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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos provocados pelo diabetes tipo 1 (DM1) nos
fémures de ratos, pela densitometria dssea e ensaio biomecanico. Foram utilizados 22 animais
(Rattus norvegicus albinus), separados aleatoriamente em: C (grupo controle) e D (grupo
diabético). Para provocar o DML, os animais receberam estreptozotocina dissolvida em
tampéo citrato a 0,01M, pH 4,5, em uma concentracdo de 35mg/Kg, em dose Unica, pela via
endovenosa. Apds 4 semanas da inducdo, os animais foram sacrificados e os fémures
congelados (-20°C). Foram realizados testes biomecéanicos, para a determinagdo da Forga
Méaxima (Fméax) e Rigidez, e analise densitométrica para a obtencdo da Densidade Mineral
Ossea (DMO) e Contetdo Mineral Osseo (CMO). O teste t de Student acusou diferencas
significativas na DMO (p=0,0190), CMO (p=0,0264) e Fmax (p=0,0137) entre 0s grupos.
Desta maneira conclui-se gque, de acordo com a metodologia usada neste trabalho, o diabetes
tipo 1 induzido provocou uma maior fragilidade nos fémures.
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EVIDENCE OF BONE WEAKNESS IN TYPE 1 DIABETES RATS: STUDY
DENSITOMETRIC AND BIOMECHANICAL

ABSTRACT

The purpose of this paper was to evaluate the effects caused by type 1 diabetes (DML1) in the
femurs of rats by bone density and biomechanical testing. We used 22 animals (Rattus
norvegicus albinus), which were separated randomly into: C (control group) and D (diabetic
group). To induce type 1 diabetes, the animals received streptozotocin dissolved in citrate
buffer 0.01M, pH 4.5, at a concentration of 35mg/kg, single dose, by intravenous injection.
After 4 weeks of induction, the animals were sacrificed and the femurs frozen (-20° C).
Biomechanical test were performed to determine the maximum force (Fmax) and stiffness,
and densitometry analysis, to obtain the bone mineral density (BMD) and bone mineral
content (BMC). The Student t test acknowledged significant differences in BMD (p =
0.0190), CMO (p = 0.0264) and Fmax (p = 0.0137) between groups. Thus it follows that,
according to the methodology used in this work, the induced type 1 diabetes led to a greater
fragility in the femurs.
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PRUEBAS DE DEBILIDAD OSEA EN RATAS DIABETICAS TIPO 1: ESTUDIO
DENSITOMETRICO Y BIOMECANICO

RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar los efectos causados por la diabetes tipo 1 (DM1) en el
fémur de ratas por la densidad 6sea y las pruebas biomecéanicas. Se utilizaron 22 animales
(Rattus novegicus albinus), fueron aleatoriamente separados en: C (grupo control) y D (grupo
de diabéticos). Para inducir la diabetes tipo 1, los animales recibieron estreptozotocina
disuelto en tampon citrato 0,01 M, pH 4,5, a una concentracion de 35mg/kg, dosis Unica, por
via intravenosa. Después de 4 semanas de induccion, fueron sacrificados y los fémures
congelados (-20° C). Pruebas biomecénicas se realizaron para determinar la fuerza maxima
(Fmax) la rigidez, y la analisis densitometrica, para obtener la densidad mineral 6sea (DMO)
y contenido mineral 6seo (CMO). La prueba t de Student acusa diferencias significativas en la
DMO (p = 0,0190), CMO (p = 0,0264) y Fmax (p = 0,0137) entre los grupos. Por lo tanto, se
deduce que, de acuerdo con la metodologia utilizada en este estudio, el diabetes tipo 1
inducido llevé a una mayor fragilidad en el fémur.

Palabras claves: densidad mineral ésea, diabetes, prueba biomecéanicas, 6seo

O diabetes mellitus tipo 1 (DM1) causa desequilibrio metabdlico afetando varios
sistemas, e comprometendo o crescimento e desenvolvimento 0sseos. A insulina participa no
metabolismo &ésseo e, por estar presente nos osteoblastos, quando alterada exerce influéncia
direta sobre o crescimento epifiseal, causando diminuicdo da velocidade do pico de
crescimento na puberdade, aumento do risco de osteopenia, fraturas e reparo 6sseo atrasado
(1,2). Neste trabalho objetivou-se quantificar os efeitos provocados pelo DM1 nos fémures de
ratos, analisando pardmetros mecanicos e densitométricos. Esta pesquisa foi aprovada pelo
Comité de Etica da Universidade Estadual Paulista “Jilio de Mesquita Filho” (n° 2007-
007842). Foram selecionados aleatoriamente 22 ratos machos (Rattus norvegicus albinus),
com massa corporea de aproximadamente 250g, mantidos sob temperatura controlada de 24°C
e alimentados com racdo sélida e agua a vontade. Sob jejum, o diabetes foi induzido em 11
animais (D) por inoculacdo de estreptozotocina (dissolvida em tampdo citrato a 0,01M, pH
4,5, na concentracdo de 35mg/Kg) pela via endovenosa. O grupo C (n=11) recebeu inoculagao
de tampdo de citrato via endovenosa. A glicemia foi avaliada 5 dias ap6s o tratamento e antes
do sacrificio, utilizando glicosimetro portatil calibrado®. Foram considerados diabéticos ratos
com glicemia superior a 350mg/dl. Ap6s quatro semanas da inducdo, os animais foram
sacrificados com injecdo intramuscular por dose excessiva de Cloridrato de Xilazina e
Cloridrato de Cetamina, tendo seus fémures removidos e armazenados em solugdo isotbnica
de sodio a 0,9% a temperatura de -20°C.

Para a analise densitométrica utilizou-se densitbmetro de dupla emissdo de raios-X
(DXA), modelo DPX-ALPHA?, com software especial para pequenos animais (3), sendo
determinado o0 CMO e a DMO em toda a area do 0sso. No ensaio mecénico foi utilizada a
méquina universal de ensaio EMIC®, modelo DL 3000. A carga foi aplicada a uma
velocidade de 5 mm/min. A distancia entre os apoios foi de 20mm e a célula de carga
utilizada foi de 2000 N (4). Foram avaliados a Fmax admitida pelo fémur e sua rigidez (pela
inclinacdo da curva na fase elastica).
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Utilizou-se o teste t de Student, para comparar os dados dos grupos C e D. A anélise
estatfstica foi realizada no programa GraphPAd Instat® versao 3.06. O nivel de significancia
adotado foi de 5%.

Como néo foram encontradas diferengas entre os resultados para os fémures direito e
esquerdo estes foram agrupados passando o nimero amostral para 22 0ssos em cada grupo.

Os grupos ndo apresentaram diferencas quanto ao tamanho dos 0ssos (p= 0,7255), mas
tanto DMO quanto o CMO do C foram maiores que o D (p=0,019 e p=0,0264,
respectivamente). O D apresentou valor de Fméax menor que o C (p=0,0137), mas a rigidez
ndo apresentou diferenca (p=0,8026) (Tabela 1).

Densitometria Ossea e Ensaio Mecanico

Tabela 1. Valores da média e desvio padrdo da Densidade Mineral Ossea (DMO), Contetido
Mineral Osseo (CMO), Area, Forca Maxima (Fméax) e Rigidez (R) obtidos para os grupos
diabético e controle.

Grupo DMO (g/cm2)  CMO (g) Area (cm?) Fméax (N) R (N/mm)
Controle 0,164+0,023 0,216+0,034 1,315+0,154 105,10£16,69 197,96+50,43
Diabético 0,142+0,035 0,184+0,052 1,299+0,135 91,63+16,24 201,51+36,65
P 0,019 0,0264 0,7255 0,0137 0,8026
Teste T Student (P>0,05)

Tanto a DMO quanto o CMO diminuem no D, sugerindo que a estrutura 6ssea esta mais
fragilizada o que corrobora com Thrailkill et al. (5), que observaram a interferéncia do DM 1
no tecido 6sseo. Essa fragilidade foi comprovada ao se obter Fmax nos fémures do D menor
que C, podendo assim associar a fase de mineralizacdo das fibras colagenas do tecido ésseo, 0
qual estava em constante remodelacdo, que ap6s o estabelecimento da DM torna o tecido

0sseo cada vez menos resistente, mais susceptivel a fratura, interferindo assim na integridade
biomecénica do 0sso (6).

A deficiéncia insulinica, por sua vez, pode restringir o nimero e a atividade dos
osteoblastos e dos osteoclastos (7) resultando na fragilidade das propriedades biomecanicas dsseas. NO
entanto, a administracdo da insulina em organismo diabético, revertendo os niveis glicémicos,
podendo prevenir e reverter os efeitos na producdo protéica, melhorando o metabolismo do
tecido conjuntivo (8), evitando assim o atraso na deposi¢cdo de minerais nas trabéculas dsseas
recém formadas (7).

De acordo com a metodologia empregada, concluiu-se que o diabetes mellitus tipo 1
promoveu maior fragilidade nos fémures de ratos.
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