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RESUMO

O diabetes melittus (DM) é considerado um importante problema na saude
publica em varios paises do mundo, pois além de estar em ascendente
prevaléncia, compromete tanto a produtividade quanto a qualidade de vida e
sobrevida dos seus portadores. Sua principal caracteristica é a presenca de
hiperglicemia crbnica decorrente de defeitos na secregéo e/ou agao da insulina.
A literatura tem mostrado uma associacdo de DM com redugdo da massa
O0ssea. Contudo, os mecanismos de mudangas da densidade mineral 6ssea
(DMO) nesses pacientes diabéticos ainda nado estao claros. Portanto, o objetivo
deste estudo foi investigar o efeito do treinamento resistido (TR) sobre a DMO,
as propriedades biomecanicas do osso, glicemia, calcemia, fosfatemia, a
sensibilidade a insulina e a expressao de GLUT4 em ratos osteopénicos com
diabetes tipo 2 (DM2). Para tanto, foram utilizados 64 ratos machos (5 dias de
idade) divididos em dois grandes grupos: grupo controle (CN), que recebeu
injecao de veiculo (tampao citrato 10 mmol/L, pH 4.5 i.p.) e grupo diabético
(DM), que recebeu injegao de estreptozotocina (150 mg/kg i.p.). Apos 55 dias,
foi mensurada a glicose de cada animal utilizando o monitor (Accu-Chek
Advantage, Roche Diagnostics, Indianapolis, IN) para verificar se os animais do
grupo DM estavam diabéticos. Apenas os ratos do grupo DM com glicose
acima de 200mg/dl foram utilizados no experimento. Logo em seguida, todos
os animais foram anestesiados com cloridrato de quetamina (80 mg/kg de peso
corporal, i.m) e xilazina (10 mg/kg de peso corporal, i.m) para realizar a
primeira analise densitométrica (AD) (pré-suspensao) da tibia direita por
emissdes de absorciometria de raios-X (DXA), do aparelho DPX (Lunar DPX
Alpha, WI, USA). Em seguida, esses grupos foram subdivididos em quatro
grupos: CN, controle osteopénicos (CO), DM e diabéticos osteopénicos (DO).
Os animais dos grupos CO e DO foram suspensos pela cauda por um periodo
de 21 dias para promover osteopenia nos membros traseiros. Ao final deste
periodo, a segunda AD (pds-suspensao) foi realizada. Apds esta analise, estes
grupos osteopénicos foram retirados da suspensdo e ficaram em movimento
livre em suas gaiolas. Antes de iniciar o treinamento resistido, foi necessario
esperar duas semanas para que o grupo osteopénico recuperasse a marcha.
Entdo, os ratos foram subdivididos novamente em 8 grupos: 1) Controle
sedentario (CS), 2) CO sedentario (COS), 3) Controle exercitado (CE), 4) CO
exercitado (COE); 5) diabético sedentario (DS), 6) DO sedentario (DOS), 7)
Diabético exercitado (DE), 8) DO exercitado (DOE). Os grupos exercitados
foram submetidos ao TR (os ratos foram treinados para subir uma escada
vertical de 1.1m inclinada a 80 graus com pesos acoplados em suas caudas),
durante 12 semanas. Ao final deste periodo, os ratos foram anestesiados,
conforme descrito acima, para a realizagdo de: 1) terceira AD (p6s-TR) para
avaliar a DMO; 2) remogao de: a) amostra de sangue (para a aferigdo de:
glicemia, insulinemia, calcemia e fosfatemia); b) musculo gastrocnémio (para
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quantificacdo da proteina GLUT4); c) tibias direitas (para realizagdo do teste
biomecanico de flexdo em trés pontos com o intuito de avaliar rigidez, for¢a
maxima (Fmax) e tenacidade dos ossos) e tibias esquerdas (para analise
histologica). Apos o TR, constatou-se que a glicemia, a expressao de GLUT4, o
peso corporal, a DMO e as propriedades biomecanicas do osso melhoraram
em animais diabéticos osteopénicos e ndo osteopénicos. No entanto, os grupos
controle exercitados e sedentarios ndo mostraram diferengas em qualquer uma
dessas variaveis. Em relacdo a fosfatemia, todos os grupos apresentaram
valores semelhantes; por outro lado, apenas o grupo DS apresentou niveis
mais elevados de calcemia em relagdo ao grupo COE. Os resultados obtidos
sugerem que o TR em animais diabéticos osteopénicos e ndo osteopénicos
promoveu: 1) diminuigdo da glicemia; 2) incremento na expressédo de GLUT4;
3) aumento de peso corporal; 4) aumento da DMO; 5) melhoria nas
propriedades biomecanicas.

Palavras-chave: Densidade Ossea. Diabetes mellitus. Doenga Ossea
metabdlica. Exercicio. Fraturas 6ssea. Sensibilidade a insulina. GLUT4.
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YAMAMOTO, A.P.M. EFFECT OF RESISTANCE TRAINING ON BONE
MINERAL DENSITY AND GLUT4 CONTENT IN OSTEOPENIC RATS WITH
TYPE 2 DIABETES. 2013. 142f. Dissertagdao (Mestrado) — Faculdade de
Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Aracatuba, 2013.

ABSTRACT

Diabetes mellitus (DM) is considered an important public health problem in
many countries of the world, because, besides being in ascending prevalence, it
commits the productivity, the quality of life and survival of their bearers. Its main
characteristic is the presence of chronic hyperglycemia due to defects in
secretion and/or insulin action. The literature has shown an association
between DM and reduced bone mass. However, the mechanisms of change in
bone mineral density (BMD) in these diabetic patients are still unclear.
Therefore, the aim of this study was to investigate the effect of resistance
training (RT) on BMD, bone biomechanical properties, glycemia, calcemia and
phosphatemia, insulin sensitivity and GLUT4 expression in osteopenic rats with
type 2 diabetes (DM2). Thus, we used 64 male rats (5 days old) divided into two
groups: control (CN), which received an injection of vehicle (citrate buffer 10
mmol/L, pH 4.5 i.p.) and diabetic (DM), which received an injection of
streptozotocin (150 mg/kg i.p). After 55 days, glucose was measured in each
animal using the monitor (Accu-Chek Advantage, Roche Diagnostics,
Indianapolis, IN) to verify if animals of DM group were diabetic. Only diabetic
group rats with glucose above 200mg/dl were used in the experiment. After that
all animals were anesthetized with ketamine (80 mg/kg body weight, i.m) and
xylazine (10 mg/kg bodyweight i.m) so that the first densitometric analysis (DA)
(pre-suspension) of the right tibia by dual X-ray absorptiometry emissions
(DXA), from apparatus DPX (Lunar DPX Alpha, WI, USA) was performed. Then,
these groups were subdivided into four groups: CN, osteopenic control (OC),
DM and osteopenic diabetic (OD). Animals in groups OC and OD were
suspended by their tails for a period of 21 days to promote osteopenia in
hindlimb. Thereafter, the second DA (post-suspension) was performed. After
this analysis, these osteopenic groups were removed from suspension and
stayed with free movement in their cages. A period of two weeks was required
to start the resistance training to recover the march of the animals that were in
hypokinesia. Then, the rats were subdivided again into 8 groups: 1) sedentary
control (SC), 2) sedentary OC (SOC), 3) exercised control (EC), 4) exercised
OC (EOC), 5) sedentary diabetic (SD), 6) sedentary OD (SOD), 7) exercised
diabetic (ED) and 8) exercised OD (EOD). The exercised groups were
submitted to RT (the rats were trained to climb a vertical ladder of 1.1m inclined
at 80 degrees with weights secured to their tails), during 12 weeks. At the end
of this period, rats were anesthetized, as described above, to perform: 1) the
third DA (post-TR) to evaluate BMD, 2) the removal of: a) blood sample (for
evaluation of: glycemia, insulinemia, calcemia and phosphatemia) b)
gastrocnemius muscle (for quantification of GLUT4 protein), c) right tibias (for
biomechanical testing of three-point flexion in order to assess stiffness,
maximum strength (Fmax) and toughness of bone) and left tibias (for
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histological analysis). After RT, glycemia, body weight, expression of GLUT4,
BMD and biomechanical properties of bone in osteopenic and non-osteopenic
diabetic animals were improved. However, the exercised and sedentary control
groups showed no differences in any of these parameters. Regarding to
phosphatemia, all groups showed similar values, but only the DS group showed
higher calcium levels in relation to group COE. The results suggest that the RT
in osteopenic and non-osteopenic diabetic animals promoted: 1) decrease in
glycemia; 2) increase in GLUT4 expression; 3) augmentation in body weight; 4)
increase in BMD; 5) improvement in biomechanical properties.

Keywords: Bone Density. Diabetes mellitus, Metabolic bone disease. Exercise.
Bone fracture. Insulin sensitivity. GLUT4.
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resistido, dos grupos controle: controle sedentario (CS);
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Tabela 1

LISTA DE TABELAS

Peso corporal dos animais durante o periodo experimental.
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LISTA DE ABREVIATURAS

AGE’s — produtos finais de glicagdo avangada
AMPK - proteina quinase ativada por AMP

CMO — conteudo mineral 6sseo
CN — grupo controle

CS — grupo controle sedentario

COS - grupo controle osteopénico sedentario
CE — grupo controle exercitado

COE - grupo controle osteopénico exercitado
cm? - centimetro quadrado

DM - diabetes mellitus
DM1- diabetes mellitus tipo 1
DM2- diabetes mellitus tipo 2

DS - grupo diabético sedentario
DOS - grupo diabético osteopénico sedentario
DE - grupo diabético exercitado
DOE - grupo diabético osteopénico exercitado

DMO - densidade mineral 6ssea
DXA - dual Energy X-Ray Absorptiometry
EDTA - acido etilenodiamino tetra-acético

EPM - erro padrao da média

Fmax - forca maxima

g - grama

g/cm? - grama por centimetro quadrado
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GLUT4 - proteina transportadora de glicose-4

GH - horménio do crescimento
HDL - lipoproteina de alta densidade
IGF-1 - fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1

i.m - intramuscular
IMC - indice de massa corporal
i.p — intraperitonial

IR - resisténcia insulinica

IRS-1/IRS-2 — substrato do receptor de insulina-1 e 2
ITT - Teste endovenoso de tolerancia a insulina

mJ - miliJaule

Kg — quilogramas

kDa - kiloDalton
Kitt - velocidade de decaimento da glicose

L - litro

m - metro

mg - miligrama

mg/dL - miligrama por decilitro
mg/kg - miligramas por quilo
mL - mililitro

mM - milimolar

Mm - micrometro

M - molar

Mmol - milimol

MSC - células tronco mesenquimais da medula éssea
N - Newton

N/m - Newton por metro



OC - osteocalcina

OMS - organizag&o mundial de saude

PI3K - fosfatidilinositol-3 quinase
PKB ou Akt - proteina quinase-B
RI - receptor insulinico

RIE — radioimunoensaio

rom — rotagdes por minuto

STZ - estreptozotocina

TR — treinamento resistido

ML — microlitro
pIU/mL — microunidades internacionais por mililitro

MM — micrémetro

VS — versus
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1 INTRODUGAO

A idade pediatrica € um periodo critico para a aquisicado do conteudo
mineral esquelético, pois durante a infancia e a adolescéncia adquire-se 80%
da massa o0ssea (DEL RIO et al., 1994; GLASTRE et al., 1990). O aumento
progressivo da massa o0ssea durante esta faixa etaria decorre de um estado de
anabolismo 0sseo, resultado de um padrdo metabdlico 6sseo e mineral
caracteristico desta idade. Entretanto, certas doencgas, especialmente doengas
cronicas, podem alterar este padréo provocando redugdo da massa o0ssea na
faixa etaria pediatrica. Varias doengas crbnicas tém sido relacionadas a esta
situagdo, como, por exemplo, o diabetes melittus (DM) (AUDI, et al., 2002; VAN
DER SLUIS; DE MUINCK KEIZER-SCHRAMA, 2001). A redugdo da massa
Ossea foi descrita tanto em portadores de diabetes melittus tipo 1 (DM1),
quanto em portadores de diabetes melittus tipo 2 (DM2) (GUNCZLER et al.,
1998; TUOMINEN et al., 1999).

O DM ¢é uma doengca metabdlica crénica, caracterizada por
hiperglicemia, disturbios no metabolismo dos carboidratos, gorduras e
proteinas decorrentes de defeitos na secrecdo e/ou acao da insulina. A acao
deficiente da insulina resulta de secrecdo inadequada e/ou respostas dos
tecidos a este hormdnio que pode estar diminuida em um ou mais pontos nas
vias complexas da acgdo insulinica. A hiperglicemia cronica do diabetes esta
associada a danos em longo prazo, como disfungcdo e faléncia de varios
orgaos, especialmente olhos, rins, nervos, coracdo e vasos sanguineos

(AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2013). Com a progresséo da doenca,
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o individuo desenvolve complicagdes sistémicas, como, por exemplo, alteracao
no metabolismo de proteinas, baixas concentragcdes plasmaticas de colesterol
HDL, altas concentragbes de triglicérides, doengas cardiovasculares
(BORGGREVE et al., 2003), microangiopatia (GUERCI et al., 2001a), disfungéo
endotelial (GUERCI et al., 2001b; HUANG et al., 2012), retinopatia, neuropatia,
nefropatia (JENSEN; DECKERT, 1992), aumento do tempo de cicatrizagao de
feridas (PEPPA; RAPTIS, 2011) e risco de infecgéo (LOE, 1993; PATTERSON;
ANDRIOLE, 1997). Ja os mecanismos fisiopatoldgicos relacionados a perda
o6ssea no DM incluem a reducado da atividade osteoblastica, alteracdo do
metabolismo foésforo/calcio, diminuicdo da sintese colagena ou producao
reduzida de IGF-| e insulina (GLAJCHEN et al., 1988; MCNAIr et al., 1979).
Existe uma ascendente prevaléncia do DM e isso o torna um importante
problema na saude publica em varios paises do mundo, levando ao
comprometimento tanto da produtividade, quanto da qualidade de vida e
sobrevida dos portadores da doenca (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
DIABETES, 2002). A projecao é que em 2030 a populagcdo mundial de
diabéticos seja de 552 milhdes e no Brasil alcancara 19 milhdes, ou seja, cerca
de 10% da populacédo adulta (WHITING et al., 2011). Este aumento do DM é
impulsionado fundamentalmente pela crescente ascendéncia do DM2 que
acontece tanto em paises desenvolvidos quanto em paises em
desenvolvimento (SMYTH; HERON, 2006). Desta maneira, o DM é
considerado um problema de saude publica prevalente, em crescimento e
oneroso do ponto de vista econdmico e social (GEORG et al., 2005), sendo

que, o adequado controle metabdlico e tratamento de suas complicacbes
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acarretam altos custos, refletindo em um grande problema médico-econdmico-
social (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2002).

Ha diferentes classes clinicas de diabetes, porém os dois principais tipos
sao classificados em: DM tipo1 (DM1) e DM tipo 2 (DM2). O tipo menos comum
€ o DM1, associado a absoluta deficiéncia de insulina pancreatica e representa
de 5 a 10% das pessoas com esta doenca. Individuos com risco aumentado de
desenvolver este tipo de diabetes geralmente podem ser identificados pela
evidéncia sorologica de um processo patoldégico autoimune ocorrendo nas
ilhotas pancreaticas e por marcadores genéticos. Ja o DM2, considerado o tipo
mais prevalente, representa cerca de 90 a 95% dos casos diagnosticados
como DM (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2013). O DM pode estar
relacionado a disturbios envolvendo a agao e a secregao da insulina, afetando
principalmente individuos obesos, uma vez que a obesidade confere
resisténcia a acéo periférica da insulina (GROSS et al., 2002). A hiperglicemia
no DM2 geralmente se desenvolve gradualmente, ndo sendo suficiente nos
estagios iniciais para provocar o aparecimento dos sintomas classicos. A causa
desse desenvolvimento gradual € a evolugdo da doenga que se inicia com leve
resisténcia a acado da insulina, podendo culminar com a deficiéncia na
produgao desse horménio (OLIVEIRA; MILECH, 2004).

Muitos modelos experimentais em animais tém contribuido para a
elucidagéao de sindromes diabéticas e fatores genéticos associados (SINZATO
et al., 2009). O DM experimental induzido por estreptozotocina (STZ), tem sido
amplamente utilizado para estudar a fisiopatologia do diabetes. Sabe-se que

em ratos diabéticos induzidos por injecdo de STZ no periodo neonatal, o
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desenvolvimento da hiperglicemia, da intolerancia a glicose e de leve
hipoinsulinemia € um processo insidioso, quase assintomatico no inicio e se
manifesta na idade adulta, caracteristicas que podem assemelhar-se ao curso
natural do diabetes em seres humanos (KODAMA et al., 1993; PORTHA et al.,
1989).

Provavelmente, a STZ induz diabetes pela geragcao de espécies reativas
de oxigénio (ROS), que leva a destruicdo das células B da ilhota pancreatica
em animais experimentais. Modelos de ratos com diabetes severa (glicemia de
jejum nivel superior a 200/360 mg/dL), que reproduzem o DM1 descontrolado
em humanos, estdo bem estabelecidos por meio da administracdo de altas
doses de STZ durante a vida adulta do animal. Ja o tipo de Diabetes moderado
(injegdo de STZ no periodo neonatal), na qual o modelo experimental
apresenta glicemia de jejum entre 120 a 360 mg/dL, caracteriza o estado
clinico do DM2. Alguns autores administram STZ em uma unica dose no dia de
nascimento ou 2 dias apods o nascimento ou apds cinco dias de vida ou em
duas doses no 2° e 9° dia de vida. Estes estudos mostram que, apos 8
semanas de vida, os animais apresentam piora na tolerancia a glicose e uma
diminuigédo de 50% no conteudo de insulina pancreatica com hipoinsulinemia
leve. Essa alteragdo na capacidade secretéria das células beta pode ser
decorrente de: 1) um reduzido conteudo de GLUT2 nestas células, limitando
assim a entrada da glicose e seu metabolismo; 2) da diminuigdo da afinidade
da glicoquinase pela glicose (SINZATO et al., 2009).

O modelo experimental de diabetes (injecao de STZ neonatal - no 5° dia)

adotado pelo presente estudo é baseado no estudo de Takada et al. (2007).
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Este modelo apresenta uma resisténcia a insulina sustentada e marcante na
vida adulta que esta fortemente relacionado com a perda de massa adiposa.

Beam e colaboradores (2002) relataram que individuos diabéticos
apresentam menor densidade mineral éssea (DMO), o que os tornam mais
propicios a fraturas, sendo que a perda de massa e o retardo na cicatrizagao
do tecido 6sseo (MOTYL; MCCABE, 2009) presentes em pacientes com DM é
denominado como “doenga O6ssea do diabético” ou “osteopatia diabética”
(RETZEPI; DONOS, 2010).

O osso é um tecido conjuntivo rigido e flexivel, onde a matriz extracelular
€ impregnada por sais de calcio e fosfato amorfos, por um processo chamado
de mineralizacdo. Ele € altamente vascularizado, metabolicamente ativo e
recoberto por células osteogénicas (KIERSZENBAUM, 2008). Os osteoclastos,
osteoblastos e ostedcitos sdo células dsseas responsaveis pela funcdo de
regulacédo da distribuicdo e do conteudo do componente inorganico, por meio
da manuteng¢ao dos niveis circulantes de calcio (homeostase mineral) e pela
continua reabsorcao e formacao (modelacdo e remodelagao) da matriz éssea,
fazendo com que o sistema esquelético responda as forgcas mecanicas,
geradas pela sustentacado de pesos e atividade fisica (homeostase esquelética)
(AIRES, 2008).

Portanto, a DMO trata-se do equilibrio dos processos de formacéao e
reabsorcédo, denominada de remodelagao 6ssea. A formacao esta diretamente
ligada a reconstrucdo e ao fortalecimento do tecido &sseo, enquanto a
reabsorgao se responsabiliza pela deterioragao desse mesmo tecido (CADORE

et al., 2005). Tanto o CMO quanto a DMO sao determinados principalmente por



26

fatores genéticos; cerca de 70% da variagdo na densidade Ossea sao
determinadas pela hereditariedade, mas os outros 30% restantes dependem do
estilo de vida em que a atividade fisica e, ou, a nutricdo podem induzir
respostas fisiolégicas que permitam niveis mais elevados de obtencédo de
massa ossea (VICENTE-RODRIGUEZ et al., 2008).

Com o avango significativo do conhecimento sobre a fisiologia do
metabolismo 6sseo nas ultimas trés décadas (COOPER; WOOLF, 2006;
FERRON et al., 2010 ), o tecido ésseo passou a ser observado como um o6rgao
enddcrino responsavel por diversas circunstancias metabdlicas diretamente
relacionadas com o balango energético, por meio da interacdo de diferentes
sinais (MOHAMED-ALI et al., 1998) sujeito a regulacao, tanto periférica como
central (FUKUMOTO; MARTIN, 2009).

A regulacdo do metabolismo ésseo por meio da insulina sugere que o
0sso pode ser regulado pela homeostase energética. Ao mesmo tempo, a
regulacdo do metabolismo energético por meio da osteocalcina, proteina
secretada pelas células osteoblasticas, sugere que a homeostase energética
pode ser regulada pela dindmica do metabolismo 6sseo (KARSENTY; OURY,
2010; NG, 2011).

Ha um consenso geral de que a deficiéncia na produgado de insulina
observado no DM coincide com a osteopenia tanto em homens como em
animais experimentais (MISHIMA et al.,, 2002). A insulina é um agente
anabdlico que promove a proliferacdo de osteoblasto, sintese de colageno e a
producao de fosfatase alcalina (DUARTE et al., 2005). Ademais, este horménio

€ capaz de induzir respostas anabdlicas no figado, tecido muscular e tecido



27

adiposo, sendo importante para a homeostase de lipideos, proteinas e
carboidratos. A insulina também regula varios processos fisiologicos em
diferentes tipos celulares como o fluxo de ions, captacdo de aminoacidos,
expressao génica, proliferacao celular, apoptose, rearranjo do citoesqueleto e
regulacdo de enzimas celulares (MAASSEN; OUWENS, 1997; MYERS;
WHITE, 1996).

O DM provoca inumeras consequéncias deletérias para a saude
esquelética, como menor crescimento da estatura durante a puberdade, menor
DMO na idade adulta, aumento no risco de fratura e osteoporose, ma
cicatrizacdo 6ssea e embriopatia esquelética (INZERILLO; EPSTEIN, 2004).

Varios fatores contribuem para o desenvolvimento da osteopenia, que
pode progredir para a osteoporose entre a populagao diabética (THRAILKILL et
al., 2005). Entre eles estdo a insuficiente mineralizagdo 6ssea durante os
periodos criticos de acumulo de massa d0ssea; 0 aumento da excregao de
calcio na urina, juntamente com menor absorgédo de calcio intestinal, levando a
uma deficiéncia crénica do mesmo; o efeito da hiperglicemia crénica sobre a
funcdo dos osteoblastos; a insulinopenia, por desregulacdo do eixo GH-IGF
(THRAILKILL et al., 2005). Além disso, os individuos com DM sofrem mais com
fraturas 6sseas (SCHWARTZ, 2003), devido a redugédo da forca dos ossos
causada pelo aumento na concentracdo dos produtos finais de glicagao
avangada (AGEs) no colageno, por causa da hiperglicemia cronica (PAUL;
BAILEY, 1996).

O metabolismo da glicose inicia-se com sua entrada nas células,

necessitando de mecanismos facilitadores para seu transporte através da
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membrana. A insulina aumenta a captagcdo de glicose ao estimular o
recrutamento dos seus transportadores para a membrana plasmatica. Um dos
transportadores identificados nesse processo € o transportador de glicose
GLUT4, presente nos musculos esqueléticos e tecido adiposo (MACHADO et
al., 2002). Adicionalmente, estudos tém relatado aumento do GLUT4 em varios
tipos de exercicios (KAWANAKA et al., 1997).

O GLUTH4 ¢ a isoforma sujeita a acao da insulina, sofrendo translocagao
do intracelular (fragcdo microssomal) para a membrana plasmatica (fragdo
membrana plasmatica) quando ha estimulacao insulinica. Este € o principal
mecanismo pelo qual a insulina agudamente estimula a captagcao de glicose
pelas células sensiveis a insulina. O GLUT4 é encontrado principalmente em
adipdcitos e células musculares esquelética e cardiaca (FUKUMOTO et al.,
1989), possuindo um Km ao redor de 5 mM para a glicose. Marcus et al. (1994)
verificaram que o GLUT4 se encontra distribuido também em células
glomerulares renais e células musculares lisas da arteriola aferente do
glomérulo renal de ratos. Em condi¢gbes basais, a maior concentracdo de
GLUT4 encontra-se dentro das células (aproximadamente 80%), em pequenos
elementos tubulo-vesiculares, associados ao reticulo trans-Golgi. A insulina
causa uma rapida e pronunciada redistribuicdo de GLUT4, resultando em um
aumento de 30 a 40 vezes nas quantidades presentes na superficie da
membrana plasmatica das células desses tecidos, possibilitando acentuados
aumentos na capacidade de tecidos sensiveis a insulina captarem glicose

(SLOT et al., 1991).
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A literatura tem apontado, nas ultimas décadas, a associagao entre a
pratica de exercicio fisico e longevidade com melhores condigcbes de saude
(LEE; PAFFENBARGER, 2000; PAFFENBARGER JUNIOR et al., 2001). A
atividade fisica regular trabalha grande quantidade de grupos musculares,
trazendo varias adaptagcbes ao organismo, capazes de diminuir as taxas de
morbidade e mortalidade e melhorar a saude dos praticantes. Ha evidéncias de
que esses efeitos do exercicio fisico se estendem também a pacientes com DM
(JACOBS-VAN DER BRUGGEN et al, 2007; MYERS et al., 2003;
THOMPSON, 2003, 2005). Além disso, sabe-se que habitos saudaveis de vida,
plano alimentar adequado, atividade fisica e, se necessario, utilizacdo de
medicamentos, podem constituir tratamentos efetivos para o controle do DM
(AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2004).

O exercicio fisico tem papel fundamental, ndo s6 na melhoria da
qualidade de vida, como também nos beneficios que pode causar em longo
prazo. Por exemplo, os efeitos benéficos sobre o controle do peso corporal,
fortalecimento muscular e 6sseo e quando praticado constantemente promove
aumento na captacdo e metabolizagdo da glicose pelo musculo, independente
do aumento da insulina e isso & também associado ao aumento da sintese de
GLUT4 (RICHTER et al.,, 2001). Sendo assim, o exercicio fisico apresenta
resultados positivos na melhoria da qualidade dssea em pacientes com
diabetes, assim como, na consolidacao das fraturas (REDDY et al., 2001).

Durante o exercicio fisico, a contracdo muscular aumenta a translocagao
de GLUT4, independentemente da presenca de insulina. Schimmack et al.

(2006) demonstraram que este aumento de GLUT4 na membrana plasmatica
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durante o exercicio é decorrente da ativagdo da proteina quinase ativada por
AMP (AMPK). E esta ativagao promove a captacéo de glicose e a oxidagao de
acidos graxos. Ademais, Musi e Goodyear (2003) observaram que a ativacao
da AMPK associada ao aumento da captagcao de glicose é influenciada por
fatores como conteudo de glicose, tipo de fibra muscular e treinamento fisico.
Entretanto, o mecanismo de transporte de glicose por meio da via de
sinalizagdo da AMPK n&o parece ser 0 Unico mecanismo responsavel por esse
processo metabdlico. De maneira semelhante, existem inumeras outras
moléculas envolvidas nesse mecanismo de sinalizacdo durante o exercicio. O
aumento na concentracdo do ion calcio no interior da célula, a atividade do
oxido nitrico sintase (NOS), o aumento na concentracdo de bradicinina ou até
mesmo a hipdxia podem estimular a captag¢ao de glicose por meio do aumento
da translocacdo do GLUT4 para a membrana durante a contragcdo muscular
(PAULI et al., 2009).

Evidéncias cientificas mostram que o exercicio fisico pode, além dos
efeitos positivos sobre a via de sinalizacdo dependente de insulina (receptor de
insulina (IR), substratos do receptor de insulina-1 e 2 -IRS-1/IRS-2-,
fosfatidilinositol-3 quinase -PI3K- e proteina quinase-B -PKB ou Akt-) e/ou
independente de insulina (via AMPK e/ou outras biomoléculas), também
beneficiar o individuo obeso com resisténcia a insulina por diminuir a expressao
elou atividade de proteinas inflamatdrias de efeito negativo a agéo da insulina
(PAULI et al., 2009).

Homens de meia idade que participam de competicbes esportivas

apresentam uma melhoria na toleréncia a glicose e diminuicdo dos niveis
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plasmaticos de insulina em relagdo aos homens de idade e peso semelhantes,
mas que nao praticam de atividade fisica. Estes dados sugerem que a pratica
regular de exercicio fisico pode aumentar a sensibilidade insulinica em todo o
corpo e, provavelmente, no musculo. Posteriormente, isso foi confirmado em
estudos com ratos (TOMAS et al., 2002).

O treinamento fisico realizado regularmente proporciona maior captagao
e metabolizagao da glicose pelo musculo, independentemente da ocorréncia de
aumento da insulina, sendo associado também ao aumento da sintese de
GLUT4 (RICHTER et al., 2001). A literatura mostra que ocorre 66% de
aumento no conteudo de GLUT4 em individuos treinados comparados com
individuos sedentarios (YONEMITSU et al., 2001).

O exercicio com peso ou TR é caracterizado por ter menor tempo de
duracao e intensidade mais elevada e, devido a isto, ocorre um aumento do
recrutamento da via ATP—-CP e da via glicolitica (ROMAN et al., 2002). Este
tipo de protocolo de atividade fisica € caracterizado por ativar mais a via
glicolitica, sendo que apos algumas semanas, o exercicio resistido ou com
pesos, faz com que o individuo tenha uma hipertrofia, ou seja, um aumento da
seccgao transversa do musculo que, por sua vez, levara a um aumento da area
de captagéo de glicose, da taxa metabdlica de repouso (aumentando a beta
oxidagao de acidos graxos livres -AGL- durante o repouso) e do consumo de
energia apos o exercicio (EPOC) (MEIRELLES; GOMES, 2004).

O TR também desempenha importante influéncia anabdlica sobre os

ossos devido as forgas mecanicas impostas (SOUZA; LUCIANO, 2005),
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também exerce efeitos osteogénios sobre o sistema esquelético (CADORE et
al., 2005 ; WARNER et al., 2006).

Por sua vez, o tecido 6sseo tem caracteristicas piezoelétrica que permite
ao osso receber deformagdes mecéanicas e transforma-las em potenciais
elétricos, estimulando a movimentacao das células formadoras de osso. Essas
forcas de tensao, compresséao, cisalhamento e deformagdo mecanica repetida
pelas contragcbes musculares resultam em um aumento das correntes elétricas
pulsateis no osso, devido aos fendbmenos piezoelétrico e de fluxo (SOUZA;
LUCIANO, 2005).

Reddy et al. (2001), no intuito de examinar as consequéncias
biomecanicas do diabetes, estudaram a integridade estrutural do fémur e da
tibia em ratos com diabetes induzido por STZ, sendo que os resultados deste
estudo garantiu que o DM esta associado com a deterioragdo mecanica do
0SS0, resultando em ossos com integridade biomecéanica menor.

Pesquisas nas quais os animais sdo mantidos em suspensao ou
hipocinesia tém sido executadas para simular as condigdes que acontecem em
VOOS espaciais, em pessoas acamadas e imobilizadas. Embora o método
produza condicbes diferentes (os animais podem realizar contragdes
dindmicas, porém com carga minima), as alteracbes podem ser observadas
nos musculos e nos 0ssos de acordo com o tempo de exposicado a essas
situacdes (FITTS et al., 1986; MATSUMOTO et al., 1998).

Contudo, a exposi¢do a ambientes de microgravidade afeta diretamente
o sistema musculo-esquelético, alterando seu metabolismo. Esse ambiente

gera uma baixa tensao sobre 0s 0sso0s e por consequéncia, menor massa
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Ossea sera necessaria para manter a integridade estrutural do esqueleto
(JOHNSON, 1998). Portanto, uma vez que 0s 0ssos sdo sensiveis a tensdes
mecanicas, a estrutura o6ssea pode ser modificada com alteragdes de
gravidade ou auséncia de contato com o solo (COWIN, 1998).

Sabe-se que a pratica regular de exercicio fisico, por exemplo, possui
grande importancia na manutencdo da estrutura Ossea, bem como na
prevencao de fraturas (MARTINI, 1998).

Estudos epidemioldgicos tém proporcionado evidéncias de que a
regularidade de atividade fisica esta associada com a incidéncia de DM2,
mostrando que um programa de exercicio regular pode reduzir o risco de
desenvolvimento deste tipo de diabetes (BORGHOUTS et al., 2000).

Trabalhos de intervengcdo e epidemiolégico tém demonstrado que
mudancas no estilo de vida, adotando-se novos habitos alimentares e pratica
regular de atividade fisica, diminuem a incidéncia de diabetes do tipo 2 em
individuos com intolerancia a glicose. Geralmente tem sido recomendada a
realizagcao de exercicios aerobios para individuos com diabetes do tipo 2. No
entanto, recentes estudos tém demonstrado que o exercicio resistido também &
benéfico no controle glicdmico de diabéticos do tipo 2 (CIOLAC; GUIMARAES,
2004).

O exercicio fisico que desencadeia contracbes musculares contra
alguma forma de resisténcia externa, geralmente pesos, recebe as
denominacbes de: treinamento com pesos, de forga, contra resisténcia e
resistido. O TR, quando praticado com regularidade, pode aumentar a forga

muscular com positivas repercussdes na protecao contra as quedas, além do
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eficiente estimulo para o aumento da massa 6ssea, influenciando fatores de
risco relacionados com osteoporose (JOVINE et al., 2006). Salientamos que os
TRs sao utilizados principalmente para aumentar a forga muscular e este
incremento de forga esta associado a maior densidade mineral (RYAN et al.,
2004).

A remodelagao 6ssea é determinada pela solicitacdo a que os 0ssos sao
impostos (MARTIN, 2007). A pratica da atividade fisica regular € uma
importante estratégia ndo farmacologica para prevengao da osteoporose,
manutengao e incremento da massa 6ssea (DELANEY, 2006).

O exercicio fisico também ¢é importante para o controle e tratamento do
DM, uma vez que o treinamento fisico aumenta a capacidade do musculo em
captar e oxidar acidos graxos livres durante a atividade muscular, bem como
aumenta a atividade da enzima lipase lipoproteica, que caracteriza um
aumento de sensibilidade a insulina (RICHTER et al., 2001).

A duracdo do programa de exercicio € uma variavel que deve ser
sempre considerada para o entendimento do processo de adaptagao do tecido
0sseo. Varios autores tém realizado estudos de exercitagcdo em periodos que
variam de 3 a 20 semanas, tais como: 6 semanas (HOSHI et al., 1998), 8
semanas (HUANG et al.,, 2003), 12 semanas (HORNBERGER JUNIOR;
FARRAR, 2004) entre outros.

Varios estudos demonstram a importancia do exercicio fisico, relatando
seus efeitos na melhora da forga muscular e flexibilidade (POIRIER;

DESPRES, 2001) e mudanca na microarquitetura éssea (PRIOR et al., 1996).
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Muitos trabalhos da literatura que estudam o tecido 6sseo em animais
diabéticos utilizam modelos experimentais que mais se aproximam do DM1
(BEDI, et al., 2010; ERDAL et al., 2011).

Conforme descrito anteriormente, ha disponiveis na literatura diversos
artigos cientificos que relatam uma associacdo entre diabetes e osteopenia,
nos quais se observa que o DM leva diminuicdo da DMO. No entanto, ainda
nao ha estudos utilizando modelos experimentais de diabetes neonatal (que
tem como caracteristica a presenca de DM2 na vida adulta do rato) e de
osteopenia (induzida via suspensado pela cauda, ocasionando auséncia de
carga nos membros posteriores, que simula situagdes de pacientes acamados
ou imobilizados), e que foram submetidos ao TR no intuito de promover uma
melhoria na qualidade do tecido 6sseo e aumento do conteudo da proteina
transportadora de glicose GLUT4. O presente projeto propde-se a realizar os

estudos acima com base em experimentos especificos.
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2 OBJETIVO

O presente estudo tem como objetivo avaliar o efeito do treinamento
resistido (TR) sobre a DMO, as propriedades biomecanicas do osso, glicemia,
calcemia, fosfatemia, a sensibilidade a insulina e o conteudo do transportador
de glicose GLUT4 em musculo esquelético gastrocnémio a insulina em ratos

osteopénicos com diabetes tipo 2.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar (64 animais) com 5 dias de vida, apés
nascimento, provenientes do Biotério da Faculdade de Odontologia da
Universidade Estadual Paulista - UNESP/Campus de Aragatuba - SP. Todos os
procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica de Experimentagdo
Animal (Protocolo numero 0470-11).

Os animais foram mantidos no biotério do Departamento de Ciéncias
Basicas, em temperatura de 23+2°C, seguindo o ciclo de claro/escuro de 12/12
horas, com disponibilidade plena de agua e racao.

A massa corporal dos animais foi verificada semanalmente, sendo a
primeira determinacdo realizada no inicio do experimento, quando foram
estabelecidos de forma aleatdria os grupos e a ultima medicdo, na data do
sacrificio dos animais.

Os animais foram distribuidos em dois grandes grupos: 1) controle (CN),
no qual se injetou o veiculo (tampéo citrato - 10 mmol/L, pH 4.5 — via i.p.) no
quinto dia de vida; 2) diabéticos (DM), que recebeu injegao de streptozotocina
(150mg/kg de p.c, via i.p) no quinto dia de vida. Apds 55 dias, foi mensurada a
glicose de cada animal utilizando-se o monitor (Accu-Chek Advantage, Roche
Diagnostics, Indianapolis, IN) para verificar se os animais do grupo DM
estavam diabéticos. Deste grupo, apenas os ratos com glicemia acima de
200mg/dL foram utilizados no experimento. Logo em seguida, todos os animais

foram anestesiados com cloridrato de quetamina (80 mg/kg de peso corporal,
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i.m) e xilazina (10 mg/kg de peso corporal, i.m) para realizar a primeira analise
densitométrica (AD) (pré-suspensdo) da tibia direita por emissbes de
absorciometria de raios-X, do aparelho DXA (Lunar DPX Alpha, WI, USA). Em
seguida, esses grupos foram subdivididos em quatro grupos: 1) CN; 2) controle
osteopénicos (CO); 3) DM; 4) diabéticos osteopénicos (DO). Os animais dos
grupos CO e DO foram suspensos pela cauda por um periodo de 21 dias para
promover osteopenia nos membros posteriores. Apds este periodo, a segunda
AD (p6s-suspensao) foi realizada. Apds esta analise, estes grupos
osteopénicos foram retirados da suspensao e ficaram livres em suas gaiolas.
Esperaram-se duas semanas para iniciar o treinamento resistido com a
finalidade de recuperar a marcha dos animais que ficaram em hipocinesia.
Entdo, os ratos foram subdivididos novamente em 8 grupos: 1) Controle
sedentario (CS), 2) CO sedentario (COS), 3) Controle exercitado (CE), 4) CO
exercitado (COE); 5) diabético sedentario (DS), 6) DO sedentario (DOS), 7)
Diabético exercitado (DE), 8) DO exercitado (DOE). A Figura 1 mostra o

esquema da divisdo dos grupos experimentais do presente estudo.
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FIGURA 1 - Esquema da divisdo dos grupos durante o periodo
experimental.
3.2 SISTEMA DE SUSPENSAO
O sistema de suspensdo utilizado foi o elaborado por KASPER et al.,
(1993), constituido por uma gaiola comum, Unica, onde foi instalado o sistema
de fixagao e suspensao do animal. A estrutura da gaiola permitiu aos animais
livre movimentagdo com os membros dianteiros, e os membros pélvicos
suspensos sem apoio no piso da gaiola ou nas paredes laterais, mantendo o
animal, visualmente inclinado aproximadamente 30 graus em relacdo ao
assoalho.
O sistema de fixagao foi composto por:
- uma presilha que serviu de encaixe da alga que faz parte do sistema de

acoplamento do animal,;
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- haste rosqueada de aco retilinea com 40 cm de comprimento e 4,5mm
de diametro;

- arruelas presas por duas porcas proximas a presilha que delimitou o
espaco de movimentagao do animal no interior da gaiola, sendo que o limite de
curso para movimentacéo era de 5 cm;

- porcas sextavadas;

- porcas borboleta e arruelas para fixagao da haste na grade da gaiola.

Esta haste foi colocada transversalmente na regiao superior da gaiola, a
alca da cauda do animal foi presa na presilha do sistema de suspensao e, logo
apos, regulada a altura do animal para que seus membros pélvicos ficassem
totalmente suspensos. Apos esta verificagado, a haste foi entdo fixada na grade
pelas porcas borboletas.

No assoalho da gaiola foram colocadas racdo e maravalha esterilizada.
A higienizacao foi realizada todos os dias, com a substituicdo da maravalha. Os
animais tiveram livre acesso a agua e a ragao balanceada, podendo se

movimentar.

3.2.1 TECNICA DE SUSPENSAO

O processo de instalagao da suspensao foi o mesmo utilizado por Silva e
Volpon (2004). Inicialmente, os animais foram anestesiados com injegao via
intramuscular de quetamina (10%, 80mg/ kg de peso corpdreo, intraperitoneal)
e xilazina (2%, 10 mg/ kg de peso corpéreo, intraperitoneal). A cauda do animal
foi lavada com agua e sabonete liquido antisséptico e, apds estar seca, foi

aplicada tintura de Benjoim em toda a pele. Em seguida, a cauda foi envolvida
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por uma espuma adesiva desde sua origem até os dois tergos proximais, com o
objetivo de proteger a pele e evitar lesbes cutaneas.

Sobre a espuma adesiva foi aplicada uma tira elastica adesiva que foi
tensionada homogeneamente de modo a envolver toda a espuma. Sobre o
envoltério da tira elastica foi colocada uma fita elastica estreita, fixada por
enfaixamentos da tira elastica adesiva e enfaixamentos adicionais de
esparadrapo e barbante, de modo a formar uma alga que serviu para conectar
o animal ao sistema de suspensdao. Em seguida, com o animal ainda
anestesiado, a extremidade distal da sua cauda que nao estava enfaixada foi
amputada com auxilio de uma cisalha, com objetivo de evitar necrose no local

durante o periodo de 21 dias em que 0s animais permaneceriam sSuspensos.

%

Figura 2 - Modelo de suspenséo
pela cauda.
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3.3 PROGRAMA ORIENTADO DE TREINAMENTO RESISTIDO

Os animais realizaram o treinamento proposto por meio de uma escada,
com as seguintes dimensdes: (1.1 3 x 0.18 m, 2 cm grade), com 80° de
inclinagao; no topo da escada havia um local (casa), com didametro de 20 x 20 x
20 cm, onde ocorria o descanso durante as subidas (HORNBERGER JUNIOR;
FARRAR, 2004). Apdés os 21 dias de suspensao, os animais dos grupos
Diabéticos Osteopénicos Exercitados (DOE) e Controle Osteopénicos
Exercitados (COE) foram colocados na gaiola e deixados com movimentagao
livre para que os mesmos recuperassem os movimentos normais da marcha.
Apos 2 semanas, quando esses animais voltaram a normalidade da
movimentagao, comegou-se a pratica orientada de TR.

Os animais dos grupos Diabéticos Osteopénicos Exercitados (DOE),
Diabéticos Exercitados (DE), Controle Osteopénicos Exercitados (COE) e
Controle Exercitados (CE) realizaram um periodo de adaptagao ao TR, quando
os mesmos fizeram, durante a primeira semana de treinamento, 8 repeticoes
(subidas), com 30 segundos de descanso entre as séries, 3 vezes por semana,
sem acréscimo de carga. Na segunda semana os animais fizeram 12
repeticoes, com 30 segundos de descanso entre as mesmas, 3 vezes por
semana. Apds 2 semanas de treinamento foi realizado o teste de uma
repeticdo maxima (1-RM), com o intuito de quantificar a forca maxima de cada
animal e a partir do teste, estipulou-se a porcentagem de trabalho para os
grupos.

Ao término do periodo de adaptacao e do teste de 1-RM, os grupos CE,

COE, DE e DOE foram submetidos ao programa orientado de TR em modo de
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circuito, 3 dias por semana, divididos em 5 séries de 8 repetigcdes. Na primeira
semana n&o houve acréscimo de carga, na segunda semana ocorreu um
acréscimo de sobrecarga aparato acoplado a cauda (esferas de aco) referente
a 60% do valor obtido através do teste de 1-RM. A partir da terceira semana,
houve um acréscimo sucessivo de 5% de sobrecarga semanalmente, em

relagao ao valor obtido por meio do teste de 1-RM, durante 12 semanas.

3.4 COLETAS DAS AMOSTRAS

Apo6s 12 semanas de tratamento, os animais, em jejum de 12 horas,
foram anestesiados com tiopental sdédico (Thiopentax® - Cristalia Produtos
Quimicos Farmacéuticos Ltda, Itapira, Brasil, 3%, 5mg/ 100g p.c., i.p.) e, sob
anestesia, foi realizada a laparotomia mediana, coletando-se o sangue pela
veia cava inferior, e as amostras de sangue foram transferidas para tubos de
plastico heparinizados (4000 rpm, 4°C, 15 minutos). O plasma obtido foi
armazenado a -20°C até o dia da avaliagao das concentragdes plasmaticas de
glicose, insulinemia, calcio e fésforo. Destes animais também foi realizada a
remogao do musculo esquelético gastrocnémio para quantificacido de GLUT4 e
das tibias direitas e esquerdas para analises 0sseas. Em seguida, os animais

foram eutanasiados por dose excessiva anestésica.

3.5 ANALISES DAS ESTRUTURAS OSSEAS
3.5. 1 DENSITOMETRIA OSSEA
A densitometria 6ssea foi realizada em trés fases ao longo do

experimento: primeira analise densitométrica (pré-suspensdo), antes da
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aplicagao da técnica de suspensao pela cauda; segunda analise densitométrica
pos-suspensdo, ou seja, ao final do periodo de suspensao pela cauda, e
terceira e ultima anadlise densitométrica (pds-TR), ao final das 12 semanas de
TR.

A CMO(g), a area total (cm?) e a DMO (g/cm2) foram medidas em todas
as tibias direitas dos animais, utilizando-se densitdbmetro modelo DPX-ALPHA,
com software especial para pequenos animais, pertencente ao Departamento

de Apoio, Producéo e Saude Animal — FOA/UNESP.

AR DPX (Ipha

A

Figura 3 - Densitbmetro DPX-ALPHA utilizado
para mensuragdao da DMO da tibia dos ratos.

Anal ise Manualx
Calibragiio DEXA
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Figura 4 - Foto ilustrativa da imagem da tela do
computador evidenciando o programa operacional
para a analise de dados de area, CMO e DMO.
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3.5.2 ENSAIO BIOMECANICO - FLEXAO EM TRES PONTOS

Apos analise densitométrica, todos as tibias direitas foram submetidas a
ensaios mecanicos em maquina universal de ensaio EMIC®, modelo DL 3000*,
do Departamento de Materiais Dentarios da Faculdade de Odontologia da
Unesp, Aragatuba, SP, com carga aplicada a uma velocidade de 5mm/min. O
registro de forga e deslocamento foi realizado pelo sistema computacional
pertencente a maquina. Sendo assim, foi possivel controlar todos os
parametros dos ensaios e obter o valor da forca referente a cada
deslocamento. A aquisicdo destes pontos foi realizada em intervalos néao
padronizados de tempos definidos pelo programa, e permitiu definir a forga

necessaria para ruptura da amostra.

Foram utilizados ensaios de flexdo simples em trés pontos que
permitiram testar o corpo de prova. O ensaio consistiu em apoiar o corpo de
prova sob dois suportes distanciados entre si a uma distancia L, sendo a carga
de dobramento ou flexdo aplicada no centro do corpo de prova (a uma
distancia L/2 de cada apoio, Figura 4). A distancia de vao de apoio foi de 20
mm e a célula de carga utilizada foi de 2000N. A cada incremento de carga
aplicada ao material, foi anotada a deflexdo correspondente, para depois ser
construido o grafico carga x deflexdo, a partir do qual pode-se obter: forga
maxima, rigidez e tenacidade, sendo - forca maxima: Fmax, o maior valor de
forca observada no ensaio mecanico; rigidez: definida pela deformacéo

observada no corpo, em resposta a forca aplicada. Quanto maior a rigidez,
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menor a deformacéo resultante da aplicagdo de uma tensdo. Foi obtida por

meio da inclinagcédo da curva forga versus deformacéo na fase elastica da curva.

Figura 5 - Ensaio mecanico de flexdo em trés
pontos, em tibia de rato, corpo de prova.

O programa de computador da maquina emitiu um arquivo de
extensdo.txt para cada ensaio. Este arquivo continha todos os pontos
adquiridos durante os ensaios [tempo (s) x deslocamento (mm) x forca (N)].
Com estes pontos e o programa de computador Excel® foi possivel construir os

graficos e calcular as propriedades mecanicas.

3.5.3 ANALISE HISTOLOGICA

Para a analise histologica, dois animais de cada grupo (CS, COS, CE,
COE, DS, DOS, DE e DOE) foram selecionados aleatoriamente. A tibia
esquerda dos ratos foi recolhida imediatamente apds o periodo de TR e, em

seguida, foram imersas em formaldeido a 4% durante 24 horas. A
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descalcificacao foi realizada em 10% de EDTA (pH 7,4) durante 2 meses.
Seccbes seriadas de parafina de 5 mm de espessura foram feitas sobre os

aspectos mésio-distais da tibia esquerda e coradas com hematoxilina e eosina.

3.6 OUTRAS ANALISES
3.6.1 GLICEMIA

A glicemia foi determinada pelo método da glicose-oxidase que € um
método enzimatico especifico para quantificacdo de glicose (Enzymatic
glucose, ANALISA Diagndstica, Belo Horizonte, Brasil), pelo qual ela é oxidada
enzimaticamente pela glicose oxidase, gerando acido glucénico e agua
oxigenada. A H202, em presenca de peroxidase, produz a ligagdo oxidativa do
fenol com a 4-aminoantipirina, dando origem a um composto réseo-
avermelhado (quinonimina) com maximo de absorcdo em 505nm de
comprimento de onda. Para a dosagem de glicemia foram utilizados 10 uL da
amostra de plasma ou de padrao (100 mg/dl) e 1,0 mL de reagente enzimatico.
Essa solugcao foi bem homogeneizada e colocada em banho-maria a 37°C
durante 15 minutos. As absorbancias do teste e do padrao foram determinadas
em 505 nm acertando o zero com o branco.
Calculos
Glicose (mg/dl)= (Absorbancia do teste + Absorbancia do padrao) x 100

Glicose (mmol/L) = mg/dl x 0,0556
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3.6.2 INSULINEMIA

A insulinemia foi quantificada pelo método radicimunolégico — RIE (Coat-
Count, Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, USA). Trata-se de uma
reacao de competicdo entre antigenos (insulina fria e insulina marcada) para
ligacdo a um anticorpo especifico. Essa reagdao obedece a lei da acdo de
massas. Portanto, quanto mais insulina fria estiver presente, havera maior
formagcdo do complexo insulina fria-anticorpo, acarretando queda na
quantidade de complexo insulina marcada-anticorpo.

Para a dosagem da insulinemia foram pipetados 200uL de amostras de
plasma ou dos padrées (0, 5, 15, 50, 100, 200 e 350 plU/mL) nos tubos do “kit”
que contém anticorpo frio de insulina. Adicionou-se 1,0 mL de insulina 125l a
todos os tubos. Esta solugao foi bem homogeneizada, e incubada por 18 horas
em temperatura ambiente para que ocorra a reagao de ligacdo competitiva de
insulina fria e da marcada pelo anticorpo. Terminada a incubacao, todo o
liquido foi descartado, restando no fundo do tubo o complexo horménio-
anticorpo, e deste, foi quantificada a emissdo de radiacdo gama da curva
padrdao e das amostras de plasma. As insulinemias de ratos foram aferidas

nesta curva padrao.

3.6.3 RESISTENCIA A INSULINA

A resisténcia a insulina foi avaliada por dois indices: a) HOMA-IR
(Homeostasis Model Assessment - Insulin Resistance / Modelo de Avaliagéo da
Homeostase - Resisténcia a Insulina), calculado a partir da férmula, como
segue: HOMA - IR = glicemia de jejum (mmol/L) X insulinemia de jejum
(ulU/mL)/22,5) (LIMA; MACHADO et al., 1998); b) velocidade de

desaparecimento de glicose (Kitt) calculada pela férmula Ln2/t/2. O t1/2 da
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glicose foi calculado a partir da inclinagdo da curva de regressdo mi nima
durante a fase linear de declinio da concentragao plasmatica de glicose, ou
seja, t /2= Ln2/coeficiente de x (BONORA et al., 2000).

3.6.4 CALCIO

As determinagbes de calcio foram realizadas pelo de método
espectrofotométrico (“kit” comercial - Labtest Diagnéstica S.A., Lagoa Santa,
MG, Brazil. ref. 90). O calcio reage com a purpura de ftaleina em meio alcalino,

formando complexo de cor violeta. A absorbancia foi determinada em 570 nm.

3.6.5 FOSFORO

As determinagdes de fésforo foram realizadas por meio do método
espectrofotométrico de Daly e Ertingshausen (1972), utilizando-se “kit”
comercial (Labtest Diagnéstica S.A., Lagoa Santa, MG, Brazil. ref.12). O
fésforo inorganico reage com o molibdato de aménio na presenga de acido
sulfurico, resultando na formagao de complexo fosfomolibdato n&o reduzido,

que foi determinado em 340 nm.

3.7 METODOLOGIA DE QUANTIFICAGAO DO GLUT4
A quantificagdo da proteina GLUT4 das amostras foi feita por meio da
técnica de “western blotting”.
3.7.1 PREPARAGCAO DAS AMOSTRAS PARA O “WESTERN BLOTTING”
Para “western blotting” foi feito o processo de fracionamento de
membranas celulares em membrana plasmatica (PM) e microssomal (M), para

tecido muscular esquelético gastrocnémio. Para isso, os tecidos musculares



50

foram homogeneizados em tampao TRIS HCI 10mM; EDTA 1mM, sacarose
250mM, pH 7.4, usando-se POLYTRON PT 3000 KINEMATICA® (BRINKMAN)
e centrifugados a 1700 rpm durante 10 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi
guardado e o precipitado ressuspenso no mesmo tampao (1/3 do volume
inicial) e submetido novamente a centrifugagcéo (1700 rpm) por 10 minutos a
4°C. Os dois sobrenadantes juntos foram submetidos a uma centrifugagao a
16000 rpm durante 60 minutos, a 4°C. O sedimento correspondendo a fragao
plasmatica (PM) foi ressuspenso em 500uL de tamp&o de homogeneizagao e
estocado a -20°C até a utilizagdo. O sobrenadante foi submetido a
ultracentrifugacdo (47000 rpm) durante 60 minutos, a 4°C. O sedimento
correspondente a fragcdo microssomal (M) foi ressuspenso em 300uL de
tampao de homogeneizagao e estocado a —20°C até a utilizagao.

A concentracado de proteina total das diferentes fracdes de membranas
celulares foi avaliada através do método de Lowry’s method (LOWRY et al.,
1951).

3.7.2 QUANTIFICAGAO DO CONTEUDO DE PROTEINA GLUT4

A deteccdo das quantidades de proteinas GLUT4 no musculo
gastrocnémio foi realizada utilizando-se eletroforese em gel de poliacrilamida,
com a utilizagdo de kit de quimioluminescéncia (ECL) para detecgdo das
bandas. Quantidades iguais de proteinas foram solubilizadas em tampao de
Laemmli, sujeitas a SDS-PAGE (10%) e entéo transferidas eletroforeticamente
para membrana de nitrocelulose Hybond-C Super (GE healthcare, AMERSHAM
Biosciences, UK). Apos bloqueio com leite desnatado em pé durante 1 hora, as

membranas foram incubadas com anticorpo anti-GLUT4 (Chemicon) (diluigao
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1: 3000 em PBS/BSA 8%), durante 3 horas a 37°C. Posteriormente foi feita
uma incubacdo com os anticorpos secundarios anti-IlgG, marcado com
peroxidase (HRP), diluido 1: 10000, em solugédo bloqueadora BSA 1% durante
1 hora. As membranas foram lavadas vigorosamente com tampao PBS + Triton
e colocadas em contato com 4ml da combinacdo da solugcdo A e solucdo B
(Solugao A: 8,856 mL de agua destilada, 100uL de Luminol 2,5 mM e 44yl de
Acido Cumarico 400mM e 1 mL de Tris 1M pH 8,5; Solucéo B: 8,9939 agua
destilada, 6,1uL de Peréxido de Hidrogénio e 1mL de Tris 1M pH 8,5) por 1
minuto e expostas a Hyperfim® (IGF — Corporation, New Jersey, USA) por
periodos de 1 hora a -70°C para detecgao das bandas resultantes. As imagens
obtidas apds revelagao foram analisadas por densitometria 6ptica, utilizando-se
um “software” (IMAGE MASTER ID-AMERSHAM Pharmacia Biotech,
Buckinghamshire, UK).

O anticorpo anti-GLUT4 utilizado consistiu em antisoro comercial de

coelho (Chemicon International, Temecula, Califérnia).

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Todos os valores foram apresentados como médiatEPM. A analise
estatistica foi feita pela analise de variancia (ANOVA) seguida do teste de
Tukey, e as diferencas entre os grupos foram consideradas significantes

quando p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 GLICEMIA

Aos 60 dias de vida, as glicemias dos capilares dos grupos controle (CN)
e diabetes mellitus (DM) foram aferidas. O grupo DM mostrou um aumento
(p<0,05) da glicose no sangue em comparagao com CN (Fig. 6A). A Figura 6B
mostra as glicemias dos grupos controle (CS, COS, CE e COE) e dos ratos
diabéticos (DS, DOS, DE, e DOE) apés TR. Esta figura mostra que as
glicemias de todos os grupos controle foram semelhantes (CS, COS, CE e
COE). Nao ha diferencas entre as glicemias dos ratos diabéticos exercitados
(DE e DOE). Entretanto, estes grupos exercitados apresentaram glicemia
reduzida (p<0,05) em relagdo aos grupos diabéticos sedentarios (DS e DOS),
que por sua vez, nao mostraram diferencas entre eles. Avaliando os grupos
controle e diabéticos, observa-se que ambos os grupos, DS e DOS,
apresentaram glicemias mais altas (p<0,05) em relacdo a todos os grupos
controle (CS, COS, CE e COE). O grupo DOE mostrou valores mais elevados
(p<0,05) em comparagao com os grupos controle (CE e COE exercitados). Por
outro lado, o grupo DE apresentou valores maiores (p<0,05) apenas em

relagéo ao grupo CE.

4.2 INSULINEMIA

A Figura 6C mostra os resultados da insulinemia apés TR. A indugéo
de osteopenia promoveu aumento dos valores de insulinemia (p<0,05) nos
grupos COS e COE em relagdo ao grupo CS. Nao houve diferengas entre os

grupos controle COS e COE, bem como entre os grupos CS e CE, e entre este
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ultimo grupo e COE. Por outro lado, o CE apresentou valores menores de
insulinemia em relagdo aos grupos COS. Todos os grupos diabéticos
apresentaram valores semelhantes. Os animais do grupo CS apresentaram
valores similares em comparagdo com os grupos diabéticos (DS, DOS e DOE),
exceto em relagdo ao grupo DE. Nao houve diferenca entre o grupo CE
somente em comparagdo com o grupo de diabético DOE. No entanto, foram
observadas diferencas significativas (p<0,05) entre todos os grupos diabéticos
(DS, DOS, DE, e DOE) em relagdo aos grupos controle COS e COE. A
insulinemia de grupo CE foi diferente em comparacgao aos grupos DS e DOS, e

do grupo DE.

4.3 HOMA-IR

O HOMA-IR (Figura 6D) foi calculado a partir dos valores de glicemia e
insulinemia para verificar a presenca de resisténcia a insulina (RI). Ao
comparar apenas 0s grupos controle, observou-se que o grupo COS
apresentou maior valor (p<0,05) deste indice em comparagdo com os outros
grupos controle (CS, CE e COE). Nao houve diferengas entre os grupos
diabéticos. Na analise dos resultados entre os animais dos grupos controle e
diabéticos, observou-se que nao houve diferengas entre os grupos diabéticos
(DS, DOS, DE, e DOE) em comparagao com os grupos controle CS e CE.
Também nao foram encontradas diferengas entre os grupos DS e DOE em
relacdo aos grupos CS, CE e COE. Além disso, o HOMA-IR no grupo controle
COS foi significativamente maior (p<0,05) em comparagdo com todos os
grupos diabéticos. O grupo COE apresentou valores significativamente

superiores (p<0,05) em relagao aos grupos diabéticos DOS e DE.
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Figura 6 - Em A: Glicemia inicial (aos 60 dias de vida) dos grupos
controle (CN) e diabético (DM), resultados s&do média + SEM, n=32.
Em B: Glicemia plasmatica (mg/dL); em C: Insulinemia (mg/dL); em
D: HOMA-IR, apés treinamento resistido, dos grupos controle:
controle sedentario (CS); controle osteopénico sedentario (COS);
controle exercitado (CE); controle osteopénico exercitado (COE) e
grupos diabético: diabético sedentario (DS); diabético osteopénico
sedentario (DOS); diabético exercitado (DE); diabético osteopénico
exercitado (DOE). Os resultados foram apresentados como
médiatEPM, n=8. A significAncia foi considerada quando p<0,05.

Letras iguais demonstram que ndo ha diferengas entre os grupos.

4.4 FOSFORO

A Figura 7A, mostra as concentragbes plasmaticas de fésforo de
todos os grupos controle e diabéticos ao final do experimento. Observa-se que
nao houve diferengas significativas neste parédmetro entre os grupos

estudados.
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4.5 CALCIO

Na avaliacdo da concentragdo plasmatica de calcio (Figura 7B) de
todos os grupos controle e diabéticos constatou-se apenas uma diferencga entre

o grupo controle COE e diabético DS.
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Figura 7 - Avaliagdo da concentragdo plasmatica de fosforo (A) e calcio (B), apds treinamento
resistido, dos grupos controle: controle sedentario (CS); controle osteopénico sedentario
(COS); controle exercitado (CE); controle osteopénico exercitado (COE) e dos grupos
diabéticos: diabético sedentario (DS); diabético osteopénico sedentario (DOS); diabético
exercitado (DE); diabético osteopénico exercitado (DOE). Os resultados foram apresentados
como meédiatEPM, n=8. *p<0,05 DS vs. COE.

4.6 EXPRESSAO DE GLUT4

A Figura 8A e 8B mostram os resultados da expresséo de GLUT4 na
membrana plasmatica (PM) e no microssoma (M) apés a TR. Na avaliagao
desses dois parametros, todos os grupos controle (CS, COS, CE e COE)

apresentaram valores semelhantes. Analisando-se os grupos diabéticos, tanto
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em PM como em M, nao ha diferengas entre os grupos diabéticos exercitados
(DE e DOE). Nao houve diferencas entre os grupos DS e DOS em PM; no
entanto, em M, o DOS apresentou um menor valor em relagdo ao DS. Os
animais destes grupos (DS e DOS) tiveram valores menores de GLUT4
(p<0,05) em comparagcdo com os grupos DE e DOE, tanto em PM como M.
Comparando-se os grupos controle e diabéticos, observou-se que, em relagéo
aos valores de PM, todos os grupos controle apresentaram valores maiores
(p<0,05) em comparagao com os grupos DS e DOS. Por outro lado, ndo foram
observadas diferencas nos valores de PM entre todos os grupos controle e
grupo diabético DE. Entretanto, o grupo DOE apresentou valor menor (p<0,05)
quando comparado com os grupos COS, CE e COE. Quando se compararam
os resultados de M dos grupos controle e diabéticos, verificou-se que todos os
grupos controle mostraram resultados semelhantes em relagdo aos grupos
diabéticos exercitados (DE e DOE), mas o grupo DS teve valor mais baixo
(p<0,05) em comparagao com os grupos controle CS, COS e COE. Observou-
se que o grupo DOS mostrou resultados menores (p<0,05) em relagao a todos

0s grupos controle.
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Figura 8 - Contelido de GLUT4 na membrana plasmatica (PM) e no microssoma (M),
apo6s treinamento resistido, dos grupos controle: controle sedentario (CS); controle
osteopénico sedentario (COS); controle exercitado (CE); controle osteopénico
exercitado (COE) e dos grupos diabéticos: diabético sedentario (DS); diabético
osteopénico sedentario (DOS); diabético exercitado (DE); diabético osteopénico
exercitado (DOE). Os resultados foram apresentados como médiatEPM, n=8. A
significancia foi considerada quando p<0,05. Letras iguais demonstram que n&o ha
diferengas entre os grupos.

4.7 PESO CORPOREO

Na analise do peso corpdreo dos grupos controle e diabéticos, no inicio
do experimento, observou-se que 0s pesos iniciais de todos o0s grupos
estudados foram semelhantes. Na avaliagdo entre peso inicial e final constatou-
se que todos os grupos apresentaram incremento significativo ao final do

experimento (Tabela 1).

Todos os pesos finais dos grupos controle foram semelhantes.
Entretanto, os grupos diabéticos sedentarios (DS e DOS) apresentaram um
menor peso corporeo final em relagdo aos grupos exercitados (DE e DOE).
Salientamos que nao houve diferencgas tanto entre os grupos DS e DOS, como

entre DE e DOE.

Na comparagao entre os grupos controle e diabéticos, no final do

experimento, os grupos CS, CE e COE apresentaram maiores (p<0,05) pesos
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corporais, em relagéo aos grupos diabéticos sedentarios (DS e DOS), mas néo
em relagdo aos grupos diabéticos exercitados (DE e DOE). Ao passo que o
grupo COS apresentou um aumento significativo no peso final tanto em relagéo
aos grupos diabéticos sedentarios (DS e DOS) como em comparagdo com 0s

diabéticos exercitados (DE e DOE).

Tabela 1. Peso corporal dos animais durante o periodo experimental.

Grupos Peso Inicial (g) Grupos Peso Final (g)
CS (i) 330,5+11,8? CS (f) 508,6+16,1"°
COS(i) 290,4+19,7° COS(f) 535,9+12,4°
CE(i) 282,8+11,42 CE(f) 437,9+18,3°¢
COKE(i) 312,0+7,4° COE(f) 495,9+23,1°¢
DS(i) 255,3+18,3? DS(f) 352,1+12,5¢
DOS(i) 255,0+7,3° DOS(f) 348,0+15,4¢

DE(i) 263,4+11,12 DE(f) 451,1+28,91°

DOE(i) 257,4+16,1° DOE(f) 441,4+21,2°

Peso corporal dos grupos controle: controle sedentario (CS); controle osteopénico sedentario
(COS); controle exercitado (CE); controle osteopénico exercitado (COE) e dos grupos
diabéticos: diabético sedentario (DS); diabético osteopénico sedentario (DOS); diabético
exercitado (DE); diabético osteopénico exercitado (DOE). Os resultados foram apresentados
como médiazEPM, n=8. A significAncia foi considerada quando p<0,05. Letras iguais

demonstram que nao ha diferengas entre os grupos.
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4.8 DENSITOMETRIA OSSEA

4.8.1 FASE PRE-SUSPENSAOQO

Na densitometria realizada antes da aplicagdo da técnica de
suspensao, verificou-se que o grupo CN apresentou valores de CMO, area e
DMO das tibias significativamente maiores (p<0,05) em comparagdo com o

grupo DM (Figura 9A-C).
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Figura 9 - Densidade mineral 6ssea analisada por DXA, antes do periodo de suspensdo
pela cauda, dos grupos controle (CN) e diabético (DM). Em A: o conteudo mineral 6sseo (g),
em B: area total (cm2) e em C: densidade mineral 6ssea (g/cmz). Os resultados foram
apresentados como médiatEPM, n=32, *p<0,05.

4.8.2 FASE POS-SUSPENSAO

Na avaliacido densitométrica realizada no final da aplicagao da técnica
de suspenséo (fase pds-suspensdo), observou-se uma diminuigdo do CMO e
da DMO nos grupos CO e DO em relagdo aos grupos CN e DM,
respectivamente. Comparando os grupos controle e diabéticos, observou-se
que o CMO e a DMO do grupo CN e CO foram superiores em comparagao com

os dos grupos diabéticos DM e DO, respectivamente. Nesta mesma fase,
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avaliou-se a area da tibia dos grupos acima referidos. Neste parametro,
observou-se que apenas 0S animais que passaram por suspensao dos
membros posteriores, CO e DO, tiveram uma area menor em comparagao com
o grupo CN e DM, respectivamente. Nao houve nenhuma diferenca da area
total de osso entre CN e CO em relagdo a DM e DO, respectivamente. E nao

houve diferenca entre CO em comparacao com DM e DO (Fig. 10A-C).
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FIGURA 10 - Densidade mineral 6ssea analisada por DXA, apds o periodo de suspenséo
pela cauda, dos grupos controle (CN), controle osteopénico (CO), diabético (DM) e diabético
osteopénico (DO). Em A: o conteudo mineral 6sseo (g), em B: area total (sz) e em C:
densidade mineral 6ssea (g/cmz). Os resultados foram apresentados como médiaztEPM,
n=16. A significAncia foi considerada quando p<0,05. Letras iguais demonstram que ndo ha
diferengas entre os grupos.

4.8.3 FASE POS - TREINAMENTO RESISTIDO

Analisando-se o0s grupos controle, constatou-se que n&o houve

diferenga no CMO entre os quatro grupos estudados (CS, COS, CE e COE).
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Comparando-se os grupos diabéticos, observou-se que o grupo DS apresentou
menor CMO (p<0,05) em comparagdo apenas com grupo DE (Fig. 11A). Ao
mesmo tempo, o grupo DOS exibiu um valor mais baixo de CMO em
comparagao com os grupos diabéticos exercitados (DE e DOE). Comparando
os grupos controle e diabéticos, notou-se que os grupos controle (CS, CE e
COE) tiveram um CMO mais elevado em comparagdo com O0S grupos
diabéticos sedentarios (DS e DOS). O grupo COS mostrou um CMO superior
apenas em relacédo ao grupo de DOS. Os resultados da DMO (Fig. 11C) nao
mostraram diferengas entre os grupos controle (CS, COS, CE e COE). No
entanto, nos grupos diabéticos sedentarios (DS e DOS) os valores de DMO
foram menores em relagdo aos grupos diabéticos exercitados (DE e DOE). A
Fig. 11B mostra que nao houve diferencas nos valores das areas de tibia, entre
os grupos controle (CS, COS, CE e COE). Quanto aos grupos diabéticos foram
observadas diferengas apenas entre os grupos DE e DOS. Considerando os
grupos controle e diabéticos, os grupos CS e CE apresentaram maior valor nas
areas de tibia em relagao ao grupo diabético DOS. O grupo COE teve valores
mais elevados desta area, em comparagcdo com o0s grupos diabéticos

sedentarios (DS e DOS).
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Figura 11 - Densidade mineral 6ssea analisada por DXA, ap6és treinamento resistido, dos
grupos controle: controle sedentario (CS); controle osteopénico sedentario (COS); controle
exercitado (CE); controle osteopénico exercitado (COE) e dos grupos diabéticos: diabético
sedentario (DS); diabético osteopénico sedentario (DOS); diabético exercitado (DE);
diabético osteopénico exercitado (DOE). Em A: o conteudo mineral ésseo (CMO - g), em B:
area total (cm2) e em C: densidade mineral 6ssea (DMO - g/cmz). Os resultados foram
apresentados como médiatEPM, n=8. A significancia foi considerada quando p<0,05. Letras

iguais demonstram que n&o ha diferengas entre os grupos.

4.9 PROPRIEDADES MECANICAS DA TiBIA, APOS EXERCICIO

A Figura 12 mostra os valores de rigidez (12A), forca maxima (12B) e
tenacidade (12C), obtida por ensaio biomecénico realizado nas tibias dos
animais estudados. Considerando rigidez, forca maxima e tenacidade foram
observados valores semelhantes entre os grupos controle (CS, COS, CE e
COE). No que diz respeito aos animais diabéticos foram encontrados, nos
grupos sedentarios (DS e DOS) valores mais baixos (p<0,05) de rigidez e
tenacidade apenas em relagdo ao grupo DE, mas n&o foi observada nenhuma

diferenga em relagdo ao grupo DOE. Analisando-se estes dois parametros
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(rigidez e tenacidade), nao foram observadas diferengas entre o DS e DOS,
bem como entre DE e DOE. A forga maxima nos grupos diabéticos sedentarios
(DS e DOS) foi inferior (p<0,05) a dos grupos DE e DOE. A avaliagao entre os
grupos controle e diabéticos mostrou que todos os grupos controle (CS, COS,
CE e COE) apresentaram valores de rigidez e forga maxima maior (p<0,05) em
relacdo ao grupo diabéticos sedentarios (DS e DOS). O resultado de forga
maxima em DOE foi menor do que no grupo COE. Nao houve diferengas na
rigidez e tenacidade entre todos os grupos controle em relagdo aos grupos
diabéticos exercitados (DE e DOE). Observou-se também que nos grupos
controle sedentarios (CS e COS) aumentaram os valores de tenacidade
apenas em relagcdo ao DOS. E este parametro foi maior nos grupos de controle

exercitados (CE e COE) em relagdo ao grupos DS e DOS.
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Figura 12 - Propriedades biomecénicas das tibias de ratos avaliadas pelo teste de flexdo em 3
pontos, apds treinamento resistido, dos grupos controle: controle sedentario (CS); controle
osteopénico sedentario (COS); controle exercitado (CE); controle osteopénico exercitado
(COE) e dos grupos diabéticos: diabético sedentario (DS); diabético osteopénico sedentario
(DOS); diabético exercitado (DE); diabético osteopénico exercitado (DOE). Em A: rigidez
extrinseca (x10°N/m), em B: Fmax (N) - forga maxima e em C: tenacidade (mJ). Os resultados
foram apresentados como médiatEPM, n=8. A significAncia foi onsiderada quando p<0,05.

Letras iguais demonstram que n&o ha diferengas entre os grupos.
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5 ANALISE HISTOLOGICA QUALITATIVA

Os grupos COS e DOS apresentaram tibias com caracteristicas
histolégicas condizentes com osteopenia, confirmando a efetividade do modelo
de osteopenia via suspensdo pela cauda. Quando comparados com seus
respectivos controles (CS e DS), os grupos COS e DOS apresentaram
trabéculas dsseas bem mais delgadas e em uma quantidade muito menor,
tanto na epifise quanto na metafise. Nestes grupos a espessura do disco
epifisario mostrou-se inalterada; no entanto, as trabéculas 6sseas recém-
formadas por osteogénese endocondral também se mostraram bem mais
delgadas e em uma menor quantidade. A diafise apresentou uma redugao na
espessura do tecido ésseo compacto e uma grande redugao na quantidade de
tecido 6sseo esponjoso. Uma grande quantidade de osteoclastos em processo
de reabsorcao 6ssea foi observada especialmente na porgao externa da diafise
em contato com o peridsteo. Ainda observamos nestes grupos um peridsteo
mais espesso e bastante celularizado, especialmente em sua por¢ao mais
interna, principalmente em decorréncia da grande quantidade de osteoclastos.
Os grupos DS e DOS, quando comparados, respectivamente, com 0s grupos
CS e COS apresentam ossos menores e com trabéculas 6sseas ainda mais
delgadas. As caracteristicas histolégicas apresentadas pelo tecido désseo
compacto e pelo tecido ésseo esponjoso no grupo CE foram similares aquelas
observadas no grupo CS. Nos grupos COE e DOE o tecido ésseo esponjoso da
epifise e da metafise mostrou-se constituido por trabéculas ésseas delgadas,
mas em uma quantidade muito maior do que aquela apresenta pelos grupos

COS e DOS, respectivamente. A espessura do disco epifisario se mostrou



65

inalterada nos grupos COS, COE, DOS e DOE, no entanto, as trabéculas
O0sseas recém-formadas na zona de osteogénese endocondral mostraram-se
em maior numero nos grupos COE e DOE. Na diafise, a espessura do tecido
0sseo compacto mostrou-se similar nestes grupos (COS, COE, DOS e DOE);
contudo, a quantidade de trabéculas 6sseas em sua parte interna mostrou-se
maior nos grupos COE e DOE. O grupo DE apresentou caracteristicas
histolégicas similares aquelas apresentadas pelo grupo DOE. A espessura € as
caracteristicas histoldgicas da cartilagem articular ndo apresentaram alteragao

em nenhum dos grupos experimentais (Fig. 13).



Grupo CS

Figura 13 - Aspecto histolégico da epifise, metafise e parte da
diafise nos diferentes grupos experimentais. Fotomicrografias
evidenciando o tecido 6ésseo esponjoso e o tecido 6sseo compacto
nos grupos: em A: controle sedentario (CS); em B: controle
osteopénico sedentario (COS); em C controle exercitado (CE); em
D: controle osteopénico exercitado (COE); em E: diabético
sedentario (DS); em F: diabético osteopénico sedentario (DOS);
em G: diabético exercitado (DE); em H: diabético osteopénico
exercitado (DOE). Coloragao: Hematoxilina e Eosina (HE). Barras
de escala: 1500 ym; aumento original 2x.
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6 DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo demonstraram que, apdés o TR, os
grupos diabéticos apresentaram melhor controle glicémico, aumento no
conteudo de GLUT4 e incremento na DMO e nas propriedades biomecanicas

da tibia.

Houve um avanco significativo no conhecimento sobre a fisiologia do
metabolismo 6sseo nas ultimas trés décadas, principalmente em relagdo a
remodelagcdo Ossea. Essa remodelagdo propicia que este tecido &sseo
desempenhe as principais fungdes: mecanica (sustentagéo do corpo e protecéo
de o6rgaos) e metabdlica (tanto na manutencdo da estabilidade de ions
principalmente, o calcio, como metabolismo de carboidratos) (COOPER;

WOOLF, 2006; FERRON et al., 2010).

A remodelagao 6ssea permite que pequenas porgdes do tecido antigo
sejam renovadas por outras recém-formadas e isto € primordial para a
manutengdo da resisténcia 6ssea. A atividade da remodelagao é dividida em
quatro fases: ativacéo, reabsorcao, reversdo e formacgao. As principais células
responsaveis pela reabsor¢cao e formacao sdo os osteoclastos e osteoblastos

respectivamente (CREIGHTON et al., 2001; PIVONKA et al., 2008).

As células tronco mesenquimais da medula 6ssea (MSC) podem
potencialmente originar varias células, como por exemplo, osteoblastos,
adipdcitos, condrécitos, fibroblastos e células musculares (SUDA et al., 1999).

Vaérios fatores podem influenciar essa diferenciagcdo celular. A MSC sob
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influéncia de fatores como osterix, B-catenina e Runx2 diferencia-se em
osteoblastos; entretanto, sob atuagdo de outros fatores como o PPRy2 e
C/EBPa e [ diferencia-se em adipdcitos (BUCAY et al., 1998; KANAMARU et
al., 2004; LI et al., 2007). Estudos demonstram que a imobilizagao e inatividade
fisica ocasionam aumento de infiltracdo gordurosa na medula 6ssea. Delahunty
et al. (2006) sugerem que o aumento da adiposidade na medula 6ssea deve
estar envolvido na etiopatogenia da osteoporose. Estudos relacionam o
metabolismo 6sseo com o metabolismo energético, como por exemplo, os
trabalhos de Ducy et al. (2000) e Elefteriou et al. (2005) nos quais constataram
que a leptina produzida no adipocito modula tanto o armazenamento de
energia como a atividade de remodelagdo Ossea. Kanazawa et al. (2011)
demonstraram que a osteocalcina, peptideo expresso em osteoblasto,
possivelmente esta associada com a sensibilidade a insulina e a secregao

deste horménio (FERRON et al., 2010; GARNERO et al., 1992).

Umas das patologias que apresenta diminuigdo na sensibilidade a
insulina é o diabetes. Conforme foi descrito anteriormente os principais tipos
dessa patologia sao diabetes tipo 1 e diabetes tipo 2. Nessa patologia podemos
encontrar alteracbes tanto no metabolismo de carboidrato como no
metabolismo 6sseo (JESSEN; GOODYEAR, 2005). Em decorréncia disso, na
literatura ha varios trabalhos que correlacionam diabetes e metabolismo dsseo.

Sabe-se que o exercicio atua positivamente na formacgao dssea. O
treinamento resistido por envolver levantamento de peso promove nédo sé o
aumento da massa muscular como também a éssea. Como nédo existem dados

na literatura sobre a associagdo dos efeitos do treinamento resistido na
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densidade 6ssea de ratos diabéticos neonatais (DM2), submetidos a um
ambiente de auséncia de carga (como pacientes imobilizados e acamados que
podem desenvolver a osteopenia por desuso), o presente estudo objetivou
investigar esta proposigao.

Para este estudo foram utilizados ratos tratados com streptozotocina
(STZ) em periodos neonatais, pois desenvolvem hiperglicemia e leve
hipoinsulinemia na idade adulta. O processo de instalagdo do diabetes neste
modelo animal € insidioso, tornando-se quase assintomatico no inicio,
manifestando-se na fase adulta, conforme relato anterior. Estas caracteristicas
assemelham-se ao curso natural da doenga em seres humanos (KODAMA et
al., 1993; PORTHA et al., 1989).

O resultado da glicemia verificado na fase inicial do experimento, ou
seja, antes da suspensao e TR, mostrou que os animais do grupo diabetes
mellitus (DM), apresentaram hiperglicemia, configurando-se a instalacdo da

doenca.

Ao final do experimento, todos os grupos controle (CS, COS, CE e
COE) apresentaram glicemias semelhantes. No entanto, os grupos diabéticos
exercitados (DE e DOE) exibiram valores mais baixos de glicemia, em
comparagao com os grupos DS e DOS. O DM aumenta a glicose no sangue
devido a insuficiente secrecao de insulina e alteragcbes da sensibilidade do
receptor deste horménio (GOODMAN; GILMAN, 2012). O TR proporcionou
uma relevante redugao na glicemia do grupo DE e, como consequéncia, esta
glicemia foi semelhante aos grupos CS, COS e COE. Sabe-se que o exercicio

fisico promove uma série de efeitos benéficos no musculo esquelético,
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incluindo melhorias na homeostase da glicose (JESSEN; GOODYEAR, 2005),
no metabolismo lipidico (BONEN et al., 2006) e na sensibilidade insulinica
(GOODYEAR; KAHN, 1998). O exercicio aumenta o transporte de glicose no
musculo, por promover a translocacdo de GLUT4 para a superficie celular por
uma via que difere da ativada por insulina (KRAMER; GOODYEAR, 2007).
Roux e Blenis (2004) descreveram o aumento da atividade da AMPK induzido
pelo exercicio, e seus efeitos nas alteragdes adaptativas no metabolismo
glicidico e lipidico. Apesar de constatar nenhuma diferenga entre as glicemias
de DE e DOE, este ultimo grupo nao apresentou as mesmas respostas do
grupo DE, pois o grupo DOE apresentou glicemia maior em comparagao com
os controle exercitados (CE e COE), enquanto o DE exibiu uma glicemia mais
elevada somente em relacdo ao CE. Isto pode ser em decorréncia do efeito
residual da diminuicdo da DMO apds a suspensao neste grupo DOE (Figura
10). Ha trabalhos que demonstram que quando ha um incremento na DMO, a
concentracdo plasmatica de osteocalcina também aumenta (STEIN; LIAN,
1993), e esta proteina esta relacionada positivamente com sensibilidade a
insulina (KANAZAWA et al., 2011). Baseado nestes trabalhos, pode-se aventar
que como a DMO foi menor no grupo DOE (apenas logo apds a suspensao —
Figura 10), a concentragdo plasmatica de osteocalcina neste grupo também
pode ter diminuido neste periodo, e isto pode ter gerado alteracdo na
sensibilidade a insulina, que persistiu mesmo apos o periodo de exercicio.
Baseado nisto, pode-se sugerir que se o tempo e/ou intensidade do exercicio
fossem maiores, a diferenca nas respostas entre DE e DOE n&o seria

evidenciada.
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As insulinemias dos grupos controle osteopénicos (COS e COE) foram
superiores em relagdo ao grupo controle CS. Novamente, comparando
somente os grupos controle, observou-se que o grupo controle exercitado (CE)
mostrou valores menores apenas em comparagdo com COS, porém com
resultados semelhantes aos grupos controle CS e COE. Embora nao fosse
detectada diferenga estatistica entre COS e COE, este grupo exercitado
apresentou uma resposta melhor em relagcédo a este grupo osteopénico, pois os
valores de insulinemia do grupo CE foram semelhantes em relagdo ao grupo
COE e diferentes em relagcdo ao grupo COS, evidenciando assim o efeito
positivo do RT. Como ja citado anteriormente, possivelmente a alteragao da
DMO nos grupos osteopénicos, apos periodo de suspensado, alterou o
metabolismo glicidico desses animais e perdurou até o final do experimento.
Estd bem elucidada na literatura a associagdo positiva entre resisténcia
insulinica e hiperinsulinemia (HOTAMISLIGIL; SPIEGELMAN, 1994; WEYER et
al., 2001). Muitos estudos tém mostrado os efeitos benéficos da atividade fisica
na melhora da sensibilidade a insulina (GOODYEAR; KAHN, 1998; LEE et al.,
2011). Com relagao aos grupos diabéticos, nao foi observada diferengas entre
eles. Salienta-se que devido a indugdo de diabetes por STZ, os grupos
diabéticos DOS, DE e DOE apresentaram valores de insulinemia inferiores em
relacdo aos seus respectivos controles, COS, CE e COE. Desta forma, néo
podemos inferir que os diabéticos apresentaram uma melhor resposta

metabdlica. Por outro lado, ndo houve diferenga entre DS e CS.

A partir dos valores da glicemia e insulinemia calculou-se o HOMA-IR

(Figura 6D). O grupo COS apresentou valores de elevados em comparagao
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com demais grupos controle, demonstrando que o grupo COS apresenta menor
sensibilidade a insulina. Como ja citado anteriormente, estudos mostram que o
aumento na DMO esta associado ao aumento da concentracdo sérica de
osteocalcina (STEIN; LIAN, 1993), sendo que esta proteina esta relacionada a
sensibilidade insulinica (KANAZAWA et al., 2011). Logo, podemos aventar que
diminuicdo na DMO no grupo COS (ap6s a suspensao) proporcionou uma
diminui¢cdo na sensibilidade a insulina. Embora alguns estudos indiquem que o
exercicio fisico melhora a sensibilidade a insulina (GOODYEAR; KAHN, 1998;
LEE et al., 2011), no presente estudo, ndo foram encontradas diferengas nos
valores de HOMA-IR entre CS e CE. Porém o exercicio melhorou a
sensibilidade a insulina em ratos osteopénicos. Em relacdo aos grupos
diabéticos ndo se observou alteragdo desse indice entre estes grupos. Nao
foram encontradas diferencas significativas nos valores de HOMA-IR entre os
diabéticos e seus respectivos controles, exceto o grupo DOS que apresentou
valores inferiores em relagdo ao seu controle COS. Segerstrom et al. (2010)
verificaram uma melhora na sensibilidade a insulina em mulheres diabéticas
somente apos seis meses de treinamento, utilizando uma intensidade de

exercicio superior ao presente estudo.

Segundo Seraphim et al. (2001) em modelos de obesidade, a resisténcia
a insulina esta associada a redugéao da expressao do transportador de glicose
GLUT4 e/ou prejuizo na via de sinalizagdo da insulina em musculo esquelético
e tecido adiposo. O GLUT4 tem como fungéo propiciar a captagao de glicose
mediada pela insulina em musculo cardiaco, esquelético e tecido adiposo

(LEHNEN et al., 2010; MACHADO et al., 2006). Ratos transgénicos que n&o
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expressam ou superexpressam o GLUT4, respectivamente, diminuem ou
aumentam a sensibilidade a insulina (BERGLUN et al., 2012; CARVALHO et
al., 2005; KATZ et al., 1996) assim sendo, este transportador é de fundamental
importancia para a manutencdo da homeostase da glicose (CARVALHO et al.,
2005; LEGUISAMO et al., 2012). Citocinas inflamatorias produzidas pelo tecido
adiposo, tais como TNF-a e IL-6 tém sido relacionadas com a reducédo da
expressdo de GLUT4, promovendo redugdo na captagdo de glicose pelo
musculo. Xie e colaboradores (2010), por meio da técnica de citometria de
fluxo, avaliaram a acdo do TNF-a, IL1-beta e IL-6 em células 3T3-L (pré-
adipocitos) e verificaram que cada uma destas citocinas reduziram
significativamente a quantidade de GLUT4. Ou seja, estas citocinas
inflamatdrias tém um papel importante na regulagdo do metabolismo da glicose
e na ativagao exacerbada das vias inflamatérias, e isto pode representar uma
etapa fundamental no desenvolvimento da resisténcia a insulina (WELLEN;
HOTAMISLIGIL, 2005).

Conforme ja citado, durante a contragdo muscular ocorre um aumento
da translocacdo de GLUT4, independentemente da presenca de insulina
(SCHIMMACK et al., 2006). Como pode-se observar no presente estudo, os
valores de expressao de GLUT4 (Figura 8), tanto na membrana plasmatica
(PM) quanto no microssoma (M), foram semelhantes entre todos grupos
controle. Na anadlise dos grupos diabéticos, observou-se que n&o houve
diferencas entre os grupos diabéticos sedentarios DS e DOS, como também
entre os exercitados DE e DOE. E os grupos exercitados diabéticos

apresentaram maior expressdao de GLUT4 em relacdo aos animais diabéticos
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sedentarios (DS e DOS). Na comparagédo entre grupos controle e diabético,
observou-se que os grupos sedentarios diabéticos (DS e DOS) exibiram menor
conteudo de GLUT4 (em PM) em relagdo aos demais grupos diabéticos e
controle. Em M, respostas similares foram encontradas, exceto em DS que
apresentou resultados similares ao CE. Novamente, como visto em parametros
anteriores, em PM, apesar de nao ter sido detectada diferenca entre DE e
DOE, pbéde-se se aventar que o grupo DE apresentou respostas mais
expressivas em relacdo ao DOE, visto que o valor de GLUT4 (PM) em DE foi
semelhante a todos os grupos controle, enquanto o valor de GLUT4 (PM) em
DOE foi semelhante somente em relagcao ao CS.

O DM diminui o conteudo de proteina GLUT4 (MUNOZ et al., 1996).
Além disso, a literatura tem mostrado que os ratos submetidos a TR
apresentam uma melhoria na expressdao GLUT4 no musculo-esquelético
(FRIEDMAN et al., 1990). Schimmack e colaboradores (2006) relatam que
durante o exercicio ocorre ativagcdo da proteina cinase ativada por AMP
(AMPK), que promove a captagao de glicose. A expressao de GLUT4 (em PM)
diminuida no grupo diabético DOE, em comparagdo com grupos controle COS,
CE e COE, pode ter sido devido as alteracbes na densidade éssea em
decorréncia da suspensdo pela cauda, que consequentemente, pode ter
alterado o nivel de osteocalcina, e este, por sua vez, pode alterar a
sensibilidade a insulina (KANAZAWA et al., 2011).

A osteocalcina (OC) é uma proteina composta por 49 amino acidos,
sendo trés (posicdes 17, 21 e 24) constituidos por acido gama-

carboxiglutamico (Gla), no qual o calcio liga-se (VIEIRA, 1999). Esta proteina é
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secretada pelos osteoblastos maduros, condrécitos hipertrofiados e
odontoblastos, e € primariamente depositada na matriz 6ssea recém-formada,
mas uma pequena fragdo entra em circulagdo, caracterizando esta proteina
como marcador da atividade osteoblastica. Apesar de ser depositada em
quantidades significativas na matriz 6ssea, sendo uma das proteinas nao-
colagenas mais abundantes, ndo é um marcador de reabsorgao 0ssea, pois €
totalmente destruida na reabsor¢do promovida pelos osteoclastos. Entretanto,
alguns trabalhos tém demonstrado, em mulheres com idade avangada que
apresentam perdas de calcio (menopausa), podem apresentar aumento de
marcadores de formagdo como a osteocalcina (LUUKINEN et al., 2000;
VERGNAUD et al,, 1997). Embora a funcdo da OC n&o esteja totalmente
elucidada, ha evidéncias que sua estrutura interage com calcio e com cristais
de hidroxiapatita. Ademais, estudos demonstram que aumento de producgéo da
OC coincide com o inicio do processo de mineralizacdo (SOKOLL et al., 1995).
Outros estudos, in vitro e in vivo, sugerem que a osteocalcina tem importante
papel no recrutamento e diferenciagdo dos osteoclastos (GARNERO et al.,

1992).

Lee e colaboradores (2007), realizando estudos com camundongos
geneticamente modificados, demonstraram que a OC aumenta tanto a
expressao de insulina nas células 3 pancreaticas como de adiponectinas. E os
achados de Kanazawa et al. (2011) indicam que a concentragao plasmatica de
OC esta associada positivamente com sensibilidade a insulina e sua secregao

em pacientes com diabetes do tipo 2, conforme ja descrito anteriormente.
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Varias evidéncias indicam que o metabolismo 6sseo e o metabolismo
energético estdo associados (KANAZAWA et al., 2011). A insulina atua no
metabolismo 6sseo promovendo diferenciagdo das células osteoblasticas
(THOMAS et al., 1997), e a ativagdo do substrato do receptor de insulina
também promove a osteoblastogénesis (AKUNE et al., 2002; OGATA et al.,
2000). Varios pesquisadores demonstraram que a adiponectina, uma das
adipocinas que promove aumento da sensibilidade a insulina, esta envolvida no
metabolismo 6sseo (KANAZAWA et al., 2009; 2011; RICHARDS et al., 2007).
Richards et al. (2007) demonstraram que os osteoblastos possuem receptores

de adiponectina e esta estimula a proliferacéo e diferenciagao destas células.

Na analise do peso corporal, observou-se que os animais dos grupos
diabéticos sedentarios (DS e DOS) apresentaram menor peso em relagao aos
demais grupos controle e diabéticos exercitados ao final do experimento. As
diminui¢cdes de peso nesses grupos podem estar relacionadas as alteragcdes no
metabolismo lipidico e protéico presentes no diabetes mellitus. Em situacdes
nas quais a acao da insulina esta comprometida, ocorre um aumento da lipdlise

e protedlise (YANARDAG et al., 2005 ).

O maior de peso nos diabéticos exercitados (DE e DOE) em relagao
aos diabéticos sedentarios pode ser decorrente do aumento da massa magra.
Este aumento tecidual também pode ter promovido redugéo da glicemia desses
animais (conforme descrito acima), visto que a maior parte do peso corporeo e
da captagdo de glicose esta relacionada ao musculo esquelético. Varios
autores demonstraram que o TR, por desencadear contracbes musculares

contra alguma forma de resisténcia externa, causa hipertrofia muscular o que



77

leva a um aumento da massa magra, podendo ainda contribuir para a redugao
da massa gorda (BROWN et al., 1990; FIATARONE et al., 1990; MAZZEOQ;

TANAKA, 2001).

Embora esteja descrito na literatura que alguns tipos de exercicio fisico
promovem reducao do peso em ratos, os grupos controle exercitados nao
apresentaram tal resultado (Tabela 1). A razdo desta nao alteragcao pode ser
decorrente do tipo de exercicio, o treinamento resistido, que promove maior
ganho de peso e forga muscular (VASQUES et al., 2012) em relagédo aos
outros tipos de exercicios que envolvem apenas condicionamento aerobico
(RAMADAN; BARAC-NIETO, 2001). Os grupos diabéticos sedentarios (DS e
DOS) apresentaram menor peso corporeo em relagao aos grupos controle (CS,
COS, CE e COE). Este resultado corrobora o estudo de Takada et al. (2007)
que utilizou o mesmo modelo de diabetes e evidenciou uma diminuicdo no
peso corporal de ratos diabéticos. Takada et al. (2007) demonstrou que neste
modelo de diabetes o rato apresenta resisténcia a insulina (Rl) e leve
hipoinsulinemia. Sabe-se que a insulina € um horménio anabdlico e a
associacao de RI e hipoinsulinemia pode ter ocasionado essa reducido no peso

corporeo dos ratos DS e DOS.

Alguns trabalhos demonstram que a progressdao do DM tipo 2 pode
causar alteragdes na massa 6ssea. A hiperglicemia promove um aumento na
concentragdo dos produtos finais de glicagdo avancada (AGEs) no colageno,
que pode levar a um quadro de reducgao da forga dos ossos (PAUL; BAILEY,
1996). Outros mecanismos que podem induzir a uma perda da massa éssea

incluem a hipercalciuria, a insuficiéncia renal (YENDT et al., 1993), baixos
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niveis de insulina que ocorrem durante a progressao do diabetes (STOLK et

al., 1996) entre outros.

Os estudos citados logo acima, estdo de acordo com os resultados
obtidos neste trabalho, no qual a densitometria 6ssea realizada aos 60 dias de
vida no grupo DM, mostrou uma diminuicdo do CMO, da area e da DMO. A
deficiéncia na concentragdo e agao da insulina pode ocasionar um
comprometimento da neoformagao éssea, levando a alteragao, tanto no CMO

quanto na DMO (MIAZGOWSKI et al., 2007).

Na anadlise do efeito da auséncia de carga, o decréscimo da massa
0ssea ocorrido durante esse periodo nos animais dos grupos osteopénicos (CO
e DO) em relagdo aos seus controles (CN e DM) mostrou que 21 dias de
suspensdo foi suficiente para provocar diminuicdo da densidade éssea e
conteudo Osseo e area da tibia (Figura 10 A-C). As analises histologicas
mostram que mesmo depois de 14 semanas de movimento livre na gaiola, os
grupos COS e DOS ainda apresentaram caracteristicas de um 0sso
osteopénico (Figura 13B e 13F). Estes resultados corroboram os estudos de
Silva e Volpon (2004). E a associagdo do diabetes com a auséncia de carga
promoveu uma piora no conteudo mineral ésseo e na densidade 6ssea (Figura
10A e 10C). Cornwal, 1984 observou que durante a fase de suspensao ocorre
diminuicdo da formagcdo Ossea. Essa alteragdo também ¢é observada em

pessoas que permanecem por tempo prolongado no leito.

A Figura 11A-C, mostra que os grupos controle exercitados néao

apresentaram diferengas nos valores dos parédmetros 6sseos analisados (CMO,
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area e DMO) em relagao aos grupos controle sedentarios. Por outro lado, a
acgao deletéria do diabetes no tecido 6sseo, vista acima, foi revertida pelo RT,
promovendo um aumento na DMO dos grupos diabéticos exercitados (DE e

DOE) em relagao os diabéticos sedentarios (Figura 11C).

Na analise entre os grupos controle e diabéticos, de uma maneira geral,
os grupos DS e DOS apresentaram valores de DMO inferiores em relagao aos
grupos controles (CS, COS, CE e COE); entretanto, os grupos diabéticos
exercitados nao apresentaram diferencas em relacdo a todos estes grupos
controle. Estudos com humanos (BERGSTROM et al.,, 2008; CHIEN et al.,
2000) e com animais (HONDA et al., 2003; HUANG et al., 2008) tém mostrado
que o exercicio aumenta a densidade, a massa e a forga 6ssea (HART et al.,
2001). Acredita-se que o0 estresse mecanico gerado pelo exercicio
desempenha papel relevante na resposta osteogénica, ou seja, a tensado
mecanica proporcionada pelo exercicio constitui um estimulo importante para a
formacdo do osso e desempenha papel importante para minimizar a perda
o0ssea (BARENGOLTS et al.,, 1993). Como visto acima, o grupo diabético
exercitado apresentou um maior peso em relagdo aos sedentarios e este
incremento pode ter também propiciado um aumento nos valores de DMO. El
Hage et al. (2010) realizaram estudos com individuos sedentarios obesos e
sobrepesos e puderam concluir que a DMO foram ajustadas de acordo com a
massa desses individuos, ou seja, o peso corporal pode melhorar a
mineralizagdo o6ssea devido ao aumento da descarga mecanica causada por

estas condi¢cdes. Varios estudos também ligaram a obesidade com o aumento
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da densidade e conteudo mineral 6sseo e a redugao do risco de fratura

(EDELSTEIN; BARRETT-CONNOR, 1993; JOHNELL et al., 2005).

Todos os grupos osteopénicos reverteram o quadro de perda Ossea
causada pela suspensdo em relagao aos seus controles sedentarios, ao final
do experimento. Esta reversao pode ser decorrente da atividade livre na caixa
durante 14 semanas apos a suspensdo. Estes resultados corroboram os
resultados de Frateschi (2002) que demonstrou que ratos imobilizados por 21
dias seguidos de movimentagao livre por 4 semanas recuperaram os valores

das propriedades mecanicas do 0sso.

Quando analisados os resultados de rigidez, forca maxima e
tenacidade, todos os grupos controle apresentaram resultados semelhantes
entre si e em relagao aos grupos diabéticos exercitados DE e DOE, sendo que
apenas na forga maxima o grupo controle COE teve valores maiores que DOE.
Por outro lado, os ratos diabéticos sedentarios (DS e DOS) apresentaram
valores de forca maxima da tibia menor em relagdo aos grupos diabéticos
exercitados DE e DOE; e uma rigidez e tenacidade menores apenas em
relacdo ao grupo DE, mas ndao DOE. Na comparagao entre os grupos controle
e diabéticos observou-se um diminuicdo nesses trés parametros avaliados nos
ratos diabéticos sedentarios (DS e DOS) em relagao aos ratos controle, exceto
na tenacidade do grupo DS que apresentou valores similares em comparagao

com os ratos controle sedentarios (CS e COS).

A partir dos resultados dos parametros biomecanicos pode-se aventar

que a estrutura éssea no organismo diabético sedentario esteja mais fragilizada
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(referente a rigidez, forca maxima e tenacidade) quando comparado com os
animais controle (CS, COS, CE e COE), exceto na tenacidade, pois o grupo DS
apresentou valores semelhantes aos dos grupos CS e COS. Esses grupos
diabéticos sedentarios também apresentaram valores inferiores em relagdo aos
grupos diabéticos exercitados, exceto nos valores de rigidez e de tenacidade
do grupo DOE que foram similares em relacdo aos diabéticos sedentarios.
Sabe-se que a rigidez, forca maxima e a tenacidade 6ssea sao importantes
propriedades que expressam o enfraquecimento do 0sso e o maior risco de
fraturas. Com bases nestes dados pode-se inferir que o exercicio conseguiu
reverter esse quadro no diabético exercitado (DE). O fato do grupo DOE nao
ter tido a mesma resposta pode ser decorrente, conforme ja citado acima, da
diminuicado da DMO apds suspenséo; isto pode ter levado a uma diminuicdo da
concentracdo plasmatica de osteocalcina e a falta da mesma pode ter
propiciado as alteragdes Osseas detectadas especialmente neste grupo

diabético submetido a suspensao.

A rigidez diminuida nos animais diabéticos revela mudancas nas
propriedades Osseas, devido as alteragdes na agéo da insulina (UMPIERREZ
et al., 1989) sendo uma possivel causa de sintese desorganizada do colageno,
consequentemente interferindo na mineralizagao, diminuindo o CMO, a DMO e
a forca maxima (LIU et al.,, 2003; REDDY et al., 2001). O colageno € uma
proteina que atribui ao osso sua flexibilidade contribuindo para sua resisténcia
a tragdo. A integridade do osso € importante para que néo ocorra fratura; sendo
assim, menor rigidez, forca e tenacidade éssea aumentam a probabilidade

desse risco de fratura (LIRANI-GALVAO; CASTRO, 2010).
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O treinamento resistido (TR), quando praticado com regularidade, pode
aumentar a forga muscular com positivas repercussdes na protegédo contra as
quedas, além do eficiente estimulo para o aumento da massa O&ssea,
influenciando fatores de risco relacionados com osteoporose (JOVINE et al.,
2006 ). A estimulagdo mecéanica causada pelo exercicio, afeta a rede de
colageno e altera sua producdo e as propriedades mecanicas do 0sso

(ISAKSSON et al., 2009).

Em nossos resultados encontramos um aumento da concentragao
plasmatica de calcio no grupo DS em relagao ao COE, no entanto, ndo houve
diferengca nos valores de fosforo. Alteracbes na concentracdo de insulina,
mesmo que discretas, foram relacionadas com prejudicada reabsorgcdo de
calcio (HOLL; ALLEN, 1987), sendo que a presenca de hipercalciuria pode
induzir um quadro de perda 6ssea (GREGORIO et al., 1994; RASKIN et al.,
1978). Possivelmente, o aumento dos niveis plasmaticos de calcio dos animais
diabéticos sedentarios (DS) presente neste trabalho, justifica as alteragoes

encontradas nos paramétros 0sseos desse grupo.

Os resultados encontrados pelo presente estudo evidenciam a
importancia do exercicio para a saude 6ssea, controle glicémico e expressao
de GLUT4 de animais diabéticos. Muitas das respostas evidenciadas
demonstram que a suspensdao em ratos diabéticos promove alteracbes no
metabolismo 6sseo que perduram apds 14 semanas de exercicio, pois nao
foram encontrados em DOE todos os incrementos no metabolismo 6sseo e

glicidico vistos em DE.
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Portanto, a insulina pode atuar como horménio do crescimento,
estimulando a sintese de colageno e a multiplicagcdo dos osteoblastos, sendo
que os mesmos contém receptores para este hormoénio (CANALIS et al., 1980).
O exercicio fisico promove melhora no estado geral dos animais diabéticos,
principalmente no metabolismo de substratos energéticos e as secrecdes
hormonais (JEAN et al., 1992; ROUSSEAU-MIGNERON et al., 1988; TAN et
al., 1982; TANCREDE et al., 1982). E isto acarreta mudangas favoraveis como
a diminuicdo da glicose sanguinea e aumento da expressdao de GLUT4
(SCHIMMACK et al., 2006). A suspensdo parece promover mais alteragdes
deletérias no metabolismo 6sseo de ratos diabéticos. Em vista disto, os
cuidados devem ser redobrados em pacientes diabéticos que foram
submetidos a situagdes de auséncia de carga, como no caso de individuos
acamados, sendo que o exercicio € uma importante ferramenta que pode
restabelecer grande parte das alteragcdes decorrentes do modelo de osteopenia

e diabetes.
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7 CONCLUSAO

O treinamento resistido em animais diabéticos osteopénicos e nao
osteopénicos promoveu: 1) diminuicdo da glicemia; 2) aumento de peso
corporal; 3) incremento na expressao de GLUT4; 3) melhoria nas propriedades
biomecanicas; 4) aumento da DMO. Por outro lado, os grupos controle
exercitados e sedentarios ndao mostraram diferencas em qualquer uma dessas
variaveis. Com relagao a fosfatemia, todos os grupos apresentaram valores
similares; entretanto, apenas o grupo DS apresentou calcemia mais elevada
em relagao ao grupo COE.

De acordo com os resultados obtidos, podemos enfatizar a importancia
da intervengdo do tratamento com TR em individuos com DM2, melhorando
assim a qualidade do tecido 6sseo e o perfil glicémico. E deve-se dar maior
atencdo aos pacientes diabéticos osteopénicos, visto que tempo e a
intensidade de exercicio utilizados pelo presente estudo n&o proporcionaram as

mesmas resposta entre diabéticos ndo osteopénicos e diabéticos osteopénicos.
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Mini Abstract
Resistance training (RT) in diabetic rats improves the biomechanical properties and the quality

of bone, promotes blood glucose control, and increases GLUT4 expression.

Abstract

Purpose: To investigate the effect of resistance training (RT) on plasma glucose levels, insulin
sensitivity, expression of the glucose transporter GLUT4, BMD, and biomechanical properties
of bone in osteopenic rats with type 2 diabetes. Methods: Sixty-four 5-day-old male rats were
divided into two groups: control and diabetic, which were injected with wvehicle or
streptozotocin (150 mg/kg i.p.), respectively. After 55 days, densitometric analysis (DA) of the
tibia was performed by dual X-ray absorptiometry. Then, these groups were subdivided into 4
subgroups: non-osteopenic control, osteopenic control (OC), non-osteopenic diabetic, and
osteopenic diabetic (OD). The OC and OD groups were suspended by their tails for 21 days to
promote osteopenia in the hindlimb, after which a second DA was performed. Then, the rats
were subdivided into eight subgroups: sedentary control, sedentary-OC, exercised control,
exercised-OC, sedentary diabetic, sedentary-OD, exercised diabetic, and exercised-OD. The RT
consisted of climbing a ladder with weights secured to their tails for 12 weeks. After the RT
period, a third DA was performed, and blood samples, gastrocnemius muscles, and tibias were
collected to measure glycemia, insulinemia, GLUT4 content, bone maximum strength, fracture
energy, extrinsic stiffness, and BMD. Results: After RT, glycemia, expression of GLUTA4,
BMD, and bone biomechanical properties were improved in osteopenic and non-osteopenic
diabetic rats. However, RT had no effect on these parameters in the exercised and sedentary
control groups. Conclusion: These results suggest that RT improves GLUT4 expression, BMD,
and biomechanical properties of bone in osteopenic and non-osteopenic diabetic rats, in addition

to controlling glucose levels.
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Introduction

Type 2 diabetes mellitus (T2DM) is a metabolic disease characterized by hyperglycemia
resulting from defects in insulin secretion, action [1], or both [2]. Based on recent estimates
from the World Health Organization, more than 300 million people worldwide have T2DM, and
diabetes deaths will double between 2005 and 2030 [3]. It is known that T2DM leads to a
variety of complications, including those in the skeletal system, such as low bone turnover and
increased incidence of fractures [4]. However, it is not clear which bone properties are
influenced by T2DM. Furthermore, fractures in diabetic patients can promote prolonged
hospitalization periods and decreased mobility, reducing biomechanical stress. The lack of
biomechanical stress (i.e. absence of load situation) leads to bone disuse, and, in turn, reduces
bone mass, resulting in low bone mineral density (BMD) and negative effects on other
properties of bone, such as bone resistance [5].

Van Loon et al. [6] showed that 4 days of absence of load inhibits mineralization of
bone due to stimulation of osteoclastic resorption. Furthermore, human osteoblastic cells
exposed to an absence of load for 9 days showed reduced expression of osteocalcin and collagen
[6]. Studies have shown that osteocalcin stimulates insulin secretion and sensitivity and that it
plays an important role in bone metabolism, stimulating the differentiation of osteoblastic cells
[7]. It is clear that increased insulin secretion and sensitivity can decrease serum glycemia. In
T2DM, the osteocalcin levels are also reduced, and it is also known that glycemic levels are
controlled when osteocalcin levels are normalized, demonstrating the important link between
osteocalcin and glycemia [8]. On the other hand, the changes in collagen due to diabetes affect
not only the process of mineralization, but also the mechanical properties of bone [9].
Hyperglycemia and hyperinsulinemia have been identified as causes of skeletal changes in
diabetic patients [10]. Hyperglycemia suppresses the proliferation and differentiation of
osteoblasts and affects the expression of collagen; insulin also has an important function in

osteoblasts, chondrocytes, and collagen synthesis [10-12].
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Physical exercise has positive effects on virtually all organ systems, particularly in the
skeletal and muscular systems. The resistance training (RT) program has shown short-term
benefits on bone health, improving bone formation, resistance, and remodeling [13], increasing
BMD, and consequently reducing the risk of fractures by improving bone strength [14]. It is
well established that continuous physical exercise is one of the most valuable forms of non-
pharmacological therapy for T2DM. RT promotes several beneficial effects on skeletal muscles,
including improvements in glucose homeostasis [15], lipid metabolism [16], insulin sensitivity
[17], along with an increase in glucose transport in muscle, due to RT-stimulated translocation
of the glucose transporter GLUT4 to the cell surface [18]. It is known that insulin resistant (IR)
states, such as T2DM, can alter the expression of GLUT4 in insulin-sensitive tissues [19-21].
On the other hand, increased GLUT4 expression has been shown to improve glycemic control in
diabetic animals [22,23]. However, there are no reports addressing the effect of RT on the
properties of bone in diabetic rats with osteopenia.

Osteopenia, in association with T2DM-induced stresses, can decrease BMD and bone
strength; on the other hand, the RT program can reverse this condition. Therefore, the aim of
this study was to investigate the effects of RT on plasma glucose and insulin levels, insulin
sensitivity, expression of GLUT4, BMD, and biomechanical properties of bone in adult
osteopenic rats (that were exposed to a condition where the hindlimb is unloaded) with T2DM

that was induced in neonatal life.

Methods

Animals and treatment

All procedures were approved by the local Institutional Animal Care and Use Committee
(Protocol number 0470-11). Sixty-four Wistar male rats (5 days old) were fasted (separated
from their mothers) for 8 h, and randomly divided into two groups: control (CN) and diabetic
(DM). In the DM group, streptozotocin (STZ; 150 mg/kg, ip) diluted in citrate buffer (10

mmol/L sodium citrate, pH 4.5) was injected. The CN group received an equivalent volume of
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the vehicle solution [24]. Rats were weaned at 21 days, and were then kept in groups of 5 in
collective cages under a controlled environment (temperature 22 + 1°C) with a 12-h light/dark
cycle (lights on at 07:00 h) with free access to a regular laboratory rat diet (LABINA Industria
de racdes do Brasil LTDA, Paulinia, Brasil) and water. Fifty-five days after injection of STZ,
blood samples (about 50 puL) were collected from nicked tails and, immediately, glucose was
measured using a glucose monitor (Accu-Chek Advantage, Roche Diagnostics, Indianapolis,
IN). Only DM rats with blood glucose levels over 200 mg/dL. were used for experiments. The
animals were anesthetized with ketamine hydrochloride (80 mg/kg bw, i.m.) and xylazine (10
mg/kg bw, i.m.) to facilitate the first evaluation of the BMD of the right tibia by dual-energy X-
ray absorptiometry (DXA). After this evaluation, the animals were subdivided into 4 subgroups:
non-osteopenic control (CN); osteopenic control (OC); non-osteopenic diabetic (DM); and
osteopenic diabetic (OD). The OC and OD groups were suspended by their tails for 21 days to
promote osteopenia in the hindlimb. At the end of this period, the groups were anesthetized as
described above and a second DA of the right tibia was performed. Then, the non-osteopenic
and osteopenic control rats (CN and OC) were divided into these groups: sedentary control - not
suspended or exercised (SC, n = 8); sedentary osteopenic control suspended by the tail, but not
exercised (SOC, n = 8); exercised control not suspended but exercised (EC, n = 8); and
exercised osteopenic control suspended by the tail and then exercised for 12 weeks (EOC, n =
8). Likewise, the non-osteopenic and osteopenic diabetic rats (DM and OD) were divided into
the following groups: sedentary diabetic (SD, n = 8); sedentary osteopenic diabetic (SOD, n =
8); exercised diabetic (ED, n = 8); and exercised osteopenic diabetic (EOD, n = 8). After gait
recovery (2 weeks) of the osteopenic groups, the animals in the exercise groups were subjected
to a physical exercise-guided practice or the RT program (rats were trained to climb a 1.1-m
vertical 80°-incline ladder with weights secured to their tails) for 12 weeks [25]. After the RT
period, a third DA of the right tibia was carried out in all groups and the next day, after 12 h of

fasting, animals were anesthetized with sodium pentobarbital (Thiopentax ® - Cristéalia
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Chemicals Pharmaceuticals Ltd., Itapira, Brazil, 3%, 50 mg/kg of body weight, i.p.) and blood,

gastrocnemius muscle, and bone samples were collected.

Evaluation of BMD and biomechanical parameters

The total area (cm?), bone mineral content (BMC; g), and bone mineral density (BMD) (g/cm?)
were measured in whole tibia DXA (lunar DPX alpha, WI, USA). The biomechanical properties
of tibiae of rats were evaluated by 3-point bending using a universal testing machine (DL 3000,
EMIC®, SP, Brazil). Each tibia was loaded centrally in the diaphysis medium, with a support
distance range of 2/3 of the bone length, and a 2000-N load cell was applied at a rate of 5
mm/min until the bone fractured. The load and displacement of the cross bar of the machine was
monitored and recorded using a software. From these data, the load-displacement curves were
obtained. The tensile strength of the bone (N) is the breakdown strength that represents the force
at which the bone was broken. In fact, it is a more precise parameter for directly evaluating the
resistance to bone fracture. The slope of the elastic region of the load-displacement curve is the
extrinsic stiffness (N/mm) of the structure, and the area under the load-displacement curve (i.e.,
the area of the elastic strain region plus the area of the plastic strain region) is a measure of the

amount of energy required to cause a bone fracture [26].

The hindlimb unloading model (Osteopenia)

The rat tails were washed with water and detergent and after drying, a tincture of benzoin was
applied to the entire skin. After that, the tail was enfolded with an adhesive spume (Reston®)
from its origin until the two proximal thirds, approximately, aiming to protect the skin and avoid
cutaneous injuries. An adhesive elastic strip was applied on the adhesive spume. The strip was
tensioned homogeneously enfolding all the spume. A narrow elastic ribbon was placed on the
elastic strip and fixed by bandages of the adhesive elastic strip and additional bandages of court
plaster and twined in order to form a handle used to connect the animal to the suspension system

[27].
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RT protocol

The physical RT was applied according to the protocol already described by Hornberger and
Farrar [25], with gradual load increase during the 12-week period of training. Prior to the RT
itself, the rats were subjected to a 2-week adaptation program. After this adaptation period,
training was performed 3 days a week on an alternate day basis, with the rats executing

climbing procedures 8 times a day with 2-min intervals between each repetition.

Analysis methods

Samples from plasma were used for determination of glycemia by the oxidase glucose method
(Enzymatic glucose, ANALISA Diagnostica, Belo Horizonte, MG, Brazil) [28] and insulinemia
by the radioimmunological assay (RIA) method (Coat—A—Count, DPC, Diagnostic products,
Los Angeles, CA, USA). Insulin resistance was evaluated by index of homeostasis model
assessment of insulin resistance (HOMA-IR ), calculated using the formula: HOMA-IR =

fasting glycemia (mmol/L) x fasting insulinemia (pUI/mL)/22.5 [28].

GLUT4 protein analysis

Levels of GLUT4 protein in the total cellular membrane fraction was assessed as previously
described [21, 29]. Two subcellular membrane fractions of gastrocnemius muscle (GM) were
prepared as previously described [21]. Briefly, tissues were homogenized using a Polytron
(Brinkmann Instruments, Westbury, NY) in a buffer containing 10 mmol/L Tris-HCIl, 1 mmol/L
EDTA, 250 mmol/L sucrose buffer, at pH 7.4, and centrifuged at 3000xg for 15 min. The fat
cake was discarded, and the supernatant was subjected to a second centrifugation at 12,000xg
for 15 min. The pellet was resuspended 1 mL of the same buffer to obtain the plasma
membrane-rich fraction (PM). The supernatant was centrifuged at 28,000xg for 15 min, and,
subsequently, centrifuged at 146,000xg for 75 min. The final pellet was resuspended in 1 mL of

the buffer to obtain the microsomal fraction (M). The GM fraction was homogenized in the
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same buffer, and centrifuged at 1000xg for 10 min. The supernatant was retained and the pellet
was resuspended in 1/3 of the initial volume of the buffer, and centrifuged again at 1000xg for
10 min. Both supernatants were mixed and subjected to a 150,000xg-centrifugation for 75 min.
The final pellet was resuspended in 1 mL of buffer to obtain the total membrane fraction. All
procedures were performed at 4°C. Total protein concentration of the membrane samples was
evaluated by Lowry’s method [30]. Immunoblotting was carried out as previously described by
Zanquetta et al. [31]. Equal amounts of membrane protein were solubilized in Laemmli’s
sample buffer (0.5 M Tris-HCI, pH 7.5; 9% SDS; 15% glycerol; 0.05% bromophenol blue; and
6% 2-mercaptoethanol), heated in a boiling bath, and resolved by SDS-PAGE on 10%
polyacrylamide gels. Proteins were electrotransferred to a nitrocellulose membrane (HYBOND-
C Super, Amersham Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, UK). Non-specific protein binding
to the nitrocellulose was reduced by pre-incubating the membrane for 2 h at room temperature
in blocking buffer (phosphate-buffered saline [PBS], 6% bovine serum albumin [BSA], pH 7.2).
The nitrocellulose membrane was then incubated with an anti-GLUT4 antiserum for 3 h at
37°C, washed, and incubated with 1.5 Ci/50 mL of PBS buffer pH 7.2 ['*I]protein-A
(Amersham Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, UK) for 2 h at room temperature. After that,
the membrane was washed five times in 1% Triton X-100 in PBS for 5 min, and exposed to an
X-ray film for 2 days. The blots were quantified by densitometry (Image Master 1D®,

Pharmacia Biotech, Upsalla, SW), and the results were expressed as arbitrary units (AU).

Histological Analysis

For histologic analysis, two animals of each group (SC, SOC, EC, EOC, SD, SOD, ED, and
EOD) were randomly selected. The right tibia was collected from rats immediately after the
strength training period and then soaked in 4% formaldehyde for 24 h. Decalcification was
performed in 10% EDTA (pH 7.4) for 2 months. Serial paraffin sections of 5-pum thickness were
obtained on the mesio-distal aspects of the whole right tibia and stained with hematoxylin and

eosin.
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Statistical analysis
Data are expressed as mean + SEM, and statistical analysis was performed using the Graph Pad
Prism (version 5.0) software program. Intergroup comparisons were performed by one-way

ANOVA with the Tukey-Kramer post-hoc test, considering p < 0.05 as statistically significant.

Results

Qualitative Histological Analysis

The SOC and SOD groups had tibiae with histological features consistent with osteopenia,
confirming the effectiveness of the model for osteopenia via hindlimb suspension. When
compared with the corresponding controls, the SOC and SOD groups showed fewer bone
trabeculae that were much thinner, as much as in epiphysis and metaphysis (Fig. 1). In these
groups, the epiphysial disc thickness was unchanged; however, the newly formed bone
trabeculae by endochondral osteogenesis were also much thinner and of a lesser amount. The
diaphysis showed a reduction in the thickness of compact bone tissue and a great reduction in
the amount of cancellous bone. A large number of osteoclasts were observed in the process of
bone resorption, especially in the outer portion of the diaphysis in contact with the periosteum.
In these groups, a thicker periosteum that was highly cellularized, especially in its inner portion,
mainly due to the large amount of osteoclasts, was observed. The groups SD and SOD, when
compared with the SC and SOC groups, respectively, had smaller bones and bone trabeculae
were even thinner. Histological characteristics presented by compact bone tissue and the
cancellous bone tissue in the EC group were similar to those observed in the SC group. In the
EOC and EOD groups, the cancellous bone of the epiphysis and metaphysis showed thin
trabecular bones, but these were much larger than that seen in the SOC and SOD groups,
respectively (Fig. 1). The thickness of the epiphysial disc was unchanged in the SOC, EOC,
SOD, and EOD groups; however, the newly formed bone trabeculae in the zone of

endochondral osteogenesis were in greater numbers in the EOC and EOD groups. In the
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diaphysis, the thickness of the compact bone tissue showed similarities among the SOC, EOC,
EOD, and SOD groups; however, the amount of trabecular bone in the inside was greater in the
EOC and EOD groups. The ED group showed histologic features similar to those of the EOD
group. The thickness and histological characteristics of articular cartilage showed no changes in

any of the experimental groups (Fig. 1).

Measurement of glucose levels

At sixty days, the capillary glycemia of the CN and DM were measured. The DM group showed
an increase (p < 0.05) in blood glucose compared to the CN group (Fig. 2A). The glycemia of
control groups (SC, SOC, EC, and EOC) were similar (Fig. 2B). In addition, there was no
difference in the glycemia between the exercised diabetic rats (ED and EOD). However, these
exercised groups showed reduced blood glucose (p < 0.05) compared to sedentary diabetic
groups (SD and SOD), while there were no differences between the sedentary groups. The SD
and SOD groups had higher glycemia (p < 0.05) compared to all the control groups (SC, SOC,
EC, and EOC). The EOD group showed higher values (p < 0.05) compared to both control
groups (EC and EOC). However, the ED group had higher values (p < 0.05), only compared to

the EC group.

Insulinemia

The results of the insulinemia analysis after RT show that the induction of osteopenia increased
insulinemia (p < 0.05) in the SOC and EOC groups, compared to that in the SC group (Fig. 2C).
There was no difference between the EOC and SOC control, the SC and EC, or the EC and
EOC groups. On the other hand, EC had lower insulinemia values compared to SOC. All the
T2DM groups had similar insulinemia profiles. The animals in the SC group had insulinemia
values comparable to that of the diabetic groups, except for the ED group. There was no

difference between the EC and the EOD diabetic groups. However, significant differences were
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observed (p < 0.05) among all diabetic groups compared to the SOC and EOC control groups.

The insulinemia of group EC was different from that of the SD, SOD, and ED groups (Fig. 2C).

HOMA-IR

The HOMA-IR index was calculated to verify the presence of insulin resistance. When only the
control groups were compared, the SOC group had a higher HOMA-IR index (p < 0.05)
compared to the other control groups. There were no differences between the diabetic groups. In
the analysis of the control and diabetic groups, no differences were noted among the diabetic
groups, when compared to the SC and EC control groups. In addition, no differences were
found among the SD and EOD groups, when compared to the SC, EC, and EOC groups.
Moreover, the HOMA-IR index of the SOC control group was significantly higher (p < 0.05),
compared to all the diabetic groups. The EOC group had a significantly higher HOMA-IR index

(p <0.05), compared to the SOD and ED diabetic groups (Fig. 2D).

GLUT4 expression

The results of the GLUT4 expression analysis in the plasma membrane (PM) and in the
microsomal membrane (M) after RT are shown in Fig. 3A-B. The data show that GLUT4
expression levels were similar in all the control groups. Among the diabetic groups, there were
no differences in GLUT4 expression between the ED and EOD groups. There was no difference
between the SD and SOD groups in PM; however, there was a difference in GLUT4 expression
in the M. On the other hand, the animals of the SD and SOD groups expressed lower levels of
GLUT4 (p < 0.05) compared to the ED and EOD groups, both in PM and M. All control groups
expressed higher amounts of GLUT4 in PM (p < 0.05) compared to the SD and SOD groups.
There was no difference in GLUT4 levels in the ED and EOD diabetic groups, compared to the
SC control group. However, the EOD group expressed less GLUT4 (p < 0.05) than the SOC,
EC, and EOC groups. There were no differences in GLUT4 expression levels between the ED

group and all the control groups. When comparing the results of GLUT4 expression in M in
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control and diabetic groups, all the control groups expressed comparable amounts of GLUTA4,
compared to the exercised diabetic groups; however, the SD group expressed lower amounts of
GLUT4 (p < 0.05) compared to SC, SOC, and EOC control groups. It was observed that the

SOD group expressed less GLUT4 (p < 0.05) compared to all the control groups.

Bone mineral density

Before hindlimb unloading, the CN group had significantly higher values of BMC, BMD, and
area of tibias (p < 0.05) than the DM group (Fig. 4A-C). After hindlimb unloading, there was a
decrease in BMC and BMD in the OC and OD groups, compared to that in the CN and DM
groups, respectively. When the control and diabetic groups were compared, the CN and OC
groups had higher BMC and BMD compared to the diabetic DM and OD groups, respectively.
In this same phase, we evaluated the area of the tibia of the aforementioned groups. In this
parameter, it was observed that only those animals with hindlimb suspension (OC and OD) had
a lower bone area compared to the CN group and DM, respectively. There was no difference of
bone total area between the CN and OC groups, when compared to the DM and OD groups,
respectively. In addition, there were no differences between the OC groups, compared to the
DM and OD groups (Fig. SA-C).

Effect of RT

There were no differences in BMC after RT among the four control groups studied (SC, SOC,
EC, and EOC). However, among the diabetic groups, the SD group had a lower BMC (p < 0.05)
than only the ED group (Fig. 6A). At the same time, the SOD group exhibited a lower BMC
value compared to the exercised diabetic groups. Moreover, the control groups had a higher
BMC compared to the sedentary diabetic groups. The SOC group had a higher BMC only in
relation to the SOD group. The results of the BMD analysis showed no differences between any
of the control groups (Fig. 6C). However, in sedentary diabetic groups, the values of BMD were
lower than those in the exercised diabetic groups. Our data also showed that there were no

differences in the values in the areas of tibiac among the control groups (Fig. 6B). The only
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difference in the diabetic groups was observed between the ED and SOD groups. Considering
the control and diabetic groups, SC and EC showed higher values in the areas of tibia compared
to the SOD group. The EOC group showed higher values in this area, compared to the sedentary

diabetic groups (Fig. 6B).

Biomechanical parameters

The stiffness (Fig. 7A), maximum strength (Fig. 7B), and toughness (Fig. 7C) were analyzed in
tibias of the rats as described in Materials and Methods. Similar values for stiffness, maximum
strength, and toughness were observed in the control groups. In diabetic animals, the sedentary
groups had lower values (p < 0.05) of stiffness and toughness, when compared to the ED, but
not the OED group. There were no differences between the SD and SOD, as well as between
ED and EOD groups in these parameters. The maximum strengths in the sedentary groups were
lower (p < 0.05) than those in the ED and EOD groups. The comparison of the control and
diabetic groups showed that all control groups had greater values of stiffness and maximum
strength (p < 0.05) compared to sedentary diabetic groups (SD and SOD). And the maximum
strength result of EOD group was lower compared to EOC group. There were no differences in
stiffness and toughness among all control groups in relation to exercised diabetic groups (ED
and EOD). It was also observed that the control groups (SC and SOC) had increased values of
toughness only in relation to SOD. And this parameter was higher in exercised control groups

(EC and EOC) in relation to the SD and SOD groups.

Discussion

This study showed that RT improved BMD, biophysical properties on bone, glucose levels, and
GLUT4 expression values of osteopenic, as well as non-osteopenic, diabetic rats. The present
data showed that sedentary control groups (SC and SOC) do not differ in their BMD values
compared to the exercised (EC and EOC) groups. The sedentary diabetic groups had lower

BMD values in relation to the control group. These results are in accordance with studies of
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Hamann [32] that demonstrated that the insulin-resistant rat models exhibit low bone mass and
delayed bone regeneration. On the other hand, the exercise program promoted an increase in
BMD in diabetic rats compared to the non-exercised diabetic rats, and the BMD values of these
exercised diabetic rats were similar to the values of all the control groups. Physical exercise has
been used as an important tool in the recovery of bone mass [33]. RT induces changes in BMD
and improvement in the muscle strength, and these alterations are strongly related to the risk of
falling [34] and the present study confirms that this would apply to osteopenic diabetic patients
as well.

The rats used in this study were treated with STZ during the neonatal period to induce
diabetes. This diabetic model resembles the natural course of disecase in humans, since it is
almost asymptomatic at an early age, manifesting mainly in adulthood [35, 36]. The result of
blood glucose analysis in the initial phase of the experiment, before the suspension and RT,
showed that the animals belonging to the DM group had hyperglycemia, confirming the onset of
this disease.

Even though the blood glucose levels in the control groups were similar, the insulinemia
of the SOC group was higher than that of the SC and EC groups. These data demonstrate that
the SOC group is more resistant to insulin, compared to these control groups, as well as in
comparison to the EOC group. This hypothesis was confirmed by the results of the HOMA-IR
analysis. The association between insulin resistance and hyperinsulinemia has been described
extensively in published reports [37, 38]. Based on these results, we can deduce that, in relation
to control groups, the induction of osteopenia can promote IR states, and that exercise can
reverse it. Previous studies have shown that when there is an increase in BMD, serum
osteocalcin concentration also increases [39], and osteocalcin protein levels are positively
correlated to insulin sensitivity [40]. Although some studies indicate that exercise improves
insulin sensitivity [41, 17], this conclusion is not supported by our data, especially in the
comparison between the SC and EC groups and the sedentary and exercised diabetic groups.

However, as described above, RT improves insulin sensitivity in control osteopenic rats.
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Segerstrom et al. [42] verified an improvement in insulin sensitivity in diabetic individuals only
after six months of training, using an exercise of high intensity. Therefore, it is possible that for
osteopenic diabetic animals, we have to increase the intensity of exercise to promote the
improvement of insulin sensitivity.

After RT, both groups of exercised diabetic rats had lower glycemia values in
comparison to SD and SOD groups, and similar values as the sedentary control groups. No
differences in this parameter were found between the ED and EOD groups, as well as between
the SD and SOD groups. Furthermore, in the analysis of these exercised diabetic rats, only the
ED group had similar glycemia values as the EOC group; however, this result was not seen in
the EOD group, which showed higher values of glycemia compared to the EOC group. It seems
that the ED group exhibits better glycemic control than the EOD. It is known that DM increases
blood glucose because of insufficient secretion and insensitivity to the insulin receptor, and
exercise is an important tool used for glycemic control in diabetic patients [43]. Moreover,
physical exercise promotes several beneficial effects on the skeletal muscle, including
improvements in glucose homeostasis [44], lipid metabolism [45], and insulin sensitivity [41].
As described above, the EOD group showed elevated blood glucose levels compared to the EC
and EOC groups. However, the same response was not observed in the ED group, which
showed higher glycemia compared to only the EC group. These data can be explained on the
basis of the results in prior reports, which showed that when BMD is increased, there is a
concomitant increase in serum osteocalcin [39], and that osteocalcin levels are correlated with
the improvement of insulin sensitivity [40]. Our results demonstrated that the BMD was lower
in the OD group than the DM group, soon after hindlimb suspension. Moreover, it is likely that
osteocalcin plasma concentrations were still decreased after RT in EOD, altering the insulin
sensitivity, a change that seems to have persisted even after the exercise period.

During muscle contraction, there is an increase in GLUT4 translocation, independent of
the presence of insulin [15]. The results of the present study showed that the GLUT4 content in

both PM and M were similar among all the control groups, among the exercised diabetic groups,
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and among the sedentary diabetic groups. The exception was the GLUT4 levels in M, which
was lower in the SOD group than in the SD group. In the comparison between control and
diabetic groups, it was observed that the sedentary diabetic groups (SD and SOD) expressed
lower amounts of GLUT4 (in PM) compared to other diabetic groups and all control animals. In
M, similar responses were found, except that SD and EC expressed similar amounts of GLUT4.
Although there are no differences in the GLUT4 content in PM between the ED and EOD
groups, the ED group expressed amounts of GLUT4 (PM) that was similar to that in all the
control groups, whereas the GLUT4 (PM) amount of EOD was similar only to that in the SC
control group. These results may reflect changes in the bone density in EOD after the tail
suspension, which consequently may have changed the level of osteocalcin, and this, in turn,
may have altered the sensitivity to insulin [40], as described previously.

The exercised diabetic groups also showed higher expression of GLUT4 than the
sedentary diabetic animals. A study by Mufioz et al. [16] showed that T2DM decreases GLUT4
protein content. Moreover, other studies showed that rats that were on a RT program exhibited
an improvement in GLUT4 expression in the skeletal muscle during exercise [18], due to the
activation of 5'-AMP-activated protein kinase (AMPK) [15]. In experimental obesity models,
insulin resistance was associated with reduced GLUT4 expression and/or impaired insulin
signaling in skeletal muscle and adipose tissue [46]. GLUT4 facilitates insulin-mediated glucose
uptake in cardiac muscle, and skeletal and adipose tissues [47, 48]. Transgenic mice that do not
express or overexpress GLUT4 exhibit decreased or increased sensitivity to insulin, respectively
[49-51], and this transporter is of fundamental importance for the maintenance of glucose
homeostasis [50, 52].

Some studies have shown that the progression of type 2 diabetes can cause changes in
bone mass. This occurs because hyperglycemia leads to an increase in the concentration of
advanced glycation end products (AGEs) on collagen, which may lead to a reduction in bone

strength [53]. Other mechanisms that may induce a loss of bone mass include hypercalciuria,
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renal insufficiency [54], and low insulin levels, which occur during the progression of diabetes
[55]. The lower concentration and deficient functioning of insulin may impair bone formation,
leading to changes in both BMC and BMD [56]. Our data are in accordance with those of this
study, because bone densitometry performed in 60-day-old rats that belonged to the diabetic
group (DM) showed a decrease in BMC and BMD. These results are also in agreement with
those reported by Arikan [57], who found a decline in the bone condition in diabetic patients.
The authors verified that insulin resistance may have a negative effect on BMD in type 2
diabetics, while the presence of hyperinsulinemia may be associated with low BMD. Cornwal
[58] observed that during hindlimb suspension, bone formation is impaired, which is also
observed in people who stay in bed for long periods.

After 21 days of hindlimb suspension, bone mass was decreased in animals that
belonged to the osteopenic groups (OC and OD) compared to their corresponding controls (CN
and DM). These data showed that the technique and period of suspension were sufficient to
cause BMC and BMD reductions in the tibia. Therefore, these data indicate that the model of
suspension used in the present study was effective enough to cause significant weakness in the
bones, thereby simulating the skeletal changes that may occur in a microgravity environment
[27]. However, there was reversal of bone loss caused by the hindlimb suspension in the
osteopenic control groups at the end of the experiment, compared to their corresponding
sedentary control groups. This reversal effect may be due to the free activity of the rats in the
box for 14 weeks after discontinuation of suspension, following which few histological
characteristics of osteopenia remained in the SOC and SOD groups.

Although some studies [59, 60] suggest that mechanical stresses placed on bone during
muscle contractions have the potential to improve bone health; as mentioned before, the results
of this study showed no differences in the values of BMC, area, and BMD of the sedentary
control groups compared to other exercised control groups. The results obtained in the present
study may be due to the exercise intensity applied and the duration of the training. Similarly, the

study of Bemben [61], performed in estrogen-deficient postmenopausal women who were on an
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RT program, did not verify improvement in bone metabolism, either. Considering the analysis
of the control and diabetic groups, the SD and SOD groups had BMD values lower than all the
control groups, as well the exercised diabetic groups. Furthermore, these exercised diabetic
groups showed no differences in comparison to all the control groups. These data demonstrate
that exercise can improve BMD in diabetic rats. These findings are in accordance with the
studies performed in humans [62, 63] and animals [64, 65] that show that exercise increases the
density, mass, and strength of bones [66]. It is thought that mechanical stress generated by the
exercise plays an important role in the osteogenic response; in other words, the mechanical
tension provided by the exercise is an important stimulus for bone formation and plays an
important role in minimizing bone loss [67]. Moreover, the deleterious effects of diabetes on
bone, as observed above, were reversed by RT, which promoted an increase in the BMD of the
exercised diabetic groups, compared to the sedentary diabetic groups.

Similar to the data for BMC, area, and BMD of the tibia, the control groups showed no
differences in the stiffness, maximum strength, and toughness values in the bone. On the other
hand, sedentary diabetic rats showed maximum strength impairment of the tibia compared to
exercised diabetic groups, and smaller stiffness and toughness compared only to the ED, but not
the EOD group. In comparison to control and diabetic groups, these three parameters decreased
only in sedentary diabetic rats, but not in exercised diabetic rats compared to all the control
groups. Considering stiffness and toughness (energy required to fracture the bone) values, our
data support the conclusion that the bone structure is more fragile in sedentary diabetic animals
when compared to the control animals and the exercised diabetic, but not the EOD groups. At
the same time, it is known that the bone stiffness, maximum strength, and toughness are
important properties that reflect the integrity of the bone.

From the above data, we conclude that exercise reversed bone fragility in the exercised
diabetic group. Furthermore, the EOD group did not have the same response. This difference in
the response may be due to the decrease in the osteocalcin plasma levels in the EOD group,

which likely interferes with the improvements in BMD and the mechanical properties of bone.
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The decrease in the stiffness in diabetic animals reflects the changes in the bone properties due
to changes in insulin action [68], thereby interfering with mineralization, BMC, BMD, and
maximum strength of bone [69, 70]. Bone health is important for avoiding fractures [71]. RT,
when practiced regularly, can increase muscle strength, which eventually protects against falls
[72], contributing to glucose homeostasis and an increase in the GLUT4 content. The lack of
load in diabetic patients may promote deleterious changes in bone metabolism. Therefore,
particular attention needs to be paid to diabetic patients who have undergone no-load situations,
as in the case of bedridden individuals, to ensure that exercise programs such as RT are applied
to improve bone health. Moreover, exercise can be an important therapy that can restore many

changes resulting from osteopenia and diabetes.

Conclusion

In conclusion, we can emphasize the importance of RT therapy in individuals with type 2
diabetes. Our data show that RT improves the quality of the bone tissue and glycemic control,
as well as increases the GLUT4 content. Furthermore, we recommend that osteopenic diabetic
patients receive particular attention, given that the period and intensity of the RT program
applied in this study did not provide the same responses between osteopenic and not non-

osteopenic diabetic animals.
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Figure Legends

Fig. 1. Histological analysis of the tibia. The tibias of the following groups were evaluated by histological
examination: (a) sedentary control (SC), (b) sedentary osteopenic control (SOC), (c) exercised control
(EC), (d) exercised osteopenic control (EOC), (e) sedentary diabetic (SD), (f) sedentary osteopenic

diabetic (SOD), (g) exercised diabetic (ED), and (h) exercised osteopenic diabetic (EOD).

Fig. 2. Evaluation of glycemia and insulin. (a) Initial (in 60-day-old rats) glycemia (mg/dL) of control
(CN) and diabetic (DM) groups are shown. The results are expressed as the mean + SEM, n = 32. (b) The
plasma glycemia (mg/dL), (c) insulin (mg/dL), and (d) HOMA-IR after RT of the following groups:
sedentary control (SC), sedentary osteopenic control (SOC), exercised control (EC), exercised osteopenic
control (EOC), sedentary diabetic (SD), sedentary osteopenic diabetic (SOD), exercised diabetic (ED),
and exercised osteopenic diabetic (EOD). The results are expressed as mean £ SEM, n = 8. Values of p <
0.05 were considered statistically significant; values not sharing a common character are significantly

different.

Fig. 3. GLUT4 content in (a) plasma membrane (PM) and (b) microsome (M) after RT of the following
groups: sedentary control (SC), sedentary osteopenic control (SOC), exercised control (EC), exercised
osteopenic control (EOC), sedentary diabetic (SD), sedentary osteopenic diabetic (SOD), exercised
diabetic (ED), and exercised osteopenic diabetic (EOD). The results are presented as mean + SEM, n = 8.
Values of p < 0.05 were considered statistically significant; values not sharing a common character are

significantly different.

Fig. 4. Bone mineral density analyzed by dual X-ray absorptiometry emissions (DXA) before the period
of tail suspension in the control (CN) and diabetic (DM) groups. (a) Bone mineral content (g), (b) total
area (cm’), and (c) bone mineral density (g/cm?) are shown. The results were presented as the mean +

SEM, n = 32, *p <0.05, DM vs. CN.

Fig. 5. Bone mineral density analyzed by DXA after the period of tail suspension in the following groups:
control group (CN), osteopenic control (OC), diabetic (DM), and osteopenic diabetic (OD). Bone mineral

content (g) (A), total area (cm?) (B), and bone mineral density (g/cm”) (C) are shown. The results are
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presented as the mean + SEM, n = 16. Values of p < 0.05 were considered statistically significant; values

not sharing a common character are significantly different.

Fig. 6. Bone mineral density analyzed by DXA after RT in the following groups: sedentary control (SC),
sedentary osteopenic control (SOC), exercised control (EC), exercised osteopenic control (EOC),
sedentary diabetic (SD), sedentary osteopenic diabetic (SOD), exercised diabetic (ED), and exercised
osteopenic diabetic (EOD). (a) Bone mineral content (g), (b) total area (cm?), and (c) bone mineral
density (g/cm?) are shown. The results are presented as the mean + SEM, n = 8. Values of p < 0.05 were

considered statistically significant; values not sharing a common character are significantly different.

Fig. 7. Biomechanical properties of the rat tibia evaluated by flexion test 3 points after RT in the
following groups: sedentary control (SC), sedentary osteopenic control (SOC), exercised control (EC),
exercised osteopenic control (EOC), sedentary diabetic (SD), sedentary osteopenic diabetic (SOD),
exercised diabetic (ED), and exercised osteopenic diabetic (EOD). (a) Extrinsic stiffness (x10° N/m), (b)
Fmax (N) - maximum strength, and (c) energy to fracture (mJ) are shown. The results are presented as the
mean £ SEM, n = 8. Values of p < 0.05 were considered statistically significant; values not sharing a

common character are significantly different.
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Fig. 5
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Fig. 6
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