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ESTUDO DA FRAGILIDADE DE FEMURES DE RATOS DIABETICOS PELA
ANALISE DENSITOMETRICA E BIOMECANICA

RESUMO: Diabetes é uma desordem metabdlica que interfere no tecido
0sseo. Objetivou-se avaliar a fragilidade de fémures de ratos diabéticos tipo 1
(DM1), pela densitometria e ensaio biomecéanico. Foram utilizados 22 animais
(Rattus novegicus, albinus, Wistar), com aproximadamente 250 gramas,
divididos em grupo: Controle e Diabetes aleatoriamente. A DM1 foi inoculada
pela estreptozotocina dissolvida em tampédo citrato a 0,01M, pH 4,5, na
concentracdo de 35mg/Kg na via peniana. Apds 4 semanas da inducgdo, foram
sacrificados e os fémures desarticulados. Para analise densitométrica utilizou-
se densitbmetro DPX Lunar ™, para densidade radiografica o sistema digital
Digora®. No ensaio mecanico usou a maquina universal de ensaio EMIC® na
regido diafisaria do fémur. Os resultados passaram por andlise estatistica, teste
t de Student, paramétrico e ndo pareado, onde o Conteido Mineral Osseo (g),
Densidade Mineral Ossea (g/cm?), Densidade Ossea (mmAl), Forca Maxima
(N) observadas nos fémures de portadores de diabetes foi inferior ao grupo
controle comprovado estatisticamente. Na Rigidez (x10°N/m) e na Area (cn?)
ndo houve diferengca estatistica. Conclui-se que o diabetes tipo 1 causou
fragilidade nos fémures dos ratos, reduzindo sua densidade mineral e

consequentemente sua resisténcia mecanica.

Palavras-Chave: densidade mineral 6ssea, densidade radiografica, diabetes

tipo 1, ensaio biomecanico, estreptozotocina.



STUDY OF FRAGILITY IN RATS FEMURS DIABETES BY ANALYSIS
DENSITOMETRY AND BIOMECHANICAL

SUMARY: Diabetes is a metabolic disorder that interferes with bone
mass reducing the minerals density and consequently its mechanical strength.
Our objective was to evaluate the femurs fragility in rats with type 1 diabetes
(DM1)by densitometry and biomechanical tests. A total of 22 animals (Rattus
novegicus, Albinus, Wistar), with approximately 250 grams were divided into
group: Control and Diabetes. In-group Diabetes animals received streptozotocin
dissolved in citrate buffer 0.01 M, pH 4.5, at a concentration of 35 mg/kg single
dose in the penile vein. After 4 weeks of induction, the animals were sacrificed
and the femurs were disarticulated for biomechanical analysis (Maximum
Strength and stiffness) and densitometric analysis (Bone Mineral Density, Bone
Mineral Content and Area). For densitometric analysis was used densitometer
Lunar DPX ™ for the radiographic density digital Digora®. The biomechanical
analysis used the universal testing machine EMIC ® in the femoral shaft. The
results passed through statistical analysis, Student t test, parametric and non-
paired where of bone mineral content (g), bone mineral density (g/cm?), Bone
Density (mmAl) Maximum Force (N) observed in the femurs of diabetic patients
was lower than the control group accused significative differences. In Stiffness
(x10°N/m) and Area (cm?) there was no statistical difference.. Concluded that
type 1 diabetes has caused weaknessin the femurs of mice, reducing its mineral

density and consequently its mechanical strength.

Keywords: bone mineral density, radiographic density, type 1 diabetes,

biomechanical test, streptozotocin.
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1 INTRODUCAO

O interesse em pesquisar caracteristicas biomecéanicas e propriedades
fisicas dos ossos de diabéticos se originou em razéo da necessidade de avaliar
0 quanto o diabetes interfere no desenvolvimento da estrutura 6ssea sendo
esta uma das deficiéncias mais comuns encontradas na populagdo humana,
atingindo aproximadamente 151 milh6es de pessoas mundialmente (ZAGURY,
2004) sendo 5% a 10% diabetes tipo 1 (DM1) e 90% a 95% diabetes tipo 2
(DM2) dos atingidos (BROTMAN; GIROD, 2002; VERHAEGHE et al., 2002).

Diabetes Mellitus € uma desordem metabdlica, cuja caracteristica € a
deficiéncia absoluta ou relativa de insulina que altera o funcionamento de
tecidos como: figado, muasculos esqueléticos, tecido adiposo, tecido
cartilaginoso e 0sseo, incluindo o sistema renal e cardiovascular (GOMES,
2005; BROTMAN; GIROD, 2002; VERHAEGHE et al., 2002).

O crescimento 6sseo endocondral e a remodelagdo 6ssea mostram
significativas alteracdes no DM1 e DM2. A DM1 é causada pela destruicdo
auto-imune das células beta do pancreas, assim a uma deficiéncia absoluta na
producdo de insulina; j& a DM2 é a forma mais prevalente de diabetes, sua
fisiopatologia varia largamente entre hiper e hipoinsulinemia (BROTMAN;
GIROD, 2002; PIETSCHMANN et al., 2007; VERHAEGHE et al., 2002).

Segundo Bezerra, (2005), o DM1, esta associado a uma diminuicdo do
tecido 6sseo, com aumento a predisposi¢do a fraturas.

A osteoporose € a diminuicdo da massa 6ssea por unidade de volume
do osso mineralizado (HODGSON, 2005) e seus efeitos aparecem na terceira
idade, mas a predisposi¢ao se inicia na infancia e adolescéncia onde ocorre a
maxima incorporacdo de conteddo mineral 6sseo de até 80% (GOLDBERG,
SILVA, 2004).

A expectativa de vida dos diabéticos tem aumentado devido a cuidados
médicos, uso de farmacos, pratica de atividades fisicas, dentre outras. A maior

expectativa de vida gera aumento na incidéncia de fragilidade 6ssea. Existem
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evidéncias de que pacientes com DM1 tém alto risco para certos tipos de
fraturas (MEIER et al., 2005; SZULC et al., 2007).

Segundo Reddy et al, (2001), pacientes com diabetes mellitus
apresentam alto risco para fraturas por causa do comprometimento da
integridade estrutural comparando com individuos saudaveis. Nesse estudou
avaliou a integridade estrutural do fémur e da tibia em ratos diabéticos
induzidos pela estreptozotocina. Com os resultados obtidos garantem que o
diabetes esta correlacionada com a mecanica de deteriorizacdo do 0sso,
apresentando assim 0ssos com a integridade biomecéanica menor.

O principal efeito na patogénese das anormalidades Osseas na
deficiéncia de insulina relaciona-se a formacdo Ossea. Em modelos
experimentais de DM1 foi encontrado diminuicdo no niumero de osteoblastos e
no “turnover 0sseo” — remodelacdo Ossea, acompanhado por reducdo no
conteddo mineral (MEIER et al., 2005; SZULC et al., 2007).

Com a crescente longevidade, obesidade e o0 sedentarismo da
populagéo, a prevaléncia da DM tem aumentado. Diante disso, € imprescindivel
que os profissionais estejam cientes dos danos causados pelo diabetes a
estrutura 6ssea, especialmente quando necessitarem avaliar o nivel de sua
fragilidade (LERARIO, 2004).

A fragilidade 6ssea procede da redugéo da sintese protéica, diminuindo
as fibras colagenas, resultando em um osso quebradico e suscetivel a fraturas.
A perda da massa 6ssea causa deformidades na flexibilidade, forca muscular,
equilibrio, coordenacéo, que provocam risco elevado para quedas, declinio
funcional, podendo ocasionar dor, rigidez (TORTORA e GRABOWSKI, 2002).

Esse trabalho objetivou quantificar a fragilidade o6ssea nos ratos

diabéticos através do ensaio biomecéanico e densitométrico.
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2 OBJETIVO

O objetivo desse trabalho foi verificar, por meio de ensaio mecéanico e
densitométrico, se o diabetes tipo 1 interfere na fragilidade 6ssea de fémures

de ratos machos.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Tecido Osseo

O modelamento 6sseo ocorre na fase de desenvolvimento neonatal com
aumento do tecido esquelético e o remodelamento ocorre para a maturacado
0ssea continuar ou se contrapor a reabsorcdo Ossea (CENTRELLA et al.,
1990).

O tecido 6sseo é formado por matriz e células sendo elas os ostedcitos,
0s osteoblastos, os osteoclastos. Os osteoblastos s&o células de origem
mesenquimal e estdo localizadas nas margens Osseas com a funcdo de
produzir matriz orgénica, coldgeno e glicoproteinas. Os ostedcitos sé&o
osteoblastos encapsulados, que apds a maturagdo, ficaram presos dentro da
matriz mineralizada, mas que ainda mantém contato com outras células através
de ramifica¢cdes do citoplasma, mantendo assim uma funcionalidade fisioldgica
do tecido tendo por funcdo a manutencéo da integridade da matriz 6ssea. Os
osteoclastos sdo responséveis pela reabsor¢cdo Ossea, mantendo uma
constante remodelagcdo Ossea; sdo células gigantes multinucleadas. Em
sinergia com os osteoblastos promovem a remodelagdo 6ssea (JUNQUEIRA,
CARNEIRO, 1999). O balango entre os osteoclastos e osteoblastos é
necessario, porque se a atividade dos osteoclastos predominarem 0 0SSO
torna-se mais fragil, mas se a atividade dos osteoblastos prevalecerem o 0sso
torna-se mais forte e denso (GUYTON; HALL, 2006).

Os principais horménios reguladores do metabolismo 06sseo séo:
horménio da paratire6ide (PTH), 1,25(OH), vitamina D, calcitonina, horménio
do crescimento (GH), glicocorticéides, hormdnios tireoidianos, insulina,
hormonios gonadais, reguladores locais (LORENZO et al., 2008).

A matriz 6ssea € uma substancia do tecido 6sseo que contém lacunas
onde de encontram os ostedcitos. Ela é formada por uma parte inorgéanica

correspondente a 65%, que proporciona resisténcia e rigidez ao 0sso e outra
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parte organica que corresponde a 35% representada pela flexibilidade 6ssea. A
inorganica é principalmente constituida por ions de célcio e fosfato, mas pode
também encontrar ions de potassio, magnésio, citrato, sédio e bicarbonato. Em
estudos de difracdo de raios x o célcio e o fosfato formam cristais os quais
apresentam estrutura de hidroxiapatita. A parte organica da matriz é constituida
por grande quantidade de fibras colagenas tipo | (95%) e uma pequena
quantidade de glicoproteinas e proteoglicanas. As fibras de colageno estendem
principalmente ao longo das linhas de forcas de tensdo, 0 que proporciona ao
0SSO sua vigorosa resiténcia a tracdo (GUYTON; HALL, 2006).

O tecido 6sseo é constituido por 80% de osso cortical e 20% de 0sso
trabecular (BERNE; LEVY, 1996). O osso cortical € compacto encontrado em
0ssos longos, colo femoral e na parte distal do radio. O trabecular € formado
por inUmeras traves 0sseas com aspecto esponjoso, suscetivel as alteracdes
da massa 0Ossea, estando presente nas vértebras, cranio e pélvis (AIRES,
1999).

Na estrutura 6ssea ocorre o depésito de calcio, fésforo e em menor
quantidade sodio, magnésio e potassio. Esses minerais misturados com a dgua
fazem com que haja formacao de um tecido rigido (HODGSON, 2005). O 0sso
€ um tecido vivo que se renova durante toda a vida, sendo auto remodelador
(turnover 0Osseo0), alterando suas propriedades e geometria em resposta as
mudancas na demanda mecéanica (LIRANI, 2004, HODGSON, 2005). Os
osteoblastos séo responsaveis pelo processo de formacdo 6ssea, enquanto 0s
osteoclastos pelo processo de reabsorcdo 6ssea (GUYTON; HALL, 2006).

As modificagcbes sdo devido aos processos de crescimento,
desenvolvimento, remodelacdo Ossea, por causa dos danos causado pelo
desgaste 6sseo (AIRES, 1999; HODGSON, 2005).

A remodelagem é um dos principais mecanismos da manutencdo da
homeostasia do calcio no processo de renovagdo O6ssea nos adultos.
Aproximadamente 15% da massa 6ssea total é renovada a cada ano com o
processo de remodelagem (BERNE; LEVY, 1996).
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A deposicéo de osso é parcialmente regulada pela quantidade de tensédo
mecéanica a ele imposta, 0S 0sSS0OS com maior tensdo e maior curvatura
proporcionam osteoblastos mais ativos, portanto, sdo mais fortes e mais
resistentes.

Muitas atividades do organismo s&o reguladas pelos hormoénios
produzidos pelo sistema enddcrino. A deficiéncia desse esta associada com o
crescimento e a manutencao éssea, podendo interferir na remodelacéo 0ssea;
€ 0 que ocorre na DM1 que esta ligada a perda da massa 6ssea (HODGSON,
2005).

3.2 Diabetes Mellitus

Diabetes Mellitus € o termo que se refere a um grupo de desordens
metabdlicas complexas dos carboidratos, lipideos e proteinas. Além da
hiperglicemia, possui como sintomatologia: polidipsia, polidria e glicosuria.

Em 1500 a.C, quando se descobriu o primeiro caso de diabetes, o termo
Diabetes originou-se da palavra grega “cifao” que significa tubo para aspirar
adgua. Tal nome se deve a propria sintomatologia da doenca, por provocar sede
intensa e grande quantidade de urina. O diabetes s6 adquire a terminologia
mellitus no século | d.C., Mellitus, em latim, que significa mel, pelo fato da urina
ser considerada “doce” (KAHN et al., 2009).

O diabetes é um problema de importancia crescente na saude publica
em varios paises do mundo sendo que nos Estados Unidos sédo estimados
cerca de 20 milhdes de diabéticos, aproximadamente 7% da populagdo. Na
América Latina a prevaléncia em adultos estipula-se entre 6% a 8%
(BARCELO; RAJPATHAK, 2001). Segundo a sociedade brasileira de diabetes,
no Brasil existem 8 milhdes de portadores de diabetes.

O diabetes € um disturbio desencadeado pela falta ou pela resisténcia
da secrecgao e/ou agéo da insulina. Os tipos mais comuns da doenca descritos

na literatura séo o tipo 1 e o tipo 2. O tipo | ocorre entre 5% a 10% dos casos e
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geralmente resulta da destruicdo auto-imune das células beta do pancreas
levando assim a uma deficiéncia absoluta na producdo de insulina (NORDIN;
FRANKEL, 2003; REPORT, 2000).

No DML1, é caracterizado pela produgdo de anticorpos a insulina (auto-
imune), por motivo desconhecido, o organismo sofre uma desordem
metabdlica, e suas células de defesa atacam e destroem as células do
pancreas, ocasionando a diminuigéo ou a falta de insulina, fazendo com que a
glicose ndo entre nas células permanecendo na circulagdo sanguinea
(LUCIRIO; WUSTHOF, 2000).

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (2003), o DM1 ocorre
quando o sistema imunitario acomete as células beta do pancreas levando a
uma diminuicdo ou absoluta deficiéncia de insulina, sendo mais frequente na
fase infanto-juvenil, por volta dos 7 anos, por um processo auto-imune ou
idiopético. Que é caracterizado pela produgdo de anticorpos a insulina, mas
também pode ocorrer em pessoas com mais idade, muitas vezes por fatores
hereditarios ndo estando relacionado com habitos de vida ou alimentares
errbneos, com sintomatologia definida onde os enfermos perdem peso.

Com relacdo ao diabetes tipo I, os niveis de insulina variam largamente
entre hiper (fase pré-diabética) e hipoinsulinemia (fraco diabetes). Estudos
epidemiolégicos indicam que além dos fatores genéticos, os fatores ambientais,
como aumento de peso e o sedentarismo, estariam relacionados a uma
reducdo da sensibilidade periférica a insulina (resisténcia) que, por sua vez,
est4 relacionado ao aumento da secre¢do compensatéria de insulina. Assim, a
pessoa pode permanecer com aumento de insulinemia e ainda com glicemia
normal em jejum e até mesmo poés-alimentar por periodo prolongado. Caso
este processo persista, causara reducdo gradual da capacidade do pancreas
de fabricar insulina. Na fase seguinte, a glicemia comeca a aumentar
principalmente apds a alimentacao (hiperglicemia pés-prandial). Finalmente, a
glicemia em jejum se eleva e a hiperglicemia mantida pode agravar a
glicotoxidade em todos os tecidos e também nas células que fabricam insulina

no pancreas, podendo reduzir a produgéo de insulina (hipoinsulinemia). Assim,
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toda sequéncia termina em glicemia de jejum aumentada, ou seja, aparece 0
diabetes como é conhecido (COSTA; ALMEIDA NETO, 2004; PIETSCHMANN
et al., 2007).

O diabetes mellitus tipo 2 (DM2) apresenta-se com capacidade
insuficiente na absor¢cdo de glicose por causa do mau funcionamento ou
diminuicdo dos receptores das células alvo, porém o péancreas continua
produzindo a insulina normal. Tendo como fatores cooperativos o mal habito
alimentar e a vida sedentéaria, o DM2 faz com que o organismo fique resistente
a acgédo da insulina chegando as vezes a ter que fazer terapia com insulina para
um controle metabdlico adequado. Tal situacdo ocorre em pessoas mais velhas
(acima dos 40 anos) é conhecida por Diabetes Tardios, apresentando lenta e
progressiva resisténcia dos musculos, figado e tecido adiposo (GUYTON;
HALL, 2006).

A gordura afeta o figado, que desempenha o papel de armazenar a
glicose que ndo é utilizada no organismo. Se comprometido, pode retornar a
corrente sangliinea um acucar modificado, imperfeito, sem condi¢cdes de
introduzir-se nas células. Outro fato propenso no diabetes é a senilidade, pois
com a velhice, as células perdem de forma natural a habilidade de capturar a
glicose na corrente sanglinea. Acredita-se que, acima dos 60 anos,
aproximadamente 17% das pessoas tornem-se diabéticas (LUCIRIO;
WUSTHOF, 2000).

Outros tipos de diabetes menos comuns, assim, como o tipo Il. No
diabetes Gestacional ocorre a intolerancia a glicose durante a gestacéo,
podendo ou ndo permanecer apds o parto. No tipo Insipidus ocorre a
deficiéncia do horménio antidiurético e nao ha aumento da glicose sérica, o0 que
leva ao aumento da eliminacédo de urina.

Diabetes Mellitus relaciona-se a multiplos fatores tais como obesidade,
sedentarismo, hereditariedade, estresse, virus, idade, doengas pancreatica e
hepatica (GOMES, 2005).

Para reconhecer o papel da insulina, € necesséario observar que a

glicose, ao penetrar na corrente sanguinea, é enviada as células onde ocorre a
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oxidacgdo celular para ser utilizada como energia. Essa glicose pode também
ser armazenada no figado, masculo e no tecido adiposo. O transporte da
glicose da corrente sanguinea para o interior das células alvos depende da
insulina que se localiza nos receptores das membranas celulares. Quando esse
transporte ndo é possivel pela auséncia ou redugdo da insulina ocorre a
hiperglicemia (MAHAN; KRAUSE, 1994).

O hormoénio insulina, portanto, determina as modificagbes na
homeostasia do meio interno, controla o metabolismo dos substratos
energeéticos, tem efeitos anticatabdlicos e anabdlicos que facilita a captagéo,
utilizagc&o e armazenamento dos substratos (AIRES, 1999; DOUGLAS, 2006).

O controle da concentracdo de glicose no sangue é realizado por dois
horménios produzidos pelo pancreas: a insulina e o glucagon. O péancreas é
uma glandula mista que apresenta funcdo exdcrina que através dos &cinos
secretam enzimas digestivas no interior do duodeno e funcdo endocrina do
pancreas que tem em sua estrutura as ilhotas de Langerhans que armazenam
células das quais secretam horménios como insulina pelas células beta, o
glucagon pelas células alfa e as células delta que secretam somatostatina na
circulagédo sanguinea (GOODNER; RUSSEL, 1965).

A insulina altera o potencial das menbranas tornando-as permeaveis a
glicose. O glucagon atua no metabolismo da glicose no figado, estimulando a
glicogendlise, a gliconeogénese. Estimula a utilizagdo da glicose pelo muasculo,
aumenta a sintese da proteina e do glicogénio, estimula a captagdo de
aminoacidos e reduz a protedlise, ocorrendo o débito de aminoacidos. No
tecido adiposo, estimula a captacao, sintese e esterificagdo de acidos graxos e
reduz a lipolise (BERNE; LEVY, 1996; GUYTON; HALL, 2006).

A concentragdo de glicose sanguinea em jejum é dentro da faixa de 80 a
90 mg/dl de sangue e apds a refeicdo, comumente os valores ndo devem
ultrapassar 160-180 mg/dl (GUYTON; HALL, 2006).

A insulina é um agente anabdlico que promove a proliferagdo de

osteoblasto, sintese de coldgeno e a producéo de fosfatase alcalina (DUARTE,
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2005). Zhang et al., 2008 revelaram que o baixo teor de Ca, P, Mg, K, e Sr em
diabéticos esta associado com a diminuicdo da DMO.

O diabetes com o passar do tempo acomete alteragdes vasculares, por
causa do mau controle metabdlico e da perda éssea. No DM sé&o elevadas as
taxas de glicagdo (quando adere de glicose com proteina), sendo esse o
acumulo cruzado dos derivados da glicose nas fibras colagenas, e com isso, o
tecido 6sseo € um dos grandes acometidos (MAINARDES et al., 2007; REDDY,
2003;).

3.3 Tecido Osseo e Diabetes

O DML1 esta associado a reducgdo do tecido 6sseo, patologias como a
microangiopatia, o déficit controle glicémico, insulinopenia, fraca regulacéo do
metabolismo mineral e desordens intrinsecas (DUARTE et al., 2005;
VERHAEGHE; BOUILLON, 2002).

Segundo Duarte et al., (2005) e Brown; Sharpless, (2004), o diabetes
mellitus induzido pela estreptozotocina diminui significativamente o ndmero de
osteoclastos e o volume de osso formado nos animais diabéticos comparado
ao grupo controle. Como pode ser observado no estudo de Ivers et al. 2001;
Vargas et al.,, 2003 a diminuicdo da massa Ossea € propensa a riscos de
fraturas em DM 1.

O tempo de evolugéo do diabetes tem influéncia negativa tanto na
densidade mineral 6ssea quanto em parametros histomorfométricos no fémur
de ratos diabéticos aloxanicas como a espessura de trabéculas, distancia
intertrabecular e volume do osso trabecular. Estudos histomorfométricos em
diabetes induzido por estreptozotocina mostraram que a formacdo Ossea é
muito baixa ou ausente, o que se aplicam em as todas as superficies:
trabecular-endostal, endocortical e periostal (BROWN; SHARPLESS, 2002;
DUARTE et al., 2005; INZERILLO; EPSTEIN, 2004; VERHAEGHE; POILLON,
2002).
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O osso € um tecido duro ou mineralizado que apresenta alta resisténcia
sendo considerado apropriado para constituir o esqueleto, proteger e suportar
orgdos assim como proporcionar flexibilidade corporal. A sua rigidez e
resisténcia devem-se a alta impregnacdo mineral de matriz de ostedide
particularmente de coldgeno (DOUGLAS, 2006).
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4 MATERIAL E METODOS

Os ossos foram fornecidos por Borrasca, (2007), do departamento de
cirurgia e Traumatologia Buco-Maxilo-Facial que utilizou os ratos em sua
dissertacdo de acordo com os Principios éticos na experimentagcdo Animal o
tendo o comité de ética sob o protocolo n°. 2007-007842 apresentada a
Faculdade de Odontologia da Universidade Estadual Paulista - UNESP /
Campus de Aracatuba — SP, no dia 23 de outubro de 2007.

Essa pesquisa foi realizada no laboratério de biofisica, sendo aprovada
pela Comissdo de Etica na experimentacdo animal, sob protocolo n°. 2007-
007842 da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Campus
Aragatuba, no dia 08 de abril de 2009.

Foram utilizados 22 ratos machos (Rattus norvegicus albinus, Wistar),
com massa corpbérea aproximadamente de 250 gramas. Provenientes do
Biotério Central da Faculdade de Odontologia de Aracatuba e foram mantidos
sob temperatura controlada (aproximadamente 24°C) e ciclos de luz-escuro de
12 horas durante todo o experimento. Foram alimentados com ragéo sélida e
adgua a vontade, exceto nos periodos de jejum. Apés o jejum alimentar de 14 -
16 horas antes da indugéo, os animais foram divididos aleatoriamente em dois
grupos: controle e diabetes, com 11 animais cada, sendo que o diabetes
recebeu inoculagéo de estreptozotocina (Sigma-Aldrich) dissolvida em tampé&o
citrato a 0,01M, pH 4,5, na concentracdo de 35mg/Kg, protegida da luz, na veia
peniana.

Segundo Goodner; Russel, 1965, apés uma hora da inducdo via
endovenosa dessa droga ocorre o0 aparecimento do diabetes. Porém os sinais
clinicos da nova condi¢do sistémica comecam a aparecer 24 horas ap0s sua
inoculagdo (ESTEVES, 2008).

O grupo controle recebeu inoculagdo de tampdo de citrato via
endovenosa. Previamente a coleta, os animais foram colocados em caixas de

aquecimento para induzir a vasodilatacdo periférica.
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A coleta do sangue para a determinacdo da glicemia foi realizada na
cauda apés corte com tesoura, a cerca de 2 milimetros de sua extremidade
distal (FIGURA 1).

FIGURA 1 - Corte da cauda do animal para obtencdo de amostra de sangue.

A glicemia de ambos os grupos foi avaliada cinco dias ap0s tratamento e
imediatamente antes do sacrificio, pelo mesmo mecanismo. Foi colhida uma
gota de sangue da extremidade da cauda e a glicemia quantificada em
glicosimetro portatil (Accu-Chek Advantage (Roche Diagnostica Brasil Ltda))
(FIGURA 2) calibrado. Considerou-se portador da DM ratos com glicemia

superior a 350mg/dl.

FIGURA 2 — Glicosimetro Portatil.
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Os animais foram sacrificados apds quatro semanas da inducdo do
diabetes com dose excessiva de ketamina e xilazina; os fémures direito e
esquerdo removidos, dissecados, identificados e guardados em frasco
contendo soro fisiol6gico na solugéo isotbnica de cloreto de sodio a 0,9%, e

armazenados em freezer -20°C para posterior analise.

4.1 Variaveis Analisadas
4.1.1 Densitometria Ossea - DXA

A densidade mineral 6ssea (DMO), em g/cm?, o contetido mineral 6sseo
(CMO), em g, e a area em cm? foram examinados em todos os fémures dos
animais. Para a andlise densitométrica utilizou-se o densitbmetro de dupla
emissdo de raios - X (DXA), modelo DPX-ALPHA® (FIGURA 3), com software
especial para pequenos animais (FIGURA 4) (Marques, 2008).

FIGURA 3 - Densitometro DPX-ALPHA.

L LUNAR™, processo Fapesp n. 04/13264-7
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Os ossos foram submersos em um recipiente de plastico contendo 2 cm
de profundidade de &gua para simular tecido mole. Em baixo do recipiente
usou-se uma régua posicionadora normalmente utilizado em auxilio de
antebraco de humanos para referenciar o ponto onde o 0sso permanecia. O
terco médio do osso foi delimitado pelo aparelho o qual seria a area a ser
percorrida pelo aparelho em um comprimento de 5 cm e uma largura de 4cm.

O laser do densitdmetro que serve como guia de posicionamento foi
ajustado acima do centro do 0sso onde se iniciou a captura da imagem. O
obturador que fica abaixo do brago do scanner se abre permitindo que os raios
X sejam emitidos. Durante o exame, o braco do scanner move-se até que a
regido delimitada seja avaliada pelo programa.

Apos a captura das imagens os ossos foram analisados utilizando-se a
ferramenta de analise manual (FIGURA 4). A &rea desejada para analise foi
delimitada na regido terco médio da diafise do fémur e esta foi contornada para

obtencé&o dos valores de conteido mineral 6sseo, densidade mineral 6sseo.

Analise Manualx
CalibracSo DEXA

T Para cima
1 Para baixo 5
<Ctrl1><Pglp> <Ctrl><PgDn> Tamanho

FIGURA 4 - Foto ilustrativa da tela do computador onde se pode verificar o
programa operacional para a andlise de dados. (A) é a imagem
do osso capturado pelo aparelho que manualmente sera
delimitada a area estudada. (B) sdo os valores fornecidos pelo
programa (CMO, Area, DMO) depois de delimitada a area.
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4.1.2 Densidade Radiogréfica - DR

Os fémures foram radiografados pelo aparelho de raios X GE-100
(General Eletric®, Milwaukee, EUA), operando com 60 Kvp, 8mA, 12 pulsos,
com distancia foco-flme de 20 cm e com incidéncia do foco de radiacéo
perpendicular ao plano do filme-objeto (FIGURA 5).

O sistema digital Digora® avaliou a area regular da diéfise Ossea
(retdngulo), as imagens digitalizadas pelo sistema Digora® e foram exportadas
em formato TIFF (“Tagged Image File Format”).

FIGURA 5 — Imagem obtida pelo sistema digital Digora, onde se observa a
identificacdo (A) escada de aluminio utilizada como referéncia
densitométrica (B) identificacdo do osso (C) fémur

As imagens digitais dos fémures juntamente com sua identificagcdo e
uma escada de aluminio de 9 degraus (TABELA 1), cada degrau com 5x25mm?
de area usada como referencial densitométrico, foram obtidas utilizando placa
Optica do sistema digital Digora® (Soredex, Orion Corporation, Helsinki,
Finland). As placas opticas foram entdo colocadas em scanner a laser do
proprio equipamento Digora®, lidas e armazenadas no programa

computacional do sistema e as densidades radiograficas foram medidas na
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diadfise, numa area de 30x10 pixels, e nos degraus da escada de aluminio,
numa area de 24x84 pixels.

Com os valores de espessura dos degraus da escada e os valores de
densidade radiografica (expressos em niveis de cinza - 256 tons) foi
determinada uma equacéo, para cada radiografia, que serviu para calcular os
valores de densidade 6ssea em milimetros de aluminio (mmAl) (LOUZADA et
al., 1998; SALZEDAS et al.,2006).

TABELA 1 — Espessura de cada degrau da

escada de aluminio.

Degrau Espessura (mm)
1 0,70

1,10

1,60

2,25

3,23

4,15

5,00

6,10

6,90

© 0O N O O W N

4.1.3 Ensaio Mecéanico - Flexdo em trés pontos

Os ossos foram submetidos ao ensaio mecanico destrutiva para analise
de suas propriedades mecénicas apés serem retirados do “freezer” e mantidos
em refrigerador comum, por vinte e quatro horas. Algumas horas antes de
serem testados foram mantidos em temperatura ambiente, para entrar em
equilibrio térmico com a sala onde estava a maquina de ensaio.

Para os ensaios mecanicos foi utilizada a maquina universal de ensaio
EMIC® modelo DL 3000 (FIGURA 6).
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A forgca foi aplicada a uma velocidade de 5 mm/min e registrada
automaticamente pelo programa computacional pertencente a maquina. A
distancia entre os apoios foi de 20 mm e a célula de carga utilizada foi de 2000
N.

A partir da curva Forga versus Deslocamento (FIGURA 7) foi obtida a
forca maxima admitida pelo tecido 6sseo e calculada a rigidez, pela inclinacédo

da curva na fase elastica.

FIGURA 6 - Exemplo de teste de flexdo em trés pontos onde se pode
observar o fémur apoiado recebendo a forca.

Forca ,
(N) limite de Fmax

proporcionalidad \

Fasg/Elastica

Deslocamento (mm)

FIGURA 7 - Esquema da curva Forga X Deslocamento
obtida no ensaio mecéanico.
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4.2 Andlise Estatistica

Todas as variaveis foram submetidas por meio do teste t de Student,
para comparar 0s grupos controle e diabético. A analise estatistica foi realizada
no programa GraphPAd Instat® versdo 3.06. O nivel de significancia adotada foi
de 5%.
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5 RESULTADOS

Os resultados da densitometria e ensaio mecanico encontrados para 0s
fémures direito e esquerdo (anexo 1) foram confrontados e ndo apresentaram
diferencas significativas estdo foram agrupados e o niumero amostral passou

para 22 0ssos em cada grupo.

5.1 Densitometria Ossea - DXA

A DMO (g/cm?) dos fémures do grupo Controle foi maior que no grupo
Diabético (FIGURA 8) o mesmo podendo ser observado no CMO (g) (FIGURA
9) com diferenca significativa p=0,019 e p=0,0264, respectivamente. Na area
(cm?2) ndo houve diferenca significativa p=0,7255 (FIGURA 10).

DMO

0,05
0 |

Controle Diabetes
FIGURA 8 - Média e desvio padrdo da DMO (g/cm?)
observadas nos fémures do grupo diabético e controle.
* Estatisticamente significante.
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CMO
(9)

0,3 7 *
0,25
0,2
0,15 A
0,1
0,05 -
0 |

Controle Diabetes

FIGURA 9 - Média e desvio padrdao do CMO (g) observados nos
fémures do grupo diabético e controle.
* Estatisticamente significante.

(cm?) Area
1,6
1,4
1,2 4

14
0,8 ~
0,6 -
0,4
0,2 ~

0 _

Controle Diabetes

FIGURA 10 - Média e desvio padréo da Area (cm?) observada nos fémures
do grupo diabético e controle.

5.2 Densidade Radiogréfica - DR

As médias e desvios padrdo das densidades pela densitometria
radiografica (mmAl) no terco médio dos fémures foram analisadas (FIGURA 11)

e foi menor no grupo diabético com diferenca significativa (p=0,0112).
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DR
(mmAl)
1,6 -
1,4 -
1,2 -

0,8 +
0,6 +
0,4 +
0,2 +

Controle Diabetes

FIGURA 11 - Média e desvio padrdo da Densidade Radiografica
(mmAl) observados nos fémures do grupo diabético e
controle.

* Estatisticamente significante.

5.3 Ensaio Mecanico

Na FIGURA 12 os valores da média e desvio padrdo na forca maxima
(N) foi menor no grupo Diabético com diferenga significativa p =0,0137. Na

FIGURA 13 a rigidez ndo houve diferenca significativa p=0,8026.

(N)
140 - Fmax
120 -
100 -
80 -
60 -
40 -
20 +

Controle Diabetes

FIGURA 12 - Média e desvio padrao da Fmax.(N) observadas nos
fémures do grupo diabético e controle.
* Estatisticamente significante.
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Controle Diabetes

FIGURA 13 - Média e desvio padrdo da Rigidez observada nos
fémures do grupo diabético e controle.

38
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6 DISCUSSAO

Na inducdo do diabetes, as drogas mais empregadas séo Aloxana e a
Estreptozotocina, com a capacidade de destruicdo das células pancreédticas.
Oncogénica mais acessivel é Aloxana que a Estreptozotocina, porém menos
utilizada por apresentar dificuldades em manter os animais diabéticos em boas
condic¢des e por mais tempo (LUCIANO; MELLO, 1998).

A Estreptozotocina tem a fungédo de bloquear a producdo de insulina
levando a hiperglicemia acarretando assim o diabetes mellitus tipo 1, pois ela
diminui a a¢@o da adenina-nicotinamida das células beta do pancreas, inibindo
a sintese de DNA pelas células beta das ilhotas de Langerhans, bloqueando a
produgédo da insulina irreversivelmente levando ao DM. (CARVALHO, 2003;
MENDEZ; RAMOS, 1994).

Na literatura, as concentracdes de Estreptozotocina variam de 40mg/Kg
(PEPATO et al., 1993, BOTOLIN, 2007), 50-60mg/Kg (MATTILA, 1998;
GOMES, 2006), 45mg/Kg (FACCHINI, 2005) e 65mg/Kg (ROBBINS et al.,
1980), dissolvidas em tampéo citrato a 0,01M, pH 45 e as vias de
administragdo podem ser a veia caudal, jugular, peniana entre outras. De
acordo com o grau de glicemia desejada, a massa corpérea, a idade do animal
a via de administracdo € eleita e a concentragdo € selecionada (PEPATO,
1992).

As concentragdes diabetogénicas utilizadas na maioria dos estudos s&o
iguais ou superiores a 40mg/Kg; porém Aranega, 2001, realizou um grupo
piloto com concentragdo de 35 mg/Kg com administragéo pela veia peniana,
com ratos de massa corporea aproximadamente de 2509, onde verificou niveis
glicémicos superiores a 350mg/dl, apresentando os mesmos resultados que
estudos com concentragdes maiores. Concentragdes maiores poderiam ter sido
utilizadas obtendo-se niveis de glicemia ainda mais elevados, contudo, 0s
animais de acordo com Aranega, 2001, corriam riscos de ficarem mais

debilitados, podendo n&o suportar o tempo desejado da pesquisa.
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Os resultados da influéncia da estreptozotocina na concentragdo de
35mg/Kg, sobre a massa corporal (g) dos ratos em relacdo ao tempo apos
administragdo da droga foi observado nesse experimento. O estado diabético
interferiu no crescimento dos animais, deixando-os fracos ao longo dos dias
apds a inoculacdo da droga até que a eutanasia fosse realizada. A pele passou
a adquirir a consisténcia flacida, sua aparéncia tornou-se cianética, seus olhos
perderam o brilho e escureceram discretamente. Com relagdo ao consumo
hidrico e excrecdo urinaria, observou-se sinais do diabetes como polidipsia,
polidria e polifagia, logo na primeira semana ap0s a inducdo da
estreptozotocina. Os animais inoculados com 35mg/Kg de estreptozotocina
apresentaram um aumento significativo da glicemia em relacdo ao Grupo
controle que recebeu injecdo de tampo citrato. E oportuno relembrar que nio
foram considerados na amostra deste estudo os animais diabéticos néo
controlados com glicemias inferiores a 350mg/dl. A média da glicemia dos ratos
controles realizada as 09h da manh&, sem a instituicdo do jejum, foi de 112,1
mg/dl enquanto que a do Grupo diabético foi de 442,17 mg/dl.

A escolha do ensaio mecanico adequado para o experimento, ou seja,
flexdo em trés pontos foi de acordo com a finalidade proposta ao trabalho e
assim obter as propriedades mecanicas que desejava medir a fragilidade do
material (HIBBELER, 2006).

A droga estreptozotocina que induz o diabetes, danificar a integridade
biomecanica do osso e apresentam as propriedades biomecénicas menores
comparadas ao grupo controle (REDDY, 2001).

A densidade radiografica analisada pelo sistema digital Digora é uma
técnica de avaliacdo da massa 6ssea numa unidade volumétrica do o0sso,
expressando assim a qualidade do tecido 0sseo e servindo de orientagdo
quanto a sua resisténcia mecanica (NORDIN; FRANKEL, 2003). E a
metodologia utilizada em estudos odontologicos, pela ampla dimensdo da

regido que pode ser estudada (SOUZA et al., 2004).
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Segundo Louzada et al., (1998), o DR é capaz de avaliar as alteragbes
da massa 0ssea, com excelente qualidade, e apresentando baixo custo, o que
torna essa técnica propicia em aplicagfes experimentais e clinicas.

Neste estudo foi avaliada a densidade mineral 6ssea para avaliar a DMO
e a resisténcia mecéanica que avalia a qualidade 6ssea e depende densidade
0ssea (HODGSON, 2005; RAUCH; SCHOENAU, 2001).

A influéncia negativa do diabetes no tecido 6sseo foi observada por
Thrailkill et al., (2005), Inzerillo; Epstein (2004) e Vargas et al. (2003). Thrailkill
et al., (2005), utilizando analise DXA, verificaram a interferéncia do diabetes
tipo 1 no tecido 6sseo humano, com redu¢cdo da DMO e o do CMO, a
semelhancga do que foi observada nos ratos no presente estudo.

Segundo Bagi et al.,, (1997), existem semelhancas entre humanos e
ratos quanto as caracteristicas 0sseas, celulares e teciduais. A vantagem da
utilizagdo de ratos é a possibilidade de estudar as propriedades mecénicas
como 0 ensaio mecéanico que é um estudo néo realizado em humanos, a ser
em cadéaveres, pelo fato de quebrar o osso para quantificar a fragilidade
atraves da forca maxima e da rigidez.

Na tentativa de identificar diferencas existentes na fragilidade do tecido
0sseo do organismo diabético comparando-os ao nao diabético, este estudo
demonstrou que tanto a densidade mineral 6ssea — DMO quanto o contetido
mineral 6sseo — CMO e a forga maxima diminuem no DM sugerindo que a
estrutura 6ssea do organismo esta mais fragilizada nessa endocrinopatia. Essa
fragilidade foi comprovada quando as forcas maximas admitida pelos fémures
diabéticos ficaram menores que os néo diabéticos.

Muitas complicacdes do diabetes mellitus relacionadas a estrutura ou
massa corpérea do organismo diabético podem ser decorrentes dos defeitos no
metabolismo das proteinas colagenas (MAINARDES, 2007), da diminuicdo em
sua sintese (CATANZARO-GUIMARAES, 1968; SCHNEIR et al., 1979)
associada a maior destruicdo destas fibras com o aumento do catabolismo do
colageno no estado diabético (SCHNEIR et al., 1982). Dessa forma, acredita-se

que, como o coldgeno € uma importante proteina no tecido de granulagéo, a
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sua alteracéo (CATANZARO—GUIMARAES, 1968; GRANDINI et al., 1990,
REDDY, 2003) também podera afetar o “turnover 6sseo” (MEIER et al., 2005;
SZULC et al., 2007).

Reddy et al., (2001), obtiveram o aumento da rigidez nos animais
diabéticos ap0ds sete semanas de inducéo, diferenca estatistica do estudo com
duragéo de quatro semanas. Os resultados da rigidez revelam alteragéo nas
propriedades intrinsecas do osso diabético, sendo a possivel causa a sintese
desorganizada do colageno interferindo com a sua mineralizagéo, diminuindo
assim o conteudo mineral 6sseo e a densidade mineral ficando um 0sso pouco
mineralizado levando a uma falsa rigidez e a diminui¢cdo da forca méaxima (LIU
et al., 2003; REDDY et al., 2001).

A deficiéncia insulinica, por sua vez, pode restringir o nimero e a
atividade dos osteoblastos e dos osteoclastos, como relatados por Mancini,
2000. No entanto, a administracdo da insulina em organismo diabético,
compensando os seus nhiveis glicémicos, pode prevenir e reverter os efeitos na
producdo protéica, melhorando o metabolismo do tecido conjuntivo
(UMPIERREZ et al.,1989).

Os resultados complementam a idéia de que o processo de
mineralizag@o parece ser ainda mais desorganizado e imaturo do que a prépria
sintese colagena, uma vez que, embora a formacdo de ostedide pareca
adiantada nas fases iniciais da reparacdo Ossea, quando tal processo é
estudado em lesdes 6sseas (ESTEVES et al., 2008), a sintese desorganizada
do colageno parece interferir com a sua mineralizagdo, além de ser bastante
conhecido o atraso proporcionado na diferenciagéo celular (ESTEVES et al.,
2008; THRAILKILL et al., 2005), em particular dos osteoblastos, e também na
deposicdo retardada de minerais nas trabéculas 6sseas recém formadas
(MADEIRO et al., 2005).

Segundo Devlin et al., (1996), o Diabetes mellitus produz acentuado
atraso no reparo alveolar, devido a uma deficiéncia na proliferagdo do
fibroblasto, osteoblasto e consequientes reflexos na producdo de substancia

fundamental amorfa, fibras coldgenas e matriz organica.
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Tal fragilidade pode estar associada com o atraso na fase de
mineralizag&@o das fibras colagenas do tecido ésseo em constante remodelagéo
0ssea. O atraso da sintese das novas fibras coldgenas apos o estabelecimento
da DM o tecido 6sseo torna-se cada vez menos resistente as fraturas.

A diminuigdo do contetdo mineral 6sseo, densidade mineral éssea, e a
forga maxima nos fémures diabéticos conferem a fragilidade, no entanto outras

pesquisas deverao ser realizadas com maior tempo de estudo.
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7 CONCLUSAO

De acordo com a metodologia empregada, concluiu-se que o diabetes
promoveu maior fragilidade nos fémures dos ratos diabéticos, com a diminuigdo

de DMO, CMO, densidade radiogréfica e a forca méaxima.
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Animais
1D
1E
2D
2E
3D
3E
4D
4E
5D
5E
6D
6E
7D
TE
8D
8E
9D
9E

10D
10E
11D
11E

MEDIA

DP

CV(%)

ANEXO A

Dados Relativos a Densitometria Ossea

CMO
(9)

RC
0,241
0,267
0,236
0,217
0,200
0,223
0,167
0,262
0,202
0,260
0,199
0,262
0,158
0,232

*

0,248
0,225
0,209
0,188
0,191
0,176
0,165
0,215
0,034
15,8

CMO
(9)

RD
0,21
0,176
0,131
0,269
0,167
0,198
0,229
0,202
0,098
0,157
0,142
0,137
0,165
*

0,101
0,248
0,116
0,198
0,247
0,258
0,229
0,195
0,184
0,052
28,0

Area
(cm?)

RC
1,323
1,349
1,337
1,072
1,078
1,282
1,499
1,541
1,209
1,548
1,275
1,434
1,299
1,330

*

1,421
1,516
1,305
1,144
1,205
1,433
1,022
1,315
0,154
11,7

* Ossos impossibilitados para andlise.

Area
(cm?)

RD
1,458
1,077
1,433
1,472
1,188
1,316
1,325
1,300
1,139
1,254
1,051
1,067
1,432

*

1,288
1,421
1,493
1,306
1,416
1,326
1,288
1,239
1,299
0,135

10,4

DMO
(g/cm?)

RC
0,182
0,198
0,176
0,203
0,186
0,174
0,111
0,170
0,167
0,168
0,156
0,182
0,122
0,174

*

0,174
0,148
0,160
0,164
0,158
0,122
0,161
0,164
0,023
14,2

55

DMO
(g/cm?)

RD
0,144
0,164
0,091
0,183
0,141
0,151
0,173
0,156
0,086
0,125
0,135
0,129
0,115

*

0,079
0,174
0,078
0,152
0,175
0,194
0,178
0,158
0,142
0,035
24,8



Dados Relativos & Densidade Radigrafica

ANEXO B

DENSIDADE RADIOGRAFICA (mmAl)

Animais
1D
1E
2D
2E
3D
3E
4D
4E
5D
5E
6D
6E
7D
TE
8D
8E
9D
9E

10D
10E
11D
11E
MEDIA
DP
CV(%)

RC
1,431
1,243
1,460
1,168
1,169
1,325
1,180

1,373

1,148

1,424

1,108

1,419

1,200
*

1,467
1,160
1,328
1,156
1,295
1,144
1,156
1,268
0,124
9,8

RD
0,995
1,223
1,162
1,273
1,140
1,018
1,191
0,979
1,138
1,301
1,182
1,017
1,219
1,071
1,258
0,897
1,129
1,404
0,943
1,171
1,341
1,404
1,157
0,143

12,3

* Ossos impossibilitados para andlise.
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Animais
1D
1E
2D
2E
3D
3E
4D
4E
5D
5E
6D
6E
7D
TE
8D
8E
9D
9E

10D
10E
11D
11E
MEDIA
DP
CV(%)

ANEXO C

Dados Relativos ao Ensaio Mecanico

Fmax (N)

RC
102,85
109,29
121,47
97,50
113,99
117,15
103,94
116,57
75,65
*

68,95
114,57
129,52
100,14
108,97
127,14
120,31

98,14

94,73
104,65

76,49

*
105,101
16,697
15,9

RD
74,43
93,69
99,62

109,48
65,02

95,43
74,23
91,63
106,65
110,00
67,92
100,33
98,21
113,48
74,17
84,87

77,26
108,84
74,75
112,7
91,635
16,241
17,7

RIGIDEZ (N/mm)

RC
179,46
199,70
279,19
158,43
279,98
293,41
133,29
220,03
122,92

*

134,89
224,05
214,54
189,65
212,82
249,46
238,17
165,06
162,41
196,21
159,72
143,94
197,969
50,430
25,5

* Ossos impossibilitados para andlise.

RD
126,16
182,99
257,29
206,18
176,37

184,72

165,78

159,53

194,46

227,76
*

185,24

259,96

224,48

207,66

241,52
*

150,35
220,85
224,92
232,46
201,512
36,659
18,2
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ANEXO D

Certificado do Comité de Etica na Experimentagao Animal (CEEA)

m UMIVERSIDADE ESTADUAL PALLISTA

unesp ' SiL0 DE MEBGUITA FILHO"
Campus ds Aracatabs

S .
.

COMISSAO DE ETICA NA EXPERIMENTAGAQ ANIMAL

{CEEA)
CERTIFICADO
Certificamos que e} Projeto “"AVALIAGAQ

HISTOMORFOMETRICA DO PROCESSO DE REPARO OSSEO DE
CAVIDADES CIRURGICAS PREENCHIDAS COM 0SSO AUTOGENO
£ RECOBERTAS POR MEMBRANAS DE MATRIZ OSSEA
HOMOGENA DESMINERALIZADA £ CONSERVADA EM GLICERINA
EM TiBIA DE RATOS DIABETICOS" sob responsabilidade de Prof Dr
OSVALDO MAGRC FILHO e colaboracdo de Profa Dra.
ALESSANDRA MARCONDES ARANEGA, Dra. ROBERTA
OKAMOTO e ALBANIR GABRIEL BORRASCA esta de acordo com os
Principios Eticos na Experimentacio Animal (COBEA) e foi aprovado
AD REFERENDUM pela CEEA de acordo com o protocolo n® 2007-
007842,

Ara;z!mbq 23,-cie,oui§5rb e 2007

k_/ EA..,LLM_. Ay i-&\wa.s' N i
Prof Drt CR!ST‘NA ANTONiALl SlLVA

Presdenta da CEEA FONUNESP _ S

e Ocdenbisiagon s Bueso de Mk
Rus o Bonitac, uﬁu-‘xcE.PmﬁV-us-: Am:mmr ‘1! mGog 8
Tel (B} 3835-320Q. -,




ANEXO E

& UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
u nes “JULIO DE MESQUITA FILHO”
Campus de Aragatuba =<

COMISSAO DE ETICA NA EXPERIMENTACAO ANIMAL
(CEEA)

CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto “DENSIDADE MINERAL OSSEA DE FEMURS EM
RATOS DIABETICOS?” sob responsabilidade do Prof. Ass. Dr. Mario Jefferson
Quirino Louzada e colaboragdo de Cristiane Nalin Manaia, Alessandra
Marcondes Aranega e Albanir Gabriel Borrasca esti de acordo com os
Principios Eticos da Experimentac¢iio Animal (COBEA) e foi aprovado pela CEEA "ad

referendum".

Aracatuba, 08 de Abril de 2009

\ in S DE
Prof. j. Tereza Cristina Cardoso da Silva
Presidente da CEEA- FOA/UNESP

Faculdade de Odomtologia @ Curso de Medk de Apoio , Producao e Saide
Animal, Rua Clévis Pestana, 7930€P16050-660NW SP
Tel (18) 3836- 1350 Fax (18) 3638- 1352 E-mall: dapsagdimva.unesp.br
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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