histomorphometric study of alveolar bone modeling and remodeling in mice fed a boron-deficient
diet. Arch. Oral Biol., v. 53, p. 677-682, 2008.

[11] HAKKI, S.S.; DUNDAR, N.; KAYIS, S.A.; HAKKI, E.E.; HAMURCU, M.; KERIMOGLU
U.; BASPINAR, N.; BASOGLU, A.; NIELSEN, F.H. Boron enhances strength and alters mineral
composition of bone in rab- bits fed a high energy diet. J. Trace Elem. Med. Biol., v. 27, p. 148—
153, 2013.

[12] PALACIQOS, C. The role of nutrients in bone health, from A to Z. Critical Reviews in Food
Science and Nutrition, v. 46, p. 621-628, 2006.

[13] NIELSEN, F.H. Update on human health effects of boron. J. Trace Elem. Med. Biol., v. 5,
2014.

[14] DE PAULA, F.J.A.; DICK-DE-PAULA, I; BORNSTEIN, S.; ROSTAMA, B.; LE, P



56

LOTINUN, S.; BARON, R.; ROSEN, C. J. VDR Haploinsufficiency Impacts Body Composition
and Skeletal Acquisition in a Gender-Specific Manner.Calcified Tissue International, v. 89, p.
179-191, 2011.

[15] CHATTAN, N.L.T.; SHARIR, A.; WEINER, S.; SHAHAR, R. Determining the elastic
modulus of mouse cortical bone using electronic speckle pattern interferometry (ESPI) and micro
computed speckle tomography: a new approach for characterizing small-bone material properties.
Bone, v. 25, p. 84-90, 2009.

[16] CHEN, H.; DENG, L.; LI, J. Prevalence of osteoporosis and its associated factores among
older men with type 2 diabetes. Inter. Jorn. Endodrin., 2013.

[17] MUSUMECI, G.; LORETO, C.; CLEMENTI, G.; FIORE, C.E.; MARTINEZ, G. An in vivo
experimental study on osteopenia in diabetic rats.Actahistochemica., v. 113, p. 619-625, 2011.

[18] OLOFSSON, E. Superoxide Dismutase 1 And Cataract. Department of Clinical ciences,
Ophthalmology Department of Medical Biosciences, Clinical Chemistry, Umea University, n.
1254, 2009.

[19] NIELSEN, F.H. The justification for providing dietary guidance for the nutritional intake of
boron. Biol. Trace Elem. Res., v. 66, p. 319-330, 1998.

[20] DERIVAN, T. A.; VOLPE, S. L. The Physiological Effects of Dietary Boron.Food Science
and Nutrition, v. 43, n. 2, p. 219-231, 2003.

[21] HUNT, C. D. Dietary Boron: Progress in Establishing Essential Roles in Human Physiology.
Journal and Trace Elements in Medicine and Biology, v. 26, p. 157-160, 2012.

[22] YING, X.; CHENG, S.; WANG, W.; LIN, Z.; CHEN, Q.; ZHANG, W.; KOU, D.; SHEN, Y ;
CHENG, X.; ROMPIS, F.A.; PENG, L.; ZHULU, C. Effect of boron on osteogenic differentiation
of human bone marrow stromal cells. Biol. Trace Elem. Res., v. 44, p. 306-315, 2011.

[23] ARMSTRONG, T.A.; FLOWERS, W.L.; SPEARS, J.W.; NIELSEN, F.H.Long-term effects of
boron supplementation on reproductive characteristics and bone mechanical properties in gilts.J.
Anim. Sci., v. 80, n.1, p. 154-61, 2002.

[24] SHENG, M.H.; TAPER, L.J.; VEIT, H.; QIAN, H.; RITCHEY, S.J.; LAU, K.H.Dietary boron
supplementation enhanced the action of estrogen, but not that of parathyroid hormone, to improve



57

trabecular bone quality in ovariectomized rats.Biol. Trace Elem. Res., v. 82, n. 1-3, p. 109-23,
2001.

[25] NIELSEN, F.H.; STOECKER, B.J.Boron and fish oil have different beneficial effects on
strength and trabecular microarchitecture of bone.J. Trace Elem. Med. Biol., n. 23, v. 3, p. 195-
203, 2009.

[26] NIELSEN, F.H. Is boron nutritionally relevant? Nutrition Reviews,n.4, v. 66, p.183-191,
2008.



58

TABELAS

Tabela 1. Aferi¢do do peso e glicemia em camundongos NOD controles e diabéticos suplementados com boro e ndo
suplementados, durante o periodo experimental de 30 dias.

PESO GLICEMIA
(2 (mg/dl)
GRUPOS DIA 01 DIA 15 DIA 30 DIA 01 DIA 15 DIA 30
CA
(n=10)  Mediana 26 {2426} 24 {2426} 26" {2426}  113,5* {96—  114,5*{94—  109,5" {98
128} 154} 161}
CB
(n=08)  Mediana 25 {22-28} 25 {24-28} 24™ {2228} 108" {98—  118,5* {I11— 120* {101—
117} 130} 140}
DA
(n=05)  Mediana 26 {2628} 24 {22-24}  22°{20-24}  360°{308— 585" {440— 556" {403—
500} 593} 560}
DB
(n=05)  Mediana 24 {2426} 22 {2026} 20" {1624}  390°{320- 551" {545- 580" {550
550} 593} 593}

Nota: Teste de Kruskal Wallis. Os valores sdo expressos em mediana, minimo e maximo. Letras diferentes p<0,05.

Tabela 2. Valores correspondentes a dosagem de minerais no soro de animais controles e diabéticos suplementados
e ndo suplementados, ap6s o periodo experimental de 30 dias.

BORO CALCIO FOSFORO MAGNESIO
GRUPOS (ng/l) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl)
CA (n=5)
Mediana 81.51% {53.3— 25.04 {22.90—  17.17 {15.42-20}  2.38* {2.18—
97.75} 28.88} 2.83}
CB (n=5)
Mediana 98.72% {74.15— 25.60 {18.69— 18.42 {13.79- 2.64° {2.16-
126.39} 32.55} 21.99} 2,94}
DA (n=5)
Mediana 83.36™ {37.22— 24.26 {17.42— 16.10 {13.40- 1.81° {1.85—
107.10} 25.63} 21.42} 1.88}
DB (n=5)
Mediana 114.88° {93.35—  22.16 {18.12— 18.37 {13.46— 2.06° {1.87—
160.78} 28.28} 23.12} 2.29}

Nota: Teste de Kruskal Wallis. Os valores sdo expressos em mediana, minimo e maximo. Letras diferentes p<0,05.



Tabela 3. Ensaio mecédnico de flexdo em trés pontos em tibias de camundongos NOD controles e diabéticos,
suplementados com boro e ndo suplementados, apds o periodo experimental de 30 dias.

For¢a maxima Deslocamento Energia de
GRUPOS N) Forca maxima Rigidez (N/mm) Ruptura
(mm) (N.mm)
CA (n=9)
Mediana 21.45* {18.10—  0.28%{0.25-0.38}  98.55 {79.96—  8.01*" {3.41—
22.70} 108.90} 9.36}
CB (n=7)
Mediana 20.12* {18.01—  0.29®{0.26-0.31}  93.51*°{89.90—  7.09* {4.23—
21.03} 101.12} 9}
DA (n=5)
Mediana 19.64" {17.82— 025 {0.26-0.29}  85.88" {81.72— 4.18"{2.41—-
21.77} 93.26} 5.11}
DB (n=5)
Mediana 16.76" {16.31—  0.27°{0.25-0.29}  99.56" {94.85—  5.18" {3.24—
17.92} 107.38} 6.4}

Nota: Teste de Kruskal Wallis. Os valores sdo expressos em mediana, minimo e maximo. Letras diferentes p<0,05.

Tabela 4. Ensaio mecanico de flexdo em trés pontos em fémures de camundongos NOD controles e diabéticos,
suplementados com boro e ndo suplementados, apds o periodo experimental de 30 dias.

Forca maxima Deslocamento Energia de
GRUPOS (N) Forca maxima Rigidez (N/mm) Ruptura
(mm) (N.mm)
CA (n=9)
Mediana 23.76* {23.03— 0.38 {0.26-0.41} 109.05% {106.1— 7.80%* {5.99—
24.66} 112.5} 9.29}
CB (n=7)
Mediana 21.81% {20.30— 0.30 {0.27-0.51} 104.11%° {93.90— 6.27% {3.43—
22.57} 109.90} 8.70}
DA (n=5)
Mediana 17.76" {14.79—  0.28 {0.23-0.35} 89.98" {64.38— 3.45" {1.87-
19.13} 99.60} 4.54}
DB (n=5)
Mediana 21.91°{19.33—  0.33 {0.30-0.35}  100.88"{93.20—  5.26® {4.09—
25.12} 112.70} 9.78}

Nota: Teste de Kruskal Wallis. Os valores s3o expressos em mediana, minimo e maximo. Letras diferentes p<0,05.
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Tabela 5. Valores correspondentes a avaliagdo de microtomografia 6ssea computadorizada do osso cortical de
animais controles e diabéticos suplementados ¢ ndo suplementados, apos o periodo experimental de 30 dias.

GRUPOS BV (mm°) BV/TV (%) Ct.Th (mm) Ct.Po (%)
CA (n=5)
Mediana 1.03* {1.02— 40,63* {38.18—  1.96 {1.50-2.20}  51.41* {42.02—
1.06} 43 47} 55.86}
CB (n=5)
Mediana 9.02° {9.31- 48.59° {44.09—  1.53 {1.40-1.90}  59.36" {56.53—
9.64} 57.98} 61.11}
DA (n=5)
Mediana 1.04* {1.03— 3736 {35.91— 174 {1.60-1.90}  62.64"{56.92—
1.10} 43.07} 64.08}
DB (n=5)
Mediana 9.61° {9.23— 42.49™ {40.58— 1,59 {1.60-1.70}  57,50°" {55.62—
9.99} 4437} 59.41}

Nota: Teste de Kruskal Wallis. Os valores sdo expressos em mediana, minimo e maximo. Letras diferentes p<0,05.

BV= volume 6sseo; BV/TV= fragdo do volume 6sseo; Ct.Th= espessura do osso cortical; Ct.Po.= porosidade

cortical.

Tabela 6. Valores correspondentes a avaliagdo de microtomografia dssea computadorizada do osso trabecular de
animais controles e diabéticos suplementados ¢ ndo suplementados, apos o periodo experimental de 30 dias.

GRUPOS BV  BV/TV(%) BS/BV SMI  Th.Th Tb.N Tb.Sp Conn.D.
(mm’®) (1/mm) (mm) (I/mm) (mm) (1/mm’)

CA (n=5)
Mediana 0.03 2.13° 84.58" 2.70° 0.04* 0.49 0.43 43.22
{0.02— {1.93— {62.64— {2.60- {0.04— {0.37- {0.40—  {31.38-
0.06} 2.28} 92.97} 280}  0.05} 0.68}  0.52} 59.71}

CB (n=5)
Mediana 0.05 4.58° 86.69" 252 .05 0.59 0.41 46.19
{0.03— {3.20- {80.18—  {2.40— {0.04— {043— {037—  {34.40-
0.10} 6.74} 93.19} 280} 0.06} 0.99}  0.46} 64.60}

DA (n=5)
Mediana 0.03 1.912 94,68  2.34° 0.03° 0.51 0.46 30.37
{0.01— {0.98— {77.64- {2.10- {0.03— {0.21- {0.38—  {19.16-
0.05} 2.69} 99.33} 2,501 0.04} 0.70}  0.66} 67.46}

DB (n=5)
Mediana 0.04 2.35° 95.77°  2.54"  0.04® 0.54 0.54 46.67
{0.03- {2.32- {89.43—  {2.10- {0.03— {0.35— {0.46—  {30.89—
0.06} 2.70} 111.65}  2.80}  0.05} 0.70}  0.58} 93.09}

Nota: Teste de Kruskal Wallis. Os valores sdo expressos em mediana, minimo e maximo. Letras diferentes p<0,05.

BV= volume 6sseo; BV/TV= fracdo do volume dsseo; BS/BV= superficie 6ssea especifica; SMI= indice de estrutura;
Tb.Th= espessura trabecular; Tb.N= niimero de trabéculas; Tb.Sp= separagdo trabecular; Conn.D.= conectividade

trabecular.
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ANEXO A: APROVACAO DA COMISSAO DE ETICA EM EXPERIMENTACAO ANIMAL
DA FACULDADE DE MEDICINA DA USP DE RIBEIRAO PRETO (FMRP-USP).

o .
Sin 7 2 UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
3 FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO

Comisséo de Etica em Experimentagdo Animal

3602-3301

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo para Uso de Animais em
Experimentagdo n° 074/2013, sobre o projeto intitulado “Efeito da
suplementagdo com boro no metabolismo 6sseo de camundongos
diabéticos.”, sob a responsabilidade do Professor Doutor Anderson
Marliere Navarro estd de acordo com os Principios Eticos em
Experimentagdo Animal adotado pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal (CONCEA) e foi APROVADO em reunido de 29
de outubro de 2013.

We certify that the protocol n°® 074/2013, entitled “Effect of supplementation with boron in bone
metabolism of diabetic mice”, is in accordance with the Ethical Principles in Animal Research adopted
by the National Council for the Control of Animal Experimentation (CONCEA) and was approved by the
Local Animal Ethical Committee from the School of Medicine of Ribeirdo Preto of the University of Sao
Paulo in 10/29/2013.

Ribeirdo Preto, 29 de outubro de 2013.

(IR

Prof. Dr. Omero Benedicto Poli-Neto
Presidente da Comissao de Etica em
Experimentag¢do Animal FMRP-USP



