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RESUMO

CARVALHO, A. L. Relagéo entre os Tecidos Osseo e Adiposo no Diabetes Melito do tipo
1. 2017. 156 p. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade
de Séo Paulo, Ribeirdo Preto, 2017.

O tecido adiposo é tipicamente um tecido versatil e heterogéneo tanto do ponto de vista
estrutural quanto funcional, o seu papel fisioldgico pode variar de acordo com a quantidade de
lipidios armazenados e sua localizacdo. O aumento do tecido adiposo da medula dssea
(TAMO) ocorre em condi¢fes catabdlicas associadas com a perda de massa 0ssea, tais como a
anorexia nervosa e a terapia com glicocorticoide. Diferentemente, a obesidade esta
relacionada com massa 0ssea preservada ou aumentada, mas aparentemente ndo influencia o
TAMO. O objetivo do trabalho foi avaliar a relacdo entre o tecido adiposo da regido
abdominal, o teor de lipidio intra-hepético (LIH) e do TAMO com a densidade mineral dssea
(DMO) e a ocorréncia de fratura no Diabetes Melito do tipo 1 (DM1) em insulinoterapia
convencional ou submetido ao transplante de células tronco hematopoiéticas (TCTH). O
estudo é composto de trés grupos pareados por idade, género, estatura e peso: Controle
(13H/11M; 29+6 anos; 67,4+14, Kg; 1,68+0,08 m; 23,8+3,7 Kg/m?), DM1 (13H/10M; 32+13
anos; 72,3+10,6 Kg; 1,69+0,08 m; 25,3+3,4 Kg/m?®17+11 anos de duracéo do diabetes) e
DM1-TCTH (5H/4M; 2546 anos; 66,9+11 Kg; 1,72+0,11 m; 22,5+2,2 Kg/m?; 6 meses a 10
anos apds TCTH). Foram realizadas dosagens bioquimicas, hormonais e dos marcadores
0sseos e adipocinas. A DMO foi avaliada pela densitometria dssea em diversos sitios. O
TAMO da vertebra L3 [gordura/ (gordura+agua) %] foi avaliada por meio do método de
espectroscopia (“H) pela ressonancia magnética. O tecido adiposo subcutaneo (TAS), o
tecido adiposo visceral (TAV) e o LIH foram avaliados também por ressonancia magnética. O
controle glicémico foi pior no grupo DM1 (HbAlc: Controle=5,3+0,3%; DM1=9,6+2,2%;
DM1-TCTH=6,4+0,5%; p<0,0001) mesmo com uso de maior quantidade de insulina exdgena
(DM1: 0,80+0,2 Ul/Kg de peso; DM1-TCTH: 0,27+0,3 Ul/Kg de peso; p<0,0001). A maioria
dos diabéticos em insulinoterapia convencional apresentou sobrepeso (57%), sendo que cerca
de 1/3 tinha percentual de gordura corporal elevado. A DMO dos sitios dsseos avaliados foi
semelhante entre os grupos (por ex., L1-L4: Controle=0,995+0,138 g/cm?; DM1=0,977+0,132
glcm? DM1-TCTH=0,971+0,115 g/cm?; p>0,05). A prevaléncia de individuos com massa



Ossea alterada (Z-score> -2,0 ou T-score> -1,0) foi de 12,5% (n=3) no grupo Controle, 26%
(n=6) no grupo com DM1 em insulinoterapia convencional e 11% (n=1) no grupo DM1-
TCTH. O TAS foi maior no diabético em tratamento convencional, mas o TAV, o LIH e o
TAMO da vertebra L3 ndo diferiram entre os grupos (TAMO: Controle= 34,4+11,7 %; DM1=
34,2+8,5%; DM1-TCHT= 40,3£8,5%; p>0,05). Além disso, a fracdo saturada e insaturada do
TAMO ndo foi diferente nos grupos de diabéticos tipo 1 (p>0,05). O TAS apresentou uma
associago positiva com a DMO do colo do fémur (+0,0000055 g/cm?; p=0,02). Por sua vez,
o teor de LIH mostrou ter uma relacdo inversa com a DMO do quadril total e da coluna (-
0,012 g/cm? p=0,03), além de fatores como a idade e a glicemia que também apresentaram
impacto negativo sobre tecido 6sseo. Houve correlacéo entre o TAV e o LIH (r=0,40), porém
ndo houve associacdo entre o LIH e o TAMO (+0,226%, p>0,05). O colesterol (+0,09%;
p=0,002) se mostrou como um preditor importante do TAMO da vertebra L3. Ainda, a idade
(+0,252%; p=0,0006) apresentou uma associa¢ao importante com a fragdo saturada do TAMO
e o fato de ser do género masculino (-1,379%, p<0,0001) foi um preditor negativo da fracéo
insaturada do TAMO. Além disso, 0 TAMO ndo apresentou associacao significativa com a
DMO da coluna lombar (-0,002 g/cm?; p=0,16). Assim, verificou-se que independentemente
do tipo de tratamento clinico recebido, os individuos com DM1 apresentaram massa 0ssea
preservada e ndo houve alteragcdo do TAMO, o que pode estar relacionado com o estado
nutricional destes individuos. Os diabéticos tipo 1 em insulinoterapia convencional
apresentaram maior acimulo de TAS comparado com o0s diabéticos tipo 1 submetidos ao
TCTH o que pode ter relacdo com a presenca de hiperinsulinemia periférica mais intensa. Por
outro lado, ndo se observou aumento no TAV ou no teor de LIH entre os grupos estudados. O
aumento do TAS mostrou ter uma relacdo positiva com a DMO enquanto que o TAV néo
apresentou nenhuma associagdo com a massa 6ssea. O TAMO ndo teve um impacto
prejudicial para o tecido 0sseo. Encontrou-se que o colesterol se mostrou como preditor mais
importante para do aumento do TAMO e de sua fragdo saturada do que o controle glicémico.
H& necessidade de continuidade das investigacdes sobre o papel do estado nutricional neste
contexto para melhor compreensdo da inter-relacéo entre depdsitos de tecido adiposo e massa

0ssea no DML1.

Palavras chave: Diabete melito do tipo 1. Densidade mineral déssea. Tecido adiposo da
medula dssea. Tecido adiposo visceral. Tecido adiposo subcutaneo.



ABSTRACT

CARVALHO, A. L. Relationship between Body Adiposity, Marrow Adipose Tissue and
Bone Mass in Human Type 1 Diabetes Mellitus. 2017. 156 p. Tese (Doutorado) —

Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2017.

Adipose tissue can impact differently depending on its localization and amount of stored fat.
Marrow adipose tissue (MAT) expansion occurs in catabolic conditions associated with bone
loss, such as anorexia nervosa and glucocorticoid therapy. Conversely, obesity is related to
high or normal BMD and no change in MAT. Our aim was to evaluate the relationship of
lipids depots with bone mass and MAT in conventionally treated T1D and T1D subjects
submitted to hematopoietic stem cell transplantation (HSCT). The study comprised 3 groups
matched by age, gender, height and weight: Control (13M/11F; 29+6 years; 67.4+14.4 Kg;
1.68+0.08 m; 23.8+3.7 Kg/m?), T1D (13M/10F; 32+13 years; 72.3+10.6 Kg; 1.69+0.08 m;
25.3+3.4 Kg/m?17+11 years of diabetes duration) e T1D-HSCT (5M/4F; 25+6 years;
66.9+11 Kg; 1.72+0.11 m; 22.5+2.2 Kg/m% 6 months to 10 years after HSCT). Blood
samples were collected to evaluate glycemic control. BMD were assessed by DXA. *H
magnetic resonance spectroscopy (1,5T) was used to evaluate MAT [fat/(fat+water) %] in L3
vertebrae. Subcutaneous adipose tissue (SAT), visceral adipose tissue (VAT), and intrahepatic
lipids (IHL) were also evaluated by MRI. Only T1D exhibited poor metabolic control
(HbAZlc: Control=5.3+0.3%; T1D=9.6+2.2%; T1D-HSCT=6.4+0.5%; p<0,0001). Most T1D
patients were overweighed (57%) and 1/3 of them had higher % body fat. BMD was similar
between groups (e.g. L1-L4: Control=0.995+0.138 g/cm? T1D=0.977+0.132 g/cm? T1D-
HSCT=0.971+0.115 g/cm? p>0.05). Low bone mass (Z-score> -2,0 or T-score> -1,0)
prevalence among individuals was 12,5% (n=3) in the Control group, 26% (n=6) in the T1D
conventionally treated group and 11% (n=1) in the T1D-HSCT group. SAT was higher in
T1D whereas there was no difference in VAT, IHL and MAT (Control: 34.4+11.7 %; T1D:
34.2+8.5%; T1D-HSCT: 40.3%£8.5%; p>0.05). Also, there no difference in MAT lipid
composition between groups (p>0.05). SAT had a positive association with femoral neck
BMD (+0.0000055 g/cm?; p=0.02). Also, IHL had an inverse relationship with total hip and
lumbar spine BMD (-0,012 g/cm?; p=0,03). Other factors such as age and glycemic control

also had a negative impact on bone mass. There was a positive correlation between VAT and



IHL (r=0,40) whereas no association between IHL and MAT was found (+0.226%, p>0.05).
Cholesterol (+0,09%; p=0,0006) was an important preditor of MAT in L3. Yet, age
(+0,252%; p=0,0006) had a significant association with saturated fraction of MAT and male
gender (-1,379%, p<0,0001) was a negative factor for the unsaturated fraction of MAT.
Moreover, MAT did not have any association with lumbar spine BMD (-0,002 g/cm?;
p=0,16). Therefore, T1D bone mass was preserved and there were no changes in MAT
content, independently of clinical treatment. This could be related to the nutritional status of
T1D subjects. SAT accumulation was higher in T1D conventionally treated subjects
compared to T1D-HSCT individuals probably due to more intense peripheral
hyperinsulinemia. On the other hand, there was no increase in VAT and IHL between groups.
The increase in SAT associated with higher BMD whereas it was not observed any
relationship between VAT and bone mass. MAT did not have a deleterious impact on bone
mass. However, cholesterol was a better predictor of MAT and its saturation compared to
glycemic control. Further studies are required to better understand nutritional role and bone-

fat interactions in T1D condition.

Key words: Type 1 Diabetes Mellitus. Bone mineral density. Marrow Adipose Tissue.

Visceral Adipose Tissue. Subcutaneous Adipose Tissue.
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INTRODUCAO

Diabetes Melito tipo 1

O diabetes melito do tipo 1 (DM1) é uma doenca crbnica autoimune marcada pela
destrui¢do das células B pancreaticas € consequentemente pela incapacidade de secrecdo de
insulina. A prevaléncia é de cerca de 10 a 15% de todos os casos de diabetes melito. O
processo autoimune se inicia anos ou meses antes dos primeiros sinais e sintomas decorrentes
da hiperglicemia. No momento do diagnostico clinico, a quantidade de células
remanescentes é pequena, havendo a destruicdo de cerca de 70% a 80% do conjunto de
células B pancreaticas. O processo de morte celular, apoptose, é desencadeado por mediadores
solGveis como citocinas, que sdo secretadas pelas células imunes infiltradas na ilhota
pancreatica, e por radicais livres de oxigénio e oxido nitrico, que sdo produzidos por
macréfagos (CNOP et al., 2005; EIZIRIK et al., 2008; PIROT; CARDOZO; EIZIRIK, 2008;
COURI; DE OLIVEIRA; SIMOES, 2012).

O Estudo multicéntrico prospectivo, The Diabetes Control and Complications Trial
(DCCT), é um marco na investigacdo clinica, tendo demonstrado que o controle metabdlico
rigido do DM1 reduz a prevaléncia de complicacdes microangiopaticas (THE DIABETES
CONTROL AND COMPLICATIONS TRIAL RESEARCH GROUP, 1993). Desde entdo, as
principais alternativas terapéuticas para prevencdo de complicacdes crbnicas associadas ao
DML, tém sido as maltiplas inje¢fes subcutaneas de insulina e a infusdo de insulina por meio
de bomba, as quais permitem atingir niveis satisfatorios de controle glicémico (THE
DIABETES CONTROL AND COMPLICATIONS TRIAL RESEARCH GROUP, 1993;
COURI et al., 2012).

A funcéo residual das células B remanescentes no DM1 tem relagdo com a idade, a
duracdo da doenca e o controle metabolico (THE DIABETES CONTROL AND
COMPLICATIONS TRIAL RESEARCH GROUP, 1998). Quando o DML1 se instala na
infancia o processo de autodestruicdo das células B pancreaticas ocorre de forma acelerada.
Ao contrério, no adulto, o processo de morte celular € mais lento o que permite a manutencao
de reserva funcional da ilhota pancreatica por tempo mais prolongado (COURI;
VOLTARELLI, 2008).
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A avaliacdo da secrecdo enddgena de insulina pode ser feita pela dosagem de peptideo
C, o qual é um dos dois peptideos da clivagem enzimatica da pré-insulina em insulina.
Estudos prévios mostram inclusive que concentracbes mais elevadas de peptideo C estdo
diretamente associadas a reducdo do risco de desenvolvimento de complicacdes cronicas do
DM1 (THE DIABETES CONTROL AND COMPLICATIONS TRIAL RESEARCH
GROUP, 1998; COURI; FOSS; VOLTARELLI, 2006; RODACKI; MILECH; OLIVEIRA,
2008; VOLTARELLI et al., 2008; COURI et al., 2009).

Ao avaliar as concentracOes de peptideo C, os pesquisadores do DCCT mostraram que
0 uso da terapia insulinica intensiva também retardou a perda da funcdo das células P
remanescentes. Este fato relacionou-se com menor frequéncia de episddios de hipoglicemia e
de complica¢bes microvasculares (THE DIABETES CONTROL AND COMPLICATIONS
TRIAL RESEARCH GROUP, 1998).

Dessa forma, a preservacdo das células B pancredticas remanescentes se apresenta
como um importante alvo no tratamento do DM1 (BONIFACIO et al., 1990; COURI et al.,
2006). Tendo em vista que o controle metabdlico rigido do DM1 envolve grande sacrificio do
paciente, necessita de equipe técnica multidisciplinar bem treinada e implica em custo
significativo, existe grande interesse no desenvolvimento de alternativas terapéuticas.
Tratamentos imunomodulatérios passaram a ser propostos objetivando bloquear alguns dos
passos do processo autoimune contra a célula B pancreatica (BURT et al., 2002;
VOLTARELLI et al., 2007; ROSENGREN; RENSTROM, 2009; SNARSKI et al., 2011).

Recentemente, as evidéncias indicam que, no DM1 recém-diagnosticado, a
imunossupressdo em altas doses, associada a infusdo autloga de células tronco
hematopoiéticas, tem a capacidade de amenizar a destruicdo das células pancreéticas,
preservando parcialmente a secrecdo pancreética de insulina (COURI; VOLTARELLI, 2009;
FIORINA; VOLTARELLI; ZAVAZAVA, 2011; LOCASCIO; SPINELLI; KURTZ, 2011;
GODFREY et al., 2012). Assim, a “reconfiguracdo imunologica” realizada por meio do
transplante de medula éssea (TMO), referida atualmente como transplante de células-tronco
hematopoiéticas (TCTH), associada a imunossupressdo, surge como terapia promissora e
alternativa a terapéutica convencional para o DM1 (FIORINA; VOLTARELLI;
ZAVAZAVA, 2011; LOCASCIO; SPINELLI; KURTZ, 2011).
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A interacdo entre o metabolismo dsseo e energético no DM1

Classicamente, o diabetes melito era considerado uma doenca do metabolismo
energético associada ao catabolismo de carboidratos, proteinas e lipidios. No entanto, este
disturbio também interfere no metabolismo mineral, o que pode ser facilmente demonstrado
pelo efeito promotor de perda urinaria de célcio, fosforo e magnésio da hiperglicemia. Por
este meio, é possivel que o DM leve a alteracdo na secrecdo de hormonios calciotroficos, em
particular do paratormdénio (PTH), e influencie negativamente sobre a massa 0ssea. No
entanto, € possivel que o hiperparatireoidismo secundario ndo seja uma ocorréncia frequente
no DM uma vez que ndo foi observado hipersecrecdo de PTH em estudos funcionais da
paratireoide em paciente com diferentes condi¢des de controle metabdlico (PAULA et al.,
2001; DE PAULA; HOROWITZ; ROSEN, 2010; STARUP-LINDE, 2013).

A atual importancia da osteoporose em saude publica aumentou o interesse em se
escrutinizar outros mecanismos envolvidos na perda de massa O6ssea no DM.
Surpreendentemente, estudos recentes tém mostrado grande interacdo entre o metabolismo
mineral e o energético. Mecanismos bilaterais de modulacdo envolvem células (p. ex.,
adipdcitos e osteoblastos), hormonios (p. ex., vitamina D e insulina) e outros fatores (p.ex.,
fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-1), leptina, adiponectina e Pref-1) (DUCY et
al., 2000; PAULA et al., 2001; TAKEDA et al., 2002; ROSEN ; BOUXSEIN, 2006; ROSEN;
KLIBANSKI, 2009; DE PAULA; HOROWITZ; ROSEN, 2010; KARSENTY; OURY, 2010;
KARSENTY, 2011; COURTLAND et al., 2013). Nossa compreensédo sobre a interagcdo entre
o0 tecido dsseo e os principais sitios envolvidos no controle metabdlico ainda é incompleto e
multifacetado. O estudo do surgimento de osteoporose no DM, potencialmente pode
contribuir ndo s para o entendimento do processo de perda de resisténcia 6ssea, mas também
para a compreensdo de alteragdes do metabolismo energetico (FAZELI et al., 2013). Um
aspecto relevante em textos que tratam da associacdo entre DM e osteoporose € que 0 impacto
do DM1 e DM tipo 2 (DM2) sobre o esqueleto é diferente. Inclusive, até recentemente se
considerava apenas 0 DM1 como causa de osteoporose secundaria enquanto o DM2 chegou a
ser aceito como tendo papel protetor quanto ao desenvolvimento de osteoporose. Esta
percepcao foi recentemente revista apos estudos prospectivos terem demonstrado que tanto 0s
individuos com DM1 quanto os com DM2 apresentam maior risco de fratura. N&o obstante,

0s mecanismos que levam a fragilidade O6ssea nestas situacGes podem ser, pelo menos em



25

parte, diferentes tendo em vista que se acredita que a perda de massa 0ssea € uma
caracteristica apenas do DML1.

Uma das alteracdes, frequentemente apresentada por individuos com DM1, que
limitam o desenvolvimento e manutencdo da massa dssea € a perda de peso (TUOMINEN et
al., 1999; DE PAULA; HOROWITZ; ROSEN, 2010; PAULA; ROSEN, 2010). O peso
corporal exerce efeito positivo sobre a massa 0ssea, sendo 0 baixo peso fator de risco para
osteoporose. Doencas associadas a perda de peso como a anorexia nervosa (FAZELI et al.,
2012) e a inducdo rapida de perda de peso corporal, como a que ocorre apds a cirurgia
bariatrica, provocam significativa queda de massa 6ssea (PEREIRA et al., 2007). Todavia, é
importante ressaltar que a redugdo de massa 6ssea no DM1 ndo se deve apenas a fatores
mecanicos. As concentracdes séricas de PTH, IGF-I1, insulina, estrogenos e leptina, também
influenciam na conservacdo da massa 6ssea nestes individuos (KAYATH et al., 1998;
PEREIRA et al., 2007; DE PAULA; HOROWITZ; ROSEN, 2010; PAULA; ROSEN, 2010;
ROSEN; MOTYL, 2010; FAZELI et al., 2012; MOTYL, MCCAULEY; MCCABE, 2012;
MOTYL; ROSEN, 2012; COURTLAND et al., 2013).

Estudos experimentais em camundongos geneticamente modificados, com delecdo do
receptor de insulina em osteoblastos, mostraram que o silenciamento do receptor de insulina
nestas células se associa a prejuizo de formacdo dssea de um lado e ainda alteracdo de
tolerancia a glicose (FERRON et al., 2010; FULZELE et al., 2010). Estes dados permitem
fazer a hipotese que a perda 6ssea no DM1 seja pelo menos em parte decorrente do estado de
insulinopenia (FERRON et al., 2010; FULZELE et al., 2010).

A sinalizacdo da insulina no desenvolvimento 6sseo estd associada com aumento da
expressdo de Runx2, fator chave no processo de diferenciacdo de células progenitoras em
osteoblastos. A sinalizac¢do da insulina suprime o fator de transcricdo Twist2, responsavel por
inibir a expressdo de Runx2. Desta forma, a reducdo da expressdo de Twist2 pode ser um
mecanismo importante de favorecimento de formacdo ossea induzido pela insulina.
(FULZELE et al., 2010).

Existe convergéncia de resultados na literatura indicando que a taxa de formacao 6ssea
é diminuida no DM1. Em estudos clinicos, isto € revelado pela coincidente observacéo de
valores baixos de osteocalcina (OC) circulante. Por outro lado, os resultados sdo mais
variados quanto a parametros que refletem a atividade de ressor¢do dssea, existindo dados
compativeis com ressor¢do normal, reduzida (MCCABE, 2007; GENNARI et al., 2012) ou
aumentada (TSENTIDIS et al., 2016).
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A OC é uma proteina 0ssea especifica, que além de ser um marcador da formacao
Ossea, quando em sua forma parcialmente descarboxilada (D-OC), parece regular a
sensibilidade periférica a insulina, estimular a sintese de insulina e o0 gasto energético
(FERRON et al., 2010; ZANATTA et al., 2014). Além da interacdo entre 0 pancreas e 0
tecido Gsseo, verificou-se que as adipocinas, como a leptina e adiponectina, também exercem
complexa influéncia sobre as células 6sseas. Estes peptideos participam na modulacdo do
apetite, na secrecao e sensibilidade a insulina, assim como parecem ter papel significativo na
regulacdo da remodelacdo 6ssea (DE PAULA; HOROWITZ; ROSEN, 2010; KARSENTY;
OURY, 2010).

Estudos clinicos mostram que no DM1 a concentracao sérica de leptina esta diminuida
(TEIJEIRA-FERNANDEZ et al., 2010). A acdo Gssea da leptina sobre a manutencdo da
massa 0ssea, no entanto, ainda ndo estd completamente elucidada (MARTIN et al., 2007).
Possivelmente, os dados conflitantes se devem a complexa interagdo entre a leptina e o tecido
0sseo, a qual ocorre indiretamente por via central e por acdo direta em seus receptores em
osteoblastos (NG, 2011). Estudos experimentais mostram que a leptina age no nucleo
hipotaldmico ventro-medial estimulando o sistema nervoso simpatico. Assim, estimula
receptores adrenérgicos 2 (B2AR) em osteoblastos, promovendo reducdo da formacdo Gssea
(DUCY et al., 2000; TAKEDA et al., 2002; ELEFTERIOU et al., 2005). Além disso,
favorece a ressorcdo Gssea por aumentar a expressdo do fator promotor de diferenciacdo de
osteoclastos, 0 RANKL, pelas células progenitoras de osteoblastos (NG, 2011). Por outro
lado, a acdo direta de leptina em seus receptores osteoblasticos tem efeito anabolico,
promovendo aumento da proliferacdo dos osteoblastos e inibindo a formacéo de osteoclastos,
acdo oposta a sua atuacdo por via central (NG, 2011).

Outro aspecto relevante sobre a investigacdo da relacdo entre 0 metabolismo 6sseo e
energético é a origem comum de adipocitos e osteoblastos da medula éssea a partir de uma
mesma célula multipotencial. Desta forma, é possivel que o incremento de diferenciacéo da
célula tronco mesenquimal para uma determinada linhagem celular possa ocorrer em
detrimento da outra (ROSEN; BOUXSEIN, 2006). Estudos em camundongos mostraram que
durante o processo de envelhecimento, ocorre concomitantemente aumento na adiposidade da
medula Ossea e perda de massa 0ssea (LAZARENKO et al., 2007). Alem disso, neste estudo
se observou aumento da expressdao do receptor ativado por proliferadores de peroxissoma
gama 2 (PPARY2) em tecido d6sseo (LAZARENKO et al., 2007). O PPARYy2 ¢ um fator
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crucial para diferenciacdo de células primordiais em adipdcitos (ROSEN; BOUXSEIN, 2006;
SADIE-VAN GIJSEN et al., 2012).

Entretanto, a diferenciacdo da celula mesenquimal da medula éssea em osteoblastos,
parece ser favorecida pela expressdo e/ou ativacdo de fatores de transcricdo especificos como,
por exemplo, Runx2, Osterix e PB-catenina (ROSEN; BOUXSEIN, 2006; SADIE-VAN
GISEN et al., 2012).

A importancia do estudo da interacdo do metabolismo 0sseo e energético pode ser
ressaltada por dados recentes que mostram que drogas utilizadas no tratamento do DM2
podem se associar a perda de massa 0ssea e aumento do risco de fratura. A rosiglitazona e a
pioglitazona ativadores exdgenos do PPARy2, mostraram eficacia na redugdo da glicemia em
longo prazo. No entanto, individuos em uso destas drogas apresentam rapida alteracdo de
marcadores de remodelacdo dssea e queda da densidade mineral 6ssea. Em longo prazo, o
risco de fratura aumenta, em particular em mulheres na pds-menopausa. Estudos
experimentais mostram que a rosiglitazona potencializa o aumento de adiposidade da medula
Ossea e a perda de massa 6ssea associada ao envelhecimento (LAZARENKO et al., 2007).

Além disso, estudos in vitro e in vivo mostram a existéncia de interacdo entre as
celulas tronco mesenquimais, os osteoblastos e as células tronco hematopoiéticas no
microambiente da medula 6ssea. Esta interacdo parece ser importante para a manutencdo da
capacidade de auto renovacdo das células tronco hematopoiéticas e parece influenciar a sua
diferenciacio (DE BARROS et al., 2010; ISERN; MENDEZ-FERRER, 2011; SHEN;
NILSSON, 2012). Esta possibilidade de interacdo pode ter efeito sobre a migracéo,
proliferacdo e diferenciacdo destas células, sendo outro aspecto que poderd auxiliar na
elucidacdo da relacdo entre adiposidade da medula déssea e perda de massa 0ssea em
individuos com DM1. E importante que se investigue o impacto da terapia imunomodulatoria
e do transplante de células tronco hematopoiéticas sobre a geracdo de celulas mesenquimais
da medula 6ssea e consequentemente o surgimento de osteoporose.

Portanto, varios sdo os fatores que podem induzir a perda de massa éssea e a
fragilidade dssea nos individuos com DM1 (KAWAI; DE PAULA; ROSEN, 2012). No
entanto, 0s mecanismos que contribuem para estes fatos ndo foram totalmente elucidados. Por
esta razdo, existe grande interesse no reconhecimento da relacdo entre o aumento de
adiposidade da medula 6ssea com o desencadeamento de osteoporose no DM1 (ROSEN;
BOUXSEIN, 2006). Adicionalmente, é importante que se avalie possiveis impactos de novas

propostas terapéuticas do DM1 sobre a saude dssea. Este aspecto é especialmente relevante no
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DM1 por acometer principalmente individuos na fase de desenvolvimento. A fase de
aquisicdo de massa Ossea, a qual ocorre nas primeiras duas a trés décadas de vida,
corresponde a um periodo crucial na determinacdo da resisténcia dssea ao longo da vida.
Doencas e tratamentos que limitem o pico de massa dssea sdo determinantes inequivocos do
surgimento de osteoporose e predisposicao futura & fratura. Na presente proposta de estudo
pretende-se contribuir para o entendimento da etiopatogenia da perda de massa 6ssea no DM1
e do impacto que o TCTH no DML pode ter no desenvolvimento e na manutencdo da massa

0ssea.
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JUSTIFICATIVA

A identificacdo precoce dos fatores de risco associados a baixa massa 0ssea e ao risco
de fraturas é fundamental para o desenvolvimento de estratégias de diagndstico precoce de
osteoporose e de sua prevencdo (ABRAHAMSEN et al., 2006).

O DML1 é uma doenga classicamente associada a perda de massa 0ssea e o individuo
diabético apresenta um conjunto de fatores clinicos que favorecem a ocorréncia de fratura
(MCCABE, 2007; HOUGH et al., 2016; NAPOLI et al., 2016).

Desta forma, existe grande interesse em se investigar possiveis mecanismos de
associacao entre estes dois distlrbios e em paralelo desenvolver formas de diagndstico e

tratamento precoces.

HIPOTESE

O conjunto de alteragbes metabdlicas e hormonais presentes no DM1 favorecem o
aumento de adiposidade da medula 6Ossea, em paralelo ocorre prejuizo da atividade
osteoblastica dificultando a manutencdo da massa 6ssea. O TCTH pode influenciar este

processo intensificando o processo de adipogénese da medula 6ssea e reducao da massa 0ssea.
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OBJETIVO

Objetivo geral

Avaliar a qualidade e quantidade de massa Gssea e a interacdo entre o metabolismo
0sseo e o0 energético em individuos com DM1 em insulinoterapia convencional, individuos
DM1 submetidos ao transplante de células-tronco hematopoiéticas (TCTH) e em individuos

normoglicémicos (controles), os quais foram pareados por idade, peso, altura e género.

Obijetivos especificos

a) Avaliar a massa 6ssea por absorciometria de raios-X de dupla energia (DXA) em
coluna lombar, quadril total, fémur proximal, antebraco e corpo total.

b) Avaliar pardmetros bioquimicos e hormonais relacionados ao metabolismo Gsseo
assim como os marcadores 6sseos e adipocinas.

c) Avaliar quantitativamente o tecido adiposo da medula dssea (TAMO) do corpo
vertebral (L3) e adiposidade da regido abdominal (TAV e TAS) e lipidios intra-
hepaticos (LIH).

d) Verificar a relacdo entre os diferentes depdsitos de tecido adiposo e adipocinas com as
medidas de quantidade e qualidade da massa dssea.
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MATERIAL E METODOS

O presente estudo €é do tipo transversal e foi desenvolvido durante o periodo do ano de
2013 até 2016. Todos os participantes assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) e foram informados sobre os objetivos da pesquisa, possiveis
desconfortos e todos os procedimentos a que foram submetidos (anexo 1). O protocolo do
projeto de pesquisa foi aprovado previamente pelo Comité de Etica em Pesquisa do
HCFMRP-USP, oficio n® 211/2012 em 26/03/2012 (anexo 2).

Selecdo de voluntarios e critérios de inclusao

Realizou-se o recrutamento de individuos adultos acima de 18 anos normoglicémicos
e com diagndstico de DM1 que foram alocados em trés grupos pareados por idade, género,
peso e altura. Foram incluidos 24 individuos (11 mulheres e 13 homens) normoglicémicos, 23
individuos (10 mulheres e 13 homens) com o diagndéstico de DM1 e 9 individuos (4 mulheres
e 5 homens) com diagnéstico de DM1 que no passado foram submetidos ao TCTH autélogo
até no maximo seis semanas apés o diagndstico de DML.

Os individuos normoglicémicos compdem o grupo controle e foram selecionados no
campus USP-Ribeirdo, sendo a divulgacdo do trabalho feita por meio de cartazes. Os
participantes do grupo DM1 em insulinoterapia convencional foram selecionados nos
ambulatorios de Diabetes do Centro Salde Escola (CSE) e do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de S&do Paulo (HCFMRP-USP) e
foram selecionados aqueles com mais de 5 anos de diagndstico. E, o grupo DM1 TCTH foi
recrutado na Unidade de Transplante de Medula Ossea (UTMO) do HCFMRP-USP. Desde
2003, ja& foram realizados 27 TCTH em pacientes no servico. Para a realizagdo deste estudo,
todos os pacientes submetidos ao TCTH foram contatados e convidados para participar do
estudo. No entanto, nem todos permanecem em seguimento no HCFMRP-USP e moram em
diferentes estados e regides deste pais o que limitou o alcance de um numero maior de

voluntarios.
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Critérios de exclusado

Como critérios de exclusdo foram considerados 0s seguintes aspectos: presenca de
insuficiéncia renal ou hepatica; historia de tabagismo; historia de uso de medicamentos que
interferem no metabolismo mineral como os tiazidicos e os glicocorticoides e histéria de uso

de medicamentos para tratamento de osteoporose como bisfosfonatos.

Avaliacdo antropométrica

Todos os voluntérios foram entrevistados no dia da coleta sendo realizadas as medidas
de peso (Kg) e estatura (m) utilizando a balanca da marca Welmy® (W200/5 Classe Ill) e 0
estadiémetro profissional Sanny®. Posteriormente, foi feito o célculo de indice de massa
corporal (IMC) (Kg/m?. Além disso, foi feita avaliagdo complementar para se obter
informagdes tais como perimetro de cintura (cm) e as pregas cutaneas cujos dados estdo

expostos no apéndice 1.

Anélise bioquimica e hormonal

A coleta de sangue foi realizada pela manha, com os individuos em jejum de 8 a 12
horas, sendo colhidos 20 ml de sangue para a realizacdo dos exames bioquimicos e
hormonais. No Laboratério Central do HCFMRP-USP foram feitas as dosagens de célcio
total, fésforo inorgénico, creatinina, glicemia de jejum, colesterol total, triglicerideos, HDL
colesterol, LDL colesterol, fosfatase alcalina, aspartato aminotransferase (AST) e alanina
aminotransferase (ALT) pelo aparelho analisador bioquimico automatico (KONELAB 60i,
Wiener, Thermo Clinical Labsystem ou Ruukintie, Espoo, Finlandia). Também foram

realizadas as dosagens de hemoglobina glicada (HbA1c) por HPLC (D-10™

Hemoglobin Axc
Program and Dual Program, Hercules, California, USA) e do PTH intacto pelo método de
guimioluminescéncia (Immulite, Siemens, Los Angeles, CA, USA).

No Laboratorio de Screening do HCFMRP-USP foi feita a dosagem de IGF-1 pelo
método de quimioluminescéncia (Immulite, Siemens, Los Angeles, CA, USA).

No Laboratério de Minerais e Metabolismo Osseo do HCFMRP-USP foram realizadas
as dosagens de 25-hidroxivitamina-D (25(OH)D) pela técnica de quimioluminescéncia, em

analisador automatico (Liaison, Diasorin, Saluggia, VC, Italia) e também as dosagens em
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duplicata de osteocalcina (OC) total (Cat#KAP1381, hOST-EASIA, DIAsource
ImmunoAssays, Louvain-la-Neuve, Belgium), osteocalcina parcialmente descarboxilada (D-
OC) (Cat#MK118, GIu-OC EIA kit, Takara Bio Inc., Japan), adiponectina total
(Cat#EZHADP-61K, ELISA Adiponectin human Millipore, Missouri, USA) e leptina
(Cat.#TE1016, TecoMedical Quidel, ELISA Leptin human kit, Gewerbestrasse, Switzerland)
pelo método ELISA. O coeficiente de variacdo (CV) intraensaio dos kits dosados por ELISA
foi de 3,6% para a OC total, 4,9% para D-OC, 2,1% para adiponectina e de 5,3% para leptina.

O telopeptideo carboxi-terminal do colageno do tipo | (CTx) foi determinado em
aparelho automaético Elecsys (B-crosslaps/serum assay, Roche Diagnostics, Indianapolis, IN,
USA).

Avaliacao da densidade mineral dssea e composi¢ao corporal

A densitometria déssea foi realizada no Centro de Imagens do HCFMRP-USP pela
técnica de raios-X de dupla energia (DXA) no aparelho Hologic Discovery QDR® Series
(Discovery Wi, Waltham, MA, USA). Os exames de DXA foram realizados por duas técnicas
do servico e o CV foi de 0,87% na coluna lombar, 1,46% no quadril total, 1,84% no colo do
fémur, 1,99% do 1/3 do radio e 0,98% do corpo total.

A densidade mineral 6ssea (DMQ) foi avaliada nos seguintes sitios 6sseos: coluna
lombar (L1-L4), corpo vertebral L3, quadril total, fémur proximal, 1/3 do antebraco e corpo
total sendo expressa em g/cm?. O valor de DMO dos voluntarios do género masculino com
menos de 50 anos e das mulheres pré-menopausadas foi analisado de acordo com os valores
de Z-score, sendo considerada massa 0ssea adequada para a idade quando o Z-score > -2 e
massa 0ssea inadequada para idade quando o0 Z-score < -2 em pelo um dos sitios 6sseos
avaliados (LEWIECKI et al., 2008). O valor de T-score foi considerado somente para 0s
participantes com idade acima de 50 anos o que permitiu a classificacdo 6ssea em adequada
(T-score >-1), osteopenia (T-score entre -1 e -2,5) e osteoporose (T-score < -2,5) (LEWIECKI
etal., 2008) .

A avaliacdo da composicdo corporal foi feita para obtencdo dos dados de massa de
gordura corporal (Kg e %), massa magra (Kg) e conteddo mineral 6sseo do corpo total (g).
Foi feito o célculo do indice de massa de gordura (IMG) (KELLY; WILSON;
HEYMSFIELD, 2009) e o indice de massa muscular apendicular (IMMA)
(BAUMGARTNER et al., 1998). O IMG permite a classificacdo do gordura corporal entre
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deficiéncia grave e obesidade grau Ill e o IMMA permite avaliar se a massa muscular
apendicular esta abaixo ou acima do esperado de acordo com o género. A andlise de
morfometria da coluna vertebral foi realizada pelo Prof. Dr. Marcello Henrique Nogueira-
Barbosa para verificar a presenca subclinica de fraturas. A avaliagdo foi feita nos corpos
vertebrais de T1 até L5.

Avaliacao do tecido adiposo da medula 6ssea e da regido abdominal

Os exames de ressonancia magnética (RM) também foram realizados no Centro de
Imagens do HCFMRP-USP no aparelho de 1,5 Tesla (Philips Medical System; modelo
ACHIEVA).

Para quantificacdo de gordura na regido da coluna lombar se utilizou uma bobina
phased-array. As imagens obtidas sdo pesadas em T1 do tipo gradiente de eco com dois
valores de tempo ao eco, em fase (TE=4,6 ms) e fora de fase (TE=2,3 ms). Outros parametros
sdo TR=300 ms, 15 cortes sagitais de 4 mm de espessura. Estas imagens sdo utilizadas para
fazer um mapa de fracdo de gordura e como localizadoras para a espectroscopia; a duragédo é
de 1 minuto.

Na técnica de espectroscopia de prétons (*H-MRS) esta sendo usado um voxel de
1,5x1,5x1,5cm?® posicionado sobre o corpo vertebral de L3, técnica PRESS com 8 medidas,
sem supressdo do sinal da agua, TR=2000ms e multiplos valores de TE=40/60/80ms. Os
dados sdo processados com o software LC model e foi calculada a fracdo de gordura, a partir
da &rea embaixo da curva do sinal na regido de 1.2-1.5 ppm, relacionada com a concentragdo
de &gua e gordura (HATIPOGLU et al., 2007).; a duragéo: é de 1 minuto. O valor relatado no
presente estudo é a fracdo de gordura/agua+total de gordura (picos nas regides de 0,9; 1,3; 2,3
e 5,3 ppm), sendo a concentracdo de agua (pico na regido de 4,7 ppm) igualmente corrigida
ante o efeito de relaxacdo transversal. Os picos nas regides de 0,9 e 1,3 ppm séo
correspondentes a fracdo saturada, os picos na regido de 5,3 ppm correspondem a fracdo
insaturada e o pico de 2,3 ppm corresponde ao lipidio residual. As imagens pesadas em
difusdo estdo sendo adquiridas usando uma sequéncia spin eco combinada com uma
sequéncia eco planar de disparo Unico (TR/TE=8000/70ms), sendo considerado trés valores
de b=0,500,1000s/mm2 nas trés direcGes principais. Os mapas de ADC s&o calculados
diretamente na méaquina de RM e o tempo de realizacdo € de 3 minutos (figura 1).
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Figura 1. Quantificacdo do tecido adiposo da medula dssea pela técnica de espectroscopia de
prétons (1H-MRS).

A quantificacdo do tecido adiposo subcutaneo (TAS), tecido adiposo visceral (TAV) e
o teor de lipidio intra-hepético (LIH) foram feitas no software Display. A andlise do TAV e
do TAS foi realizada pela imagem axi infout BH inferior. E selecionado o corte da area da
regido da cicatriz umbilical do individuo e a partir da imagem deste corte é feita a
segmentacdo manual em gordura subcutanea e visceral. O célculo da quantidade de gordura
nestas areas é feito pelo numero do voxel e o tamanho do voxel (mm) subcuténeo e visceral.
Para analise da gordura hepatica seleciona-se a regido central com melhor posicionamento do
figado, sendo delimitadas quatro regides de interesse (ROI) no tamanho 10. Os quatro ROI
sdo posicionados no sentido anti-horario nas quatro extremidades do 6rgdo. O célculo da
porcentagem de gordura de cada ROI é utilizado para se obter a media de % de gordura
hepética (FISHBEIN et al., 2006) (figura 2).
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As andlises dos exames de RM sdo realizadas com a colabora¢do dos Profs. Drs.
Marcello Henrique Nogueira-Barbosa, Jorge Elias Junior e Carlos Ernesto Garrido Salmon.

Tecido Adiposo Visceral

Lipidio Intra-hepatico (LIH)
Tecido Adiposo Subcutaneo (TAS)

Figura 2. Quantificacdo do tecido adiposo subcutaneo (TAS), tecido adiposo visceral (TAV)

e o teor de lipidio intra-hepatico (LIH) pela técnica de in phase/out phase.Analise estatistica

Foram feitas andlises de variancia simples (ANOVA) com um fator (one-way) para
comparacao entre medias das varidveis. Para a utilizacdo desse modelo foi necessario que 0s
residuos tivessem distribuicdo normal com variancia constante. Foram utilizados como pés-
teste os contrastes ortogonais. Para verificar associacdo entre diversas variaveis qualitativas e
os grupos de estudo foi aplicado o teste “Exato de Fisher”. Foi feita analise exploratéria com
frequéncias relativas e absolutas de algumas varidveis. Além disso, foram calculadas
correlagcdes de Pearson entre variaveis quantitativas continuas e foi feita analise de regressédo
linear multipla para encontrar uma possivel associacdo entre algumas varidveis independentes
e uma determinada variavel resposta continua. A analise estatistica dessas metodologias foi
feita atraves dos procedimentos PROC FREQ e PROC REG do software SAS verséo 9.4 e os
gréficos foram realizados no software R 3.3.1. Para as analises foi adotado o nivel de

significancia de o = 0,05.
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RESULTADOS

A caracterizacdo dos grupos estudados estd exposta nas tabelas 1 e 2. Os grupos do
estudo foram homogéneos em relacédo a idade, peso e estatura. Somente dois voluntarios do
grupo controle e dois do grupo DM1 tinham idade > 50 anos. Observou-se também que néo
houve evidéncias de diferenca significativa quanto ao IMC entre os grupos de estudo (tabela
1). Observou-se que 34% (n=8) dos individuos controle, 57% (n=13) do grupo DM1 em
insulinoterapia convencional e 22% do grupo DM1-TCTH (n=2) apresentaram IMC> 25
Kg/m? (apéndice 2).

O tempo de diagndstico da doenca no grupo DML variou entre 3 a 47 anos e a média e
desvio-padréo foi de 17+11 anos. Com relacdo aos individuos do grupo DM1 submetidos ao
TCTH, todos apresentavam no maximo seis semanas de diagnostico de DM1 no periodo pré-
TCTH. O tempo de pés-TCTH até a coleta de dados do presente estudo variou entre 0,5 a 10
anos, sendo que a média e desvio-padréo foi de 5+4 anos (tabela 1).
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Tabela 1. Caracterizagdo dos grupos de estudo: Controle, DM1 e DM1-TCTH

Variaveis Grupos n Meédia DP Minimo Mediana Maéaximo p-valor

Idade (anos) Controle 24 32 12 19 29 66 0,29
DM1 23 32 13 20 28 68
DM1-TCTH 9 25 6 20 24 37

Idade da menarca  Controle 11 12 1 10 13 14 0,34

(anos) DM1 10 13 2 9 13 15
DM1-TCTH 4 12 2 9 12 13

Tempo de doenga DM1 23 17 11 3,0 15 47 0,003

ou p6s-TCTH
DM1-TCTH 9 5 4 0,5 5 10

(anos)

Peso (kg) Controle 24 67,4 144 42,8 66,7 106,1 0,33
DM1 23 72,3 10,6 52,5 72,3 98,9
DM1-TCTH 9 66,9 11,0 48,6 65,1 86,0

Estatura (m) Controle 24 1,68 0,08 1,52 1,69 1,83 0,45
DM1 23 1,69 0,08 1,51 1,71 1,86
DM1-TCTH 9 1,72 0,11 1,56 1,71 1,88

indice de massa Controle 24 23,8 3,7 17,5 24,4 31,9 0,10

corporal  (IMC) DM1 23 25,3 3,4 19,8 25,9 33,2

(kg/m?) DM1-TCTH 9 22,5 2,2 19,9 21,6 25,7

Legenda: desvio padrdo (DP); transplante de células tronco-hematopoiéticas (TCTH).
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Os grupos também foram homogéneos quanto & propor¢do entre homens e mulheres
(tabela 2). A maioria dos participantes era do género masculino e completou até o 2° grau do
ensino médio. Ndo houve diferenca do consumo de bebida alcoolica entre os grupos sendo
que grande parte dos voluntarios consome algum tipo de bebida alcoolica semanalmente. Nos
grupos controle e DM1-TCTH, mais de 50% dos participantes fazem atividade fisica
regularmente e no grupo DM1 mais da metade ndo pratica nenhum tipo de atividade fisica
(p<0,05). O tipo de atividade fisica mais realizada nos trés grupos foram a caminhada e a
musculacao.

O uso de medicamentos além da insulina exdgena ndo foi usual entre os participantes
do estudo (apéndice 3). Uma pequena porcentagem dos voluntarios dos grupos avaliados
relatou o uso de medicamentos tais como inibidores de bomba de protdns, antagonista dos
receptores da angiotensina (ARAS), estatina, cloridrato de nortriptilina, entre outros (apéndice
3). Além disso, a maioria dos individuos do grupo DM1-TCTH (n=6; 67%) fazem uso de
anti-diabético oral além da insulinoterapia (sitagliptina).

Tabela 2. Frequéncia absoluta e relativa das varidveis qualitativas do estudo por grupo e 0s

respectivos resultados do teste Exato de Fisher.

Variaveis Controle DM1 'I[')CMI'lH p-valor
n % n % n %

Género

Feminino 11 458 10 435 4 444 1,0

Masculino 13 542 13 565 5 556

Escolaridade

Nenhuma 0 0 2 87 O 0 0,32

1° grau 0 0 1 435 1 11,1

2° grau 11 50 14 609 5 556

Superior 11 50 6 261 3 333

Consumo de Alcool

Nao 10 455 12 522 4 444 0,94

Sim 12 546 11 478 5 556
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Variaveis Controle DMI 'II'DCIZ\{Il'lH p-valor
n % n % n %

Frequéncia

(Consumo de Alcool)

Raramente 1 455 0 0O 1 111 0,42

Mensalmente 2 909 5 217 O 0

Semanalmente 9 409 6 261 4 444

Atividade fisica

Né&o 10 455 13 565 0 0 0,009

Sim 12 546 10 435 9 100

Frequéncia semanal

(Atividade fisica)

2 3 136 2 87 1 111 0,03

3 1 455 2 87 2 2272

4 5 22,7 4 174 2 22,2

5 1 455 2 87 2 2272

6 2 909 0 0 O 0

7 0 0 0 0 2 222

Fraturas ndo-osteoporoéticas*

Nao 19 86,4 11 478 7 778 0,02

Sim 3 136 12 522 2 2272

Medicamento em uso**

Nao 18 75 11 478 3 333 0,049

Sim 6 25 12 522 6 66,7

Total 24 23 9

*informacdo obtida a partir de relato de proprio voluntario. ** com excecdo da insulina e anti-diabéticos oral.

Legenda: transplante de células tronco-hematopoiéticas (TCTH).
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O total de unidades de insulina (Ul/kg de peso corporal/dia) utilizada pelo grupo DM1
em insulinoterapia convencional foi significativamente maior (A dose de insulina entre
grupos: 0,52 Ul/kg de peso/dia) quando se comparou com o grupo DM1-TCTH (p<0,0001,
tabela 3).

Tabela 3. Descricdo do total de insulina corrigido pelo quilo de peso corporal (Ul/Kg de

peso/dia) entre os grupos e tempos pré-TCTH, 1 ano ap6s TCTH e atual.

Grupo Tempo n Media DP Minimo Mediana Méaximo
DM1 Dose de insulina atual 23 0,80 0,2 0,38 0,8 1,18
DM1-TCTH Pré-TCTH 9 0,37 01 0,21 0,36 0,56

1 ano p6s-TCTH 9 0,10 0,2 0 0 0,45
Dose de insulina atual 9 0,27 0,3 0 0,23 0,84

Legenda: desvio padrédo (DP); transplante de células tronco-hematopoiéticas (TCTH).

O tempo sem insulinoterapia ap6s TCTH variou de 0,7 a 5,5 anos (2,0+1,3 anos).
Apds 1 ano do TCTH, os individuos diabéticos tipo 1 transplantados apresentaram reducéo
significativa no uso de insulina (A dose de insulina 1 ano apds TCTH: 0,27 Ul/Kg de
peso/dia; p=0,003). No entanto, observou-se que a dose de insulina no momento da coleta foi
maior (A dose de insulina: 0,17 Ul/Kg de peso/dia; p=0,04) que a dose utilizada por estes
individuos ap6s 1 ano de transplante. Ndo houve diferenca entre a quantidade de insulina
usada no pré-TCTH (0,37+0,1 UI/Kg de peso/dia) e no momento da coleta do estudo (atual:
0,27+0,3 UI/Kg de peso/dia) (p=0,21; tabela 4).

Tabela 4. Comparacdo da dose de insulina entre os tempos pré-TCTH, 1 ano ap6s TCTH e
atual no grupo DM1-TCTH.

Comparacéao Diferenca EP 1C(95%0) p-valor
Pré-TCTH - lanop6s-TCTH 0,27 0,08 011 043 0,003
Pré-TCTH - Atual 0,10 0,08 -0,06 026 0,21
1 ano p6s-TCTH - Atual -0,17 0,08 -0,33 -0,01 0,04

Legenda: erro padrdo (EP); intervalo de confianga (IC); transplante de células tronco-hematopoiéticas (TCTH).

A descricdo e comparacdo das dosagens bioquimicas, hormonais, de marcadores
0sseos e do tecido adiposo entre os grupos avaliados estdo expostas nas tabelas 5 a 7. A
glicemia de jejum e os valores séricos de HbAlc foram significativamente maiores nos

individuos diabéticos tipo 1 com insulinoterapia convencional quando comparado com 0s
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individuos normoglicémicos e também com os diabéticos tipo 1 que foram submetidos ao
TCTH (ex.: HbAlc: Controle = 5,3£0,3; DM1 = 9,6+2,3; DM1-TCTH = 6,3+0,7; p<0,0001;
tabela 5; figura 3). A Associacdo Americana de Diabetes (ADA) sugere como meta para
individuos diabéticos manter os valores de HbAlc abaixo de 7% (GIUGLIANO et al., 2016),
0 que foi observado na maioria do grupo DM1-TCTH (78%), que apresentou melhor controle
glicémico comparado com os individuos do grupo DM1 (4%).

Foi observado que os valores de albumina sérica foram significativamente menores no
grupo DM1 em relacdo aos demais grupos (p=0,003) e o célcio corrigido apresentou valores
menores nos individuos do grupo DM1-TCTH comparado com os outros grupos (p=0,03). A
fosfatase alcalina foi significativamente maior no grupo DM1 (p=0,004; tabela 5 e figura 3).
N&o foi observada diferenca entre os grupos nos valores séricos de creatinina, AST, ALT,
fosforo inorganico, colesterol, triglicérides, HDL-colesterol e LDL-colesterol (p>0,05) (tabela
5).

Verificou-se que o colesterol estava acima de 200 mg/dL para 29% (n=7) do grupo
Controle, 30% (n=7) do grupo DM1 e 22% (n=2) do grupo DM1-TCTH. A porcentagem de
individuos com triglicérides acima de 150 mg/dL foi proxima (13%; n=3) nos grupos
Controle e DM1. O LDL-colesterol mostrou-se acima de 100 mg/dL em 17% (n=4) do grupo
Controle, 30% (n=7) do grupo DML1 e 22% (n=2) do grupo DM1-TCTH. O HDL- colesterol
encontrou-se < 40 mg/dL em 29% (n=7) do grupo Controle e em 26% (n=6) do grupo DM1.

O IGF-1 encontrou-se menor no grupo DM1 que nos outros grupos (p=0,03). Ainda,
as concentracdes de 25(OH) D foram maiores no grupo DM1-TCTH comparado com o0s
grupos controle e DM1 (p=0,002; tabela 6 e figura 4). Foi observado que 21% (n=5) do grupo
controle e 26% (n=6) do grupo DM1 apresentaram valores de 25(OH) D abaixo 20 ng/mL, o
que indica a presenca de deficiéncia de vitamina D nestes individuos (ROSS et al., 2011).

Os trés grupos apresentaram valores séricos de PTH e OC total semelhantes. Porém, o
grupo com DM1 em insulinoterapia convencional apresentou tendéncia em ter CTx sérico
menor que o0 grupo controle (p= 0,053; tabela 6 e figura 4). N&o houve diferenca nos valores
de D-OC entre os grupos avaliados (p>0,05). Da mesma forma, as taxas circulantes de leptina

e adiponectina foram semelhantes nos trés grupos (p>0,05; tabela 7 e figura 5).
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Variaveis Grupos n Média DP Minimo Mediana Méximo p-valor

Glicemia de jejum (mg/dL) Controle 24 87,3 6,9 76 86,5 105 <0,0001
DM1 23 217,2* 108,2 46 219 480
DM1-TCTH 9 107,6 22,6 70 107 157

Hemoglobina glicada (HbA1c) (%)  Controle 24 5,3 0,3 4,6 5,3 5,8 <0,0001
DM1 23 9,6" 2,3 6,6 9,4 16,1
DM1-TCTH 9 6,3 0,7 54 6,3 7,6

Creatinina (mg/dL) Controle 24 0,96 0,21 0,69 0,93 1,47 0,35
DM1 23 0,92 0,14 0,68 0,96 1,15
DM1-TCTH 9 0,86 0,15 0,67 0,86 1,10

Aspartato  Aminotransferase (AST) Controle 24 22,2 5,8 12,0 21,8 35 0,06

(U/L) DM1 23 17,7 6,8 10,7 15,3 39
DM1-TCTH 9 19.34 6.69 10.7 18.3 33

Alanina  Aminotransferase (ALT) Controle 24 24,7 13,2 12,8 21,4 56,3 0,43

(U/L) DM1 23 19,5 14,5 7,8 15,5 79,1
DM1-TCTH 9 22,5 12,2 10,7 19,3 49,9




Variaveis Grupos n Media DP Minimo Mediana Maximo p-valor

Albumina Controle 24 4,5 0,2 4,1 4,5 4,9 0,003

(g/dL) DM1 23 43" 0,2 4,0 43 47
DM1-TCTH 9 4,5 0,2 4,2 4,6 4,7

Célcio total (mg/dL) Controle 24 10,1 0,5 9,0 10,1 11,0 0,13
DM1 23 9,9 0,5 8,7 9,9 10,8
DM1-TCTH 9 9,7 0,5 9,0 9,7 10,4

Célcio corrigido (mg/dL) Controle 24 9,7 0,4 8,9 9,7 10,4 0,03
DM1 23 9,7 0,4 8,7 9,7 10,4
DM1-TCTH 9 9,3°" 0,4 8,6 9,2 10,0

Fdsforo inorganico (mg/L) Controle 24 34 0,5 2,3 3,4 44 0,10
DM1 23 3,7 0,7 2,5 3,8 4,7
DM1-TCTH 9 3,8 0,6 2,8 3,8 4,8

Fosfatase alcalina (U/L) Controle 24 1545 42,5 91 153 253 0,004
DM1 23 214,3" 82,2 97 191 467
DM1-TCTH 9 160" 34,5 115 165 205
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Variaveis Grupos n Média DP Minimo Mediana Méximo p-valor

Colesterol (mg/dL) Controle 24  189,1 27,6 143 192 247 0,39
DM1 23 180 35,4 124 173 267
DM1-TCTH 9 173,7 28,2 135 168 224
Triglicérides (mg/dL) Controle 24 95 57,2 38 80 275 0,17
DM1 23 85,9 43,6 41 68 203
DM1-TCTH 9 59,4 17,3 42 54 98
HDL-colesterol (mg/dL) Controle 24 48,2 10,3 30 48 71 0,52
DM1 23 50,5 17,5 18 47 86
DM1-TCTH 9 54,2 7,7 42 56 64,6
LDL-colesterol (mg/dL) Controle 24 1219 22,0 87 119 162 0,21
DM1 23 112,3 25,2 72 113 161
DM1-TCTH 9 107,6 22,6 81 105 148

"diferenca estatistica entre o grupo DM1 e o grupo Controle;

Sdiferenca estatistica entre o grupo DM1-TCTH e o grupo Controle.

"diferenca estatistica entre o grupo DM1 e o grupo DM1-TCTH.

* Legenda: desvio padrdo (DP); transplante de células tronco-hematopoiéticas (TCTH).
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Tabela 6. Descrigcdo e comparacdo das dosagens séricas relacionadas ao metabolismo 6sseo entre os grupos Controle, DM1 e DM1-TCTH.

Variaveis Grupos n Meédia DP Minimo Mediana  Maximo p-valor

PTH (pg/mL) Controle 24 34,4 15,4 12 31,65 72 0,47
DM1 23 29,5 19,9 3 25 95,1
DM1-TCTH 9 37,6 21,7 23,6 28,4 91

IGF-1 (ng/mL) Controle 24 243,4 100,4 69,5 232,5 450 0,03
DM1 23 191,2" 71,1 79 186 328
DM1-TCTH 9 269,3" 48,9 191 271 375

25(0H) D (ng/mL) Controle 24 26,4 9,2 12,2 24,7 49,0 0,002
DM1 23 24,9 7,3 12,3 26,1 39,1
DM1-TCTH 9 38,3°" 13,3 24,5 37,6 66,1
C I 24 11,09 511 2,21 11,37 25,71 0:31

Osteocalcina total (OC) ontrole ’ ’ ’ ’ ’

(ng/mL) DM1 23 10,81 4,56 2,38 10,68 22,58
DM1-TCTH 9 13,54 2,95 9,4 12,93 19,62

Telopeptideo carboxi-terminal do colageno tipo | Controle 24 0,46 0,16 0,14 0,47 0,8 0,053

(CTx) (ng/mL) DM1 23 0,35 0,2 0,12 0,3 0,98
DM1-TCTH 9 0,49 0,18 0,3 0,52 0,8

"diferenca estatistica entre o grupo DM1 e o grupo Controle.

Sdiferenca estatistica entre o grupo DM1-TCTH e o grupo Controle.
"diferenca estatistica entre o grupo DM1 e o grupo DM1-TCTH.

* Legenda: desvio padrdo (DP); transplante de células tronco-hematopoiéticas (TCTH).



Tabela 7. Descri¢cdo e comparacdo de marcadores 0sseo e do tecido adiposo entre os grupos Controle, DM1 e DM1-TCTH.

Variaveis Grupos n  Média DP Minimo Mediana Méximo p-valor
Osteocalcina parcialmente descarboxilada Controle 24 7,1 4,48 0,8 7,1 16 0,52
(D-OC) (ng/mL) DM1 23 561 4,13 1,5 4,7 16
DM1-TCTH 9 6,64 4,96 1,4 5,4 16
Adiponectina (ug/mL) Controle 24 9,3 57 3,4 7,2 28,3 0,38
DM1 23 14,9 15,6 2,6 9,3 63,7
DM1-TCTH 9 9,5 4,3 5,9 9,2 19,1
Leptina (ng/mL) Controle 24 7,8 7,7 1,9 3,5 23,9 0,21
DM1 23 12,8 11,3 1,1 8,4 44
DM1-TCTH 9 17,3 17,6 2,4 8,6 63,4

"diferenca estatistica entre o grupo DM1 e o grupo Controle.
Sdiferenca estatistica entre o grupo DM1-TCTH e o grupo Controle.
"diferenca estatistica entre o grupo DM1 e o grupo DM1-TCTH.

* | egenda: desvio padréo (DP); transplante de células tronco-hematopoiéticas (TCTH).
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Figura 3. Gréficos tipo box plot das dosagens de glicemia, HbAlc, albumina, calcio corrigido

e fosfatase alcalina nos grupos Controle, DM1 e DM1-TCTH.
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Os dados de DMO e de composicdo corporal obtidos pelo DXA estdo expostos nas
tabelas 8 e 9, respectivamente. Com relacdo a avaliacdo 6ssea, ndo foi encontrada diferenca
entre os grupos dos valores absolutos de DMO e dos valores de Z-score ou T-score dos sitios
0sseos avaliados, sendo que, em média, estes individuos apresentaram massa 0ssea adequada
para idade e género (tabela 8 e figura 6). O contedo mineral 6sseo também foi semelhante
quando se compararam os trés grupos estudados (tabela 8). Observou-se que a frequéncia de
alteracdo 0ssea (Z-score < 2 ou T-score entre -1,0 e -2,5 ou T-score < -2,5) foi de 12,5% (n=3)
dos individuos normoglicémicos (grupo Controle), 26% (n=6) dos individuos com DM1 e
11% (n=1) dos individuos diabéticos submetidos ao TCTH. Dentre os individuos do grupo
DM1 que apresentaram redugdo da massa 0ssea, dois tinham idade superior a 60 anos.

Sobre a composicdo corporal, foi encontrado que a massa de gordura e a massa
muscular do corpo total (em Kg) foram semelhantes entre os grupos avaliados (p>0,05).
Também ndo foi observada diferenca na quantidade de gordura situada nas regies androide e
ginoide (p>0,05). Os membros superiores (bracos) e os membros inferiores (pernas) também

apresentaram quantidade de gordura e massa muscular similar (p>0,05; tabela 9).



Tabela 8. Descricdo e comparagdo da densidade mineral 6ssea (DMO) do quadril total, colo do fémur, coluna lombar, 1/3 do rédio e do corpo

total entre os grupos Controle, DM1 e DM1-TCTH.

Variaveis

Grupos n Media DP  Minimo Mediana Maximo p-valor

DMO do quadril total (g/cm?) Controle 24 0,995 0,160 0,724 0,976 1,355 0,99
DM1 23 0,996 0,175 0,677 0,974 1,303
DM1-TCTH 9 1,002 0,108 0,851 0,962 1,184

T-score do quadril total Controle 24 0,03 1,09 -1,8 0,0 2,1 0,93
DM1 23 -0,07 1,10 -2,3 0,1 1,8
DM1-TCTH 9 0,07 0,70 -0,7 -0,2 1,3

Z-score do quadril total Controle 24 0,11 1,02 -1,8 0,0 2,2 0,99
DM1 23 0,13 1,01 -2,2 0,2 1,8
DM1-TCTH 9 0,09 0,74 -0,7 -0,2 1,3

DMO do colo do fémur (g/cm?) Controle 24 0,881 0,194 0,531 0,880 1,290 0,98
DM1 23 0,872 0,166 0,644 0,876 1,249
DM1-TCTH 9 0,883 0,09 0,682 0,896 0,986

T-score do colo do fémur Controle 24 -0,12 1,48 -2,9 -0,1 2,6 0,91
DM1 23 -0,26 1,21 -2,1 -0,4 2,3
DM1-TCTH 9 -0,09 0,73 -1,5 -0,1 1,2




Variaveis Grupos n Média DP  Minimo Mediana Maéaximo p-valor

Z-score do colo do fémur Controle 24 0,08 1,34 -2,9 -0,05 2,7 0,98
DM1 23 0,06 1,09 -2,0 0,3 2,4
DM1-TCTH 9 -0,02 0,71 -14 0,1 1,2

DMO da coluna lombar (L1-L4) (g/cm?)  Controle 24 0,995 0,138 0,8 0,961 1,280 0,85
DM1 23 0,977 0,132 0,762 0,979 1,183
DM1-TCTH 9 0,971 0,115 0,774 0,971 1,194

T-score da coluna lombar (L1-L4) Controle 24 -0,60 1,23 -2,4 -1,0 1,9 0,61
DM1 23 -0,93 1,18 -3,2 -0,7 0,8
DM1-TCTH 9 -0,92 1,08 -2,9 -0,7 0,9

Z-score da coluna lombar (L1-L4) Controle 24 -0,50 1,17 -2,3 -0,85 1,9 0,76
DM1 23 -0,68 1,27 -3,2 -0,4 1,5
DM1-TCTH 9 -0,83 1,11 -2,9 -0,6 1,0

DMO da vertebra L3 (g/cm?) Controle 24 1,020 0,146 0,824 0,968 1,303 0,79
DM1 23 0,994 0,140 0,771 0,969 1,222
DM1-TCTH 9 0,995 0,129 0,792 0,976 1,259

T-score da vertebra L3 Controle 24 -0,60 1,31 -2,5 -1,1 2,0 0,61
DM1 23 -0,95 1,26 -3,4 -1,1 11
DM1-TCTH 9 -0,92 1,16 -2,8 -1,2 14
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Variaveis Grupos n Media DP  Minimo Mediana Maximo p-valor

Z-score da vertebra L3 Controle 24 -0,49 1,22 -2,0 -0,9 2,1 0,74
DM1 23 -0,70 1,33 -3,4 -0,6 1,8
DM1-TCTH 9 -0,83 1,16 -2,8 -11 14

DMO do 1/3 rédio (g/cm?) Controle 24 0,725 0,077 0,617 0,706 0,874 0,97
DM1 23 0,720 0,108 0,500 0,706 0,978
DM1-TCTH 9 0,728 0,085 0,627 0,681 0,869

T-score do 1/3 radio Controle 24 -0,50 0,75 -2,2 -0,3 11 0,86
DM1 23 -0,68 1,49 -4.2 -0,4 3,0
DM1-TCTH 9 -0,60 1,04 -2,6 -0,5 1,0

Z-score do 1/3 radio Controle 24 -0,37 0,86 -2,4 -0,15 1,1 0,89
DM1 23 -0,34 1,43 -4.2 -0,4 3,1
DM1-TCTH 9 -0,54 1,06 -2,6 -0,5 1,0

Contetdo Mineral Osseo Controle 24 2228 479 1394 2213 3184 0,37

Corpo total (g) DM1 23 2378 438 1802 2352 3145
DM1-TCTH 9 2459 478 1729 2529 3189
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Variaveis Grupos n Media DP  Minimo Mediana Maximo p-valor

DMO do corpo total (g/cm?) Controle 24 1,165 0,122 0,901 1,168 1,495 0,43
DM1 23 1,206 0,135 1,009 1,173 1,487
DM1-TCTH 9 1,215 0,09 1,036 1,255 1,329

T- ou Z-score do corpo total Controle 24 -0,03 1,12 -2,3 -0,3 2,4 0,49
DM1 23 0,28 1,21 -1,6 0,1 4.4
DM1-TCTH 9 0,43 0,7 -0,5 0,5 1,8

* Legenda: desvio padrdo (DP); transplante de células tronco-hematopoiéticas (TCTH).
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Tabela 9. Descricdo e comparacdo da composicdo corporal obtida pela técnica de DXA entre os grupos Controle, DM1 e DM1-TCTH.

Variaveis Grupos n Media DP Minimo Mediana Maximo  p-valor

Massa de gordura (Kg) — Corpo Total Controle 24 20,1 55 11,3 19,0 35,6 0,16
DM1 23 22,4 8,4 10,3 22,0 40,4
DM1-TCTH 9 17,4 4,8 10,5 18,2 22,6

Massa Muscular (Kg) — Corpo Total Controle 24 43,9 12,0 25,3 43,0 66,1 0,71
DM1 23 46,4 9,3 34,0 45,2 72,0
DM1-TCTH 9 45,3 8,8 35,1 45,8 61,0

% Gordura corporal Controle 24 31,0 7,6 16,9 30,0 46,5 0,38
DM1 23 31,2 10,0 15,5 29,7 50,4
DM1-TCTH 9 26,7 6,7 20,3 22,1 35,6

Massa de gordura (Kg) - regido androide Controle 24 1,54 0,65 0,63 1,59 3,33 0,19
DM1 23 1,69 0,8 0,63 1,53 3,44
DM1-TCTH 9 1,20 0,31 0,58 1,21 1,58
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Variaveis Grupos n Média DP Minimo  Mediana Maximo p-valor

Massa de gordura (kg) - regido ginoide Controle 24 3,71 0,99 1,92 3,69 5,99 0,29
DM1 23 4,07 1,61 1,77 3,88 7,38
DM1-TCTH 9 3,29 1,11 2,13 2,8 4,52

Taxa da Massa de Gordura Androide/Ginoide  Controle 24 0,95 0,22 0,59 0,97 1,32 0,70
DM1 23 0,90 0,16 0,55 0,88 1,27
DM1-TCTH 9 0,91 0,19 0,62 0,89 1,20

Massa de gordura (Kg) — Bracos Controle 24 2,08 0,83 1,08 1,86 4,54 0,23
DM1 23 2,37 0,96 1,09 2,35 4,74
DM1-TCTH 9 1,81 0,65 0,89 1,73 2,77

Massa Muscular (Kg) — Bragos Controle 24 4,69 2,03 2,13 4,61 7,86 0,88
DM1 23 4,97 1,87 2,46 4,88 9,52
DM1-TCTH 9 4,91 1,94 2,87 4,84 8,20

Massa de gordura (Kg) — Pernas Controle 24 7,61 1,95 4,68 7,29 11,42 0,13
DM1 23 8,85 3,68 3,86 8,50 18,89

9,69

DM1-TCTH 9 6,74 2,26 3,95 6,06
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Variaveis Grupos n Média DP Minimo  Mediana Maximo p-valor
Massa Muscular (Kg) — Pernas Controle 24 14,34 4,25 6,92 14,8 21,22 0,54
DM1 23 15,47 3,49 10,12 15,07 24,54
DM1-TCTH 9 15,46 2,78 12,39 15,26 20,41

* Legenda: desvio padrdo (DP); transplante de células tronco-hematopoiéticas (TCTH).



60

A frequéncia de individuos com IMG normal ou em excesso foi proxima entre 0s

grupos controle e DM1. O grupo DM1 em insulinoterapia convencional mostrou maior

numero de individuos com obesidade grau I. J& o grupo DM1-TCTH foi o que apresentou

menor frequéncia de excesso de gordura corporal. Com relagcdo ao IMMA, a maioria do grupo

DM1 em insulinoterapia convencional apresentou massa muscular apendicular (MMA) acima

do esperado para o género (tabela 10).

Tabela 10. Frequéncia absoluta e relativa dos indices para avaliacdo da composi¢do corporal

pela DXA por grupos.

. . Controle DM1 DM1-TCTH
Indices para analise da
_ (n=24) (n=23) (n=9)
composigao corporal
n % n % n %
IMG (kg de massa de gordura/m?)*
Deficiéncia leve
0 0 0 1 11
(Homen:2,3-2,99/Mulher:4-4,49)
Normal
12 50 11 48 7 78
(Homem:3-6/Mulher:5-9)
Excesso
11 46 8 35 1 11
(Homem:6,1-9/Mulher:9,1-13)
Obeso grau 1
4 4 17 0 0
(Homem:9,1-12/Mulher:13,1-17)
24 100 23 100 9 100

IMMA (kg de massa muscular apendicular/m?)

(>50 anos: homem<7,26/mulher<5,45; <50 anos: homem<7,23/mulher<5,67)**

MMA abaixo do esperado 14 58
MMA acima do esperado 10 42
24 100

8 35
15 65
23 100

5 56
4 44
9 100

Legenda: transplante de células tronco hematopoiéticas (TCTH); Indice de Massa de Gordura (IMG); indice de
Massa Muscular Apendicular (IMMA). *KELLY; WILSON; HEYMSFIELD (2009). ** BAUMGARTNER et

al. (1998).
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Observou-se que o tecido adiposo subcutaneo (TAS) foi significativamente maior nos
individuos com DM1 em insulinoterapia convencional comparado com os individuos do
grupo DM1-TCTH (p=0,04). Ainda, verificou-se também que houve uma tendéncia dos
individuos com DM1 apresentarem maior quantidade de TAS do que os individuos do grupo
Controle (p=0,06). No entanto, ndo foi encontrada diferenca na medida do tecido adiposo
visceral (TAV) e também no teor de lipidios intra-hepéatico (LIH) entre os grupos avaliados
(p>0,05; tabela 11 e figura 7). Os valores de LIH se encontraram abaixo 9% na maioria dos
voluntéarios, sendo que somente dois individuos do grupo controle apresentaram LIH > 9%.

Sobre a avaliacdo do tecido adiposo da medula 6ssea (TAMO), encontrou-se que a
fragdo total do TAMO no corpo vertebral L3 foi semelhante entre os grupos avaliados
(p>0,05). Também néo foi encontrada diferenca na composicdo do TAMO (fracdo de gordura

saturada e insaturada) na vertebra L3 entre os grupos (p>0,05; tabela 11 e figura 8).
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Tabela 11. Descri¢do e comparacdo das medidas do tecido adiposo da medula 6ssea (TAMO)

do corpo vertebral L3, tecido adiposo subcutaneo (TAS), tecido adiposo visceral (TAV) e do

teor de lipidio intra-hepatico (LIH) entre os grupos.

Variaveis Grupos n  Meédia DP Minimo Mediana Maximo p-valor

TAMO - Controle 24 34,4 11,7 15,1 34,2 62,5 0,27

Fracdo  total DM1 23 34,2 8,5 19,9 34,1 50,5

(vertebra L3)
DM1-TCTH 9 40,3 8,5 23,1 41 51,6

(%)

TAMO - Controle 24 21,5 8,4 8,9 22,2 41,3 0,27

Fracdo saturada DM1 23 21,8 6,1 11,8 21,0 33,9

(%) DM1-TCTH 9 25,9 5,4 14,1 25,8 31,9

TAMO - Controle 24 2,97 1,73 0,2 2,65 7,5 0,23

Fracdo DM1 23 2,3 0,84 0,8 2,1 4,2

insaturada (%) DM1-TCTH 9 2,93 1,5 1,6 2,1 5,6

TAS (mm?) Controle 24 16052 7273 7438 16070 33390 0,04
DM1 23 21684 13309 3467 21646 55972
DM1-TCTH 9 12078 5219 5022 11431 20797

TAV (mm?) Controle 24 4653 4550 233 3308 16213 0,44
DM1 23 3867 3508 261 2812 12863
DM1-TCTH 9 2754 1700 772 2648 5902

Taxa Controle 24 0,27 0,25 0,03 0,2 1,04 0,45

TAVITAS DM1 23 0,20 0,14 0,04 0,21 0,54
DM1-TCTH 9 0,25 0,18 0,08 0,16 0,60

LIH (%) Controle 24 3,0 4,8 0,1 1,4 22,6 0,15
DM1 23 1,4 0,7 0,7 11 34
DM1-TCTH 9 1,1 0,6 0,7 0,9 2,8

"diferenca estatistica entre o grupo DM1 e o grupo DM1-TCTH.
*Legenda: desvio padrdo (DP); transplante de células tronco-hematopoiéticas (TCTH); tecido adiposo da medula
o6ssea (TAMO); tecido adiposo subcutaneo (TAS); tecido adiposo visceral (TAV); lipideo intra-hepatico (LIH).
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Figura 8. Graficos tipo box plot sobre a tecido adiposo da medula 6ssea (TAMO) da vertebra
L3 nos grupos Controle, DM1 e DM1-TCTH.

Na avaliacdo de morfometria da coluna vertebral, verificou-se que somente um
voluntario do grupo DM1 em insulinoterapia convencional apresentou fratura visualizada no
corpo vertebral L3. N&o foi encontrada fratura vertebral no restante dos individuos avaliados
(tabela 12).
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Tabela 12. Frequéncia relativa e absoluta da ocorréncia de fratura vertebral nos grupos

estudados.
Presenca de Fratura Vertebral
Grupos Sim N&o
n % n %
Controle 0 0% 24 100%
DM1 1 4,3% 22 95,6%
DM1-TCTH 0 0% 9 100%

*Legenda: transplante de células tronco-hematopoiéticas (TCTH).

A massa muscular se apresentou como um fator importante para massa 0ssea,
apresentando uma associacdo positiva significativa com a DMO do quadril total (0,010
glcm?), do colo do fémur (0,009 g/cm?) e da coluna lombar (L1-L4) (0,012 g/cm?) (p<0,0001;
tabela 13). Foi observado que o teor de LIH teve uma influéncia negativa significativa sobre a
DMO do quadril total (-0,012 g/cm?) e da coluna lombar (-0,012 g/cm?) (p=0,03; tabela 13).
Os modelos de regressdo mostraram que a DMO do quadril total também foi influenciada por
outros fatores tais como a idade (-0,004 g/cm?) e os valores de HbAlc (-0,014 g/cm?).
Quando no mesmo modelo, estas varidveis explicam 53% das variagdes da DMO do quadril
total (modelo 2; tabela 13). No entanto, verificou-se que o teor de LIH e a massa muscular
foram responsaveis por 41% da variabilidade dos valores de DMO do quadril total (modelo 3;
tabela 13; figura 9). Nao foi observado nenhum efeito significativo do LIH sobre a DMO do
colo do fémur assim como néo foi encontrado associagéo entre o TAV e a DMO (figura 10).
No caso da DMO da coluna lombar, o género (-0,162 g/cm?) se apresentou como fator
importante e os valores HbAlc (-0,013 g/cm?) tenderam a se associar negativamente com este
sitio 6sseo. O modelo de regressdo mostrou que estas variaveis explicaram 29% da
variabilidade dos valores de DMO da coluna lombar (modelo 2; tabela 13; figura 11).

O TAS mostrou ter associacdo positiva com a DMO do colo do fémur (0,000005
glcm?; p=0,02) e da coluna (L1-L4) (0,0000042 g/cm?; p=0,053; tabela 13). A DMO do colo
do fémur foi influenciada também pela idade (-0,006 g/cm?; p=0,0001), sendo que junto com
a massa muscular, explicou em 47% esta variadvel (modelo 2; tabela 13). A HbAlc (-0,014
glcm?; p=0,13) ndo apresentou uma associago significativa com a DMO do colo do fémur
(tabela 13).
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Além disso, foi encontrado que o TAMO da vertebra L3 (-0,002 %) ndo apresentou
efeito significativo sobre a DMO da coluna lombar (p=0,16) (apéndice 4). As concentracoes
séricas de adiponectina e de leptina também ndo apresentaram influéncia sobre a DMO
(p>0,05; tabela 13 e apéndice 4).

Tabela 13. Regressao linear multipla considerando como variavel dependente/resposta as
DMO do quadril total, colo do fémur e da coluna lombar (L1-L4).

Variavel
Parametro GL Parametro EP Valort Valorp
dependente/resposta
Modelo 2 Intercepto 1 0,704 0,111 6,34  <0,0001
DMO quadril total LIH (%) 1 -0,012 0,005 -2,35 0,02
(g/cm?) Massa muscular —
) 0,013 0,003 454  <0,0001
R“=0,53 corpo total (Kg)
Idade (anos) 1 -0,004 0,001 -2,66 0,01
HbAlc (%) 1 -0,014 0,006 -2,14 0,04
Género
-0,066 0,055 -1,19 0,24
(M=1/F=0)
Modelo 3 Intercepto 1 0,565 0,075 7,54  <0,0001
DMO quadril total LIH (%) 1 -0,012 0,005 -2,2 0,03

(g/cm?)
) Massa muscular —
R°=0,41 1 0,010 0,002 6,03 <0,0001
corpo total (Kg)

Modelo 1 Intercepto 1 0,692 0,154 451 <0,0001
DMO colo do fémur ~ TAS (mm?) 1 0,0000055 0,0000023 2,4 0,02
(g/cm?) TAV (mm?) 1 -0,0000066 0,0000068  -0,97 0,34
R?=0,57 LIH (%) 1 -0,005 0,006 -0,8 0,43

Adiponectina

(ng/mL)
Leptina (ng/mL)

1 0,0003112 0,0022300 0,14 0,89

[EEY

-0,001 0,002 -0,73 0,47

Massa muscular —
0,015 0,004 3,89 0,0003
corpo total (Kg)

Idade (anos) 1 -0,005 0,002 -2,26 0,03



Modelo 2

DMO colo do fémur
(g/cm?)

R*=0,47

Modelo 2

DMO coluna lombar

(L1-L4) (g/cm?)
R%2=0,29

IMC (Kg/m?)
HbAlc (%)
Género (M=1/F=0)

Intercepto
Massa muscular —

corpo total (Kg)

Idade (anos)

Intercepto

LIH (%)

Massa muscular —
corpo total (Kg)
HbA1c (%)
Género
(M=1/F=0)

N e

[EEN

-0,011
-0,014
-0,087

0,678

0,009

-0,006

0,659
-0,012

0,012

-0,013

-0,162

0,009
0,009
0,073

0,089

0,002

0,001

0,101
0,005

0,003

0,007

0,055

-1,18
-1,56
-1,2

7,62

53

-4,17

6,53
-2,3

4,26

-1,98

-2,93

67

0,25
0,13
0,23

<0,0001

<0,0001

0,0001

<0,0001
0,03

<0,0001

0,053

0,0051

Legenda: grau de liberdade (GL); erro padrdo (EP); densidade mineral dssea (DMO); lipidio intra-hepéatico
(LIH); hemoglobina glicada (HbALlc).
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Figura 9. Graficos da associacdo entre as variaveis independentes e a medida de DMO do

quadril total.

Figura 10. Gréaficos da associacdo entre as variaveis independentes e a medida de DMO do

colo do fémur.
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Figura 11. Graficos da associacdo entre as variaveis independentes e a medida de DMO da
coluna lombar (L1-L4).

Os valores de CTx (r=0,53) e de D-OC (r=0,65) se correlacionaram de forma mais
evidente com o TAV somente no grupo DM1-TCTH (tabela 14). Foi encontrada uma
correlacdo inversa entre os valores de HbAlc e os marcadores de formacao e ressor¢ao 6ssea
no grupo DM1 em insulinoterapia convencional (OC total: r=-0,48; CTx: r=-0,34). Por outro
lado, a D-OC correlacionou-se diretamente com HbAlc no grupo DM1 (r=0,19) e
inversamente no grupo DM1-TCTH (r= -0,27), mas estas correlacfes se apresentaram fracas
(tabela 14).

Os valores de OC total e CTx tiveram uma correlagdo mais evidente com os valores de
IGF-1 nos dois grupos diabéticos. No entanto, esta correlacdo se apresentou diferente entre
estes grupos, sendo positiva no grupo DM1 em insulinoterapia convencional (OC total:
r=0,59; CTx: r=0,66) e negativa no grupo DM1-TCTH (OC total: r=-0,52; CTx: r=-0,75).
Observou-se também que OC total, D-OC e CTx se correlacionaram inversamente com 0S

valores de adiponectina e leptina, porém correlagGes foram fracas (tabela 14).
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Tabela 14. Valores da correlagdo de Pearson por grupo e na totalidade dos individuos do

estudo das varidveis osteocalcina total, CTx e osteocalcina parcialmente descarboxilada.

Variaveis Controle DM1 DM1-TCTH Total
oC total TAV (mm°) -0,05 -0,11 0,29 -0,08
(ng/mL) TAS (mm’) 0,31 0,37 0,10 0,34
LIH (%) 0,48 0,08 -0,21 0,31
HbAlc (%) 0,14 -0,48 0,02 -0,22
IGF-1 (ng/mL) 0,17 0,59 -0,52 0,31
Doses de insulina -0,27 0,03 -0,35
(Ul/kg de peso)
Adiponectina (ug/mL) -0,19 -0,46 -0,40 -0,34
Leptina (ng/mL) -0,45 -0,14 -0,19 -0,29
CTx (ng/mL) 0,46 0,87 0,72 0,65
CTx (ng/mL)  TAV (mm? -0,34 -0,09 0,53 -0,14
TAS (mm?) -0,43 -0,44 -0,34 -0,48
LIH (%) 0,06 0,13 0,07 0,09
HbAlc (%) -0,15 -0,34 -0,08 -0,39
IGF-1 (ng/mL) 0,52 0,66 -0,75 0,50
Doses de insulina
(Ul/kg de peso) 0,14 0,20 0,32
Adiponectina (ug/mL) -0,19 -0,47 -0,51 -0,43
Leptina (ng/mL) -0,42 -0,26 -0,64 -0,38
D-OC (ng/mL) TAV (mm?) -0,08 0,08 0,65 0,05
TAS (mm?) -0,25 0,01 0,22 -0,10
LIH (%) 0,03 -0,03 0,28 0,06
HbAlc (%) 0,08 0,19 -0,27 -0,07
IGF-1 (ng/mL) 0,16 0,37 -0,46 0,21
Doses de insulina
(Ul/kg de peso) 0,00 0,17 -0,04
Adiponectina (ug/mL) -0,17 -0,18 -0,28 -0,19
Leptina (ng/mL) -0,42 -0,08 -0,18 -0,21
CTx (ng/mL) 0,31 0,51 0,53 0,45

Legenda: transplante de células tronco hematopoiéticas (TCTH);
carboxiterminal do colageno tipo 1 (CTx); osteocalcina parcialmente descarboxilada (D-OC); tecido adiposo
visceral (TAV); lipidio intra-hepatico (LIH); hemoglobina glicada (HbALc), fator de crescimento semelhante a
insulina (IGF-1).

osteocalcina (OC);

telopeptideo
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O TAV correlacionou-se diretamente com o teor de LIH, porém esta correlacdo néo se

mostrou muito evidente entre os grupos (Controle: r=0,46; DM1: r=0,21; DM1-TCTH:

r=0,32) (figura 12).
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Figura 12. Gréficos de correlagdo de Pearson entre tecido adiposo visceral (TAV) e lipidio

intra-hepatico (LIH) por grupo estudado: Controle, DM1 e DM1-TCTH.
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As correlagdes entre adiponectina e o tecido adiposo da regido abdominal (visceral e
subcutanea) também foram fracas (tabela 15). No entanto, observou-se que a adiponectina se
correlacionou mais diretamente com os valores de HbAlc no grupo DM1 em insulinoterapia
convencional (r=0,61) e no grupo DM1-TCTH esta associacdo se apresentou inversa (r=-
0,30). A adiponectina sérica se correlacionou positivamente com o TAMO e com a fracdo
saturada do TAMO da vertebra L3 nos dois grupos diabéticos, em especial, no grupo DM1-
TCTH, no qual esta relacdo foi mais evidente (ex.: fracdo saturada vs. adiponectina: Controle:
r=-0,23; DM1: r=0,46; DM1-TCTH: r=0,61; tabela 15). Verificou-se também que a
adiponectina também se correlacionou diretamente com a fragdo insaturada do TAMO da
vertebra L3 nos grupos Controle (r=0,33) e DM1 em insulinoterapia convencional (r=0,50).

Com relacdo a leptina sérica, esta apresentou uma correlacdo mais forte com o TAS
(Controle: r=0,64; DM1: r=0,44; DM1-TCTH: r=0,74) do que com o TAV (Controle: r=0,03;
DM1: r=0,22; DM1-TCTH: r= -0,23) (tabela 15). No grupo DM1-TCTH, a leptina se
correlacionou também diretamente com as doses de insulina (r=0,71) e a fracdo insaturada do
TAMO da vertebra L3 (r=0,71).
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Tabela 15. Valores da correlacdo e Pearson por grupo e na totalidade dos individuos do

estudo das variaveis adiponectina e leptina.

Variaveis Controle DM1 DMI1-TCTH Total
Adiponectina  TAS (mm°) -0,25 0,16 -0,02 0,16
(ug/mL) TAV (mm?) -0,25  -0,10 -0,39 -0,14
HbAlc (%) -0,08 0,61 -0,30 0,51
Doses de insulina
(Ullkg de peso) -0,33 -0,37 -0,11
TAMO - fragéo total (%) -0,26 0,34 0,68 0,11
TAMO - fragdo saturada (%) -0,23 0,46 0,61 0,18
TAMO - fracdo insaturada (%) 0,33 0,50 -0,01 0,20
Leptina TAS (mm?) 0,64 0,44 0,74 0,54
(ng/ml) TAV (mm?) 0,03 0,22 -0,23 0,12
HbAlc (%) 0,02 0,05 0,43 0,18
Doses de insulina
(Ullkg de peso) 0,12 0,71 0,31
TAMO - fragéo total (%) 0,14 0,30 0,31 0,16
TAMO - fragéo saturada (%) 0,08 0,16 0,20 0,08
TAMO - fracdo insaturada (%) 0,22 -0,06 0,71 0,08

Legenda: transplante de células tronco hematopoiéticas (TCTH); tecido adiposo da medula éssea (TAMO);

tecido adiposo subcutaneo (TAS); tecido adiposo visceral (TAV).

O TAMO da vertebra L3 foi influenciado significativamente pelo colesterol sérico
(0,083 %) que, junto com o TAV (0,00097 %), explicou 25% da variabilidade do percentual
do TAMO na vertebra L3 (modelo 2; tabela 16 e figura 13). N&o houve associagédo entre o
TAMO e o LIH (0,226 %, p=0,65; apéndice 4). A idade teve efeito positivo sobre a fragcdo
saturada do TAMO (0,252 %, p=0,0006; tabela 16). J& a fracdo insaturada do TAMO

apresentou associacdo com o género (-1,379 %) e o IGF-1 sérico (0,004%). Estes fatores

explicaram cerca de 30% das variagdes no percentual das fracOes saturada e insaturada do

TAMO da vertebra L3 (tabela 16). A HbAlc ndo apresentou associagdo significativa com o

TAMO e sua composicao lipidica (p>0,05; apéndice 4).
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Tabela 16. Regressao linear multipla considerando como variavel dependente/resposta as
fracOes total, saturada e insaturada do tecido adiposo da medula dssea (TAMO) da vertebra
L3.

Variavel
Parametro GL  Parametro EP Valort Valorp
dependente/resposta
Modelo 2 Intercepto 1 16,152 7,175 2,25 0,03
TAMO - TAV (mm?) 1 0,00097 0,00033 2,94 0,005
fracdo total (%) Colesterol
) 1 0,083 0,040 2,08 0,04
R“=0,25 (mg/dL)
Modelo 2 Intercepto 1 -1,214 5,120 -0,24 0,81
TAMO — Colesterol
1 0,086 0,026 3,33 0,002
fragéo saturada (%) (mg/dL)
R?=0,33 Idade (anos) 1 0,252 0,069 3,65 0,0006
Modelo 2 Intercepto 1 2,586 0,483 5,35 <0,0001
TAMO — Género
_ -1,379 0,320 -4,31  <0,0001
fracdo insaturada (%) (M=1/F=0)
R?=0,30 IGF-1 (ng/mL) 1 0,004 0,002 2,07 0,04

Legenda: grau de liberdade (GL); erro padrdo (EP); tecido adiposo visceral (TAV); fator de crescimento
semelhante & insulina (IGF-1).
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As doses de insulina administradas apresentaram uma correlagdo mais forte com o

tecido adiposo da regido abdominal do que com o0 TAMO (tabela 17).

Tabela 17. Valores da correlagdo e Pearson por grupo e na totalidade dos individuos do

estudo da variavel dose de insulina e os diferentes tipos de tecidos adiposos.

Variaveis DM1 DM1-TCTH Total

Doses de insulina TAS (mm?) 0,26 0,63 0,44
(Ul/Kg/dia) TAV (mm?) 0,55 0,24 0,48
TAMO - fragéo total (%) 0,05 -0,15 -0,21

Legenda: transplante de células tronco hematopoiéticas (TCTH); tecido adiposo da medula éssea (TAMO);
tecido adiposo subcutaneo (TAS); tecido adiposo visceral (TAV).
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DISCUSSAO

O presente estudo teve como proposta avaliar a relacdo entre a massa 6ssea e 0S
diferentes depositos de tecido adiposo em diabéticos do tipo 1 submetidos a dois tipos de
tratamento: a insulinoterapia convencional e o TCTH. O perfil dos individuos diabéticos em
insulinoterapia convencional foi diferente daqueles submetidos ao TCTH. O grupo DM1 em
insulinoterapia convencional apresentou pior controle glicémico, maior necessidade de
insulina exdgena, maior taxa de gordura corporal e maior quantidade de TAS que o grupo
DM1-TCTH. Os diabéticos submetidos ao TCTH permaneceram em média até 2 anos sem a
necessidade do uso de insulina exdgena. No entanto, os efeitos do TCTH pareceram ser
temporarios. Ao longo do tempo, o nimero de pacientes que passaram a apresentar
necessidade de insulina foi progressivamente aumentando. Como parte do protocolo de
tratamento, a maioria fazia uso da insulina associada a sitagliptina para garantir melhor
controle glicémico, ja que este antidiabético oral tem sido associado com a manutencdo da
funcdo das células B pancreaticas (ZHAO et al., 2014). Além disso, 0 TAMO né&o diferiu
entre o grupo controle e os diabéticos submetidos as duas abordagens terapéuticas. Neste
estudo, ndo houve prejuizo da massa 6ssea no DM1, é possivel que o novo perfil corporal
destes individuos, no qual o sobrepeso e obesidade passaram a ser mais frequentes, tenha
impacto positivo sobre o esqueleto.

Reducdes significativas da massa 0ssea sdo frequentemente descritas nos estudos
realizados com individuos diabéticos tipo 1 (TUOMINEN et al., 1999; VESTERGAARD,
2007; ARMAS et al., 2012; ZHUKOUSKAYA et al., 2013; ABDALRAHAMAN et al.,
2015; STARUP-LINDE et al., 2016) assim como nos experimentos com modelos animais de
DM1 (BOTOLIN; MCCABE, 2007; MOTYL; MCCABE, 2009). Contudo, muitos dos
estudos que mostraram haver um maior risco de fratura e reducdo da DMO no DM1, foram
conduzidos em individuos numa faixa etaria mais avancada, entre 45 e 70 anos (TUOMINEN
et al., 1999; VESTERGAARD, 2007; STARUP-LINDE et al., 2016). Durante o processo de
envelhecimento, ha aumento na producédo de especies reativas de oxigénio (ROS), reducéo de
IGF-1 e aumento do PTH circulante, fatores os quais podem levar a reducdo da osteogénese
em idosos (MOERMAN et al., 2004; FENG; MCDONALD, 2011). Por outro lado, h&
também estudos previos que mostraram haver perda de massa 6ssea em adultos jovens com
DM1 (ARMAS et al., 2012; ZHUKOUSKAYA et al., 2013; ABDALRAHAMAN et al.,
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2015). No entanto, nestes estudos, a presenca de complicagdes microvasculares e de elevada
taxa de glicose sérica pode ter contribuido para deterioracdo da massa 0ssea e ocorréncia de
fratura (ZHUKOUSKAYA et al., 2013; ABDALRAHAMAN et al., 2015). A hiperglicemia
esta relacionada com o aumento do acumulo de produtos finais de glicagdo avancada (AGES)
na matriz organica 6ssea, o que contribui para a sua deterioracdo (KARIM; BOUXSEIN,
2016). Em humanos, Neumann et al. (2014) demonstraram que, independentemente da DMO,
a presenca de fraturas estava associada com elevadas concentracGes de pentosidina, um
produto final de glicacdo, em adultos diabéticos do tipo 1 (NEUMANN et al., 2014). Os
AGEs induzem a apoptose dos osteoblastos causando a reducdo da formacdo dssea
(ALIKHANI et al., 2007) e também modificando a resisténcia 6ssea (SAITO et al., 2006).

Todavia, existem também estudos que observaram a manutencdo da massa 0ssea em
adultos e criancas com DM1 (KAYATH et al., 1998; BRANDADO et al., 2007; SLADE et al.,
2012). Em estudo prospectivo conduzido por Kayath et al. (1998) se encontrou um
incremento da DMO da coluna lombar de adultos eutr6ficos com DM1 ap6s os 2 anos de
acompanhamento, que ocorreu independentemente do controle glicémico ou do tempo de
diagnostico. No entanto, aqueles diabéticos tipo 1 com osteopenia ainda permaneceram com
DMO menor comparado com o0s que ndo exibiram massa 6ssea reduzida no inicio do estudo
(KAYATH et al., 1998).

No presente estudo, como citado anteriormente, se observou a preservacdo da DMO
nos diabéticos tipo 1 submetidos a ambos os tratamentos em relagdo ao controle. A massa
Ossea também ndo apresentou diferenca entre os dois grupos de diabéticos avaliados. A maior
parte dos voluntarios do estudo foi composta por adultos jovens, sem complicacdes e que
apresentaram concentracdes normais de célcio, PTH e 25(OH)D, fatores diretamente
envolvidos na regulagdo do metabolismo 6sseo (DE PAULA; ROSEN, 2012; STARUP-
LINDE, 2013). E, apesar do mau controle glicémico observado, em especial no diabético tipo
1 em insulinoterapia convencional, houve baixa incidéncia de alteragdes 0sseas e fraturas.

Além disso, com relacdo a remodelacdo 0ssea, ao contrario dos estudos que apontaram
0 prejuizo de formacdo d6ssea como mecanismo envolvido na perda da massa 6ssea Nnos
diabéticos do tipo 1 (BOUILLON et al.,, 1995; MCCABE, 2007; SLADE et al., 2012;
HOUGH et al., 2016; STARUP-LINDE et al., 2016), neste estudo ndo foi encontrada reducéo
da OC total. Este achado, no entanto, corroborou com outros estudos que também ndo
encontraram redugdo de OC total em individuos eutréficos diabéticos do tipo 1
(THRAILKILL et al., 2012; ABDALRAHAMAN et al., 2015). Por sua vez, a taxa circulante
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de CTX tendeu a ser menor no grupo DM1 no presente estudo. As evidéncias sobre o papel da
ressorcdo no fenotipo dsseo do DM1 ainda sdo inconsistentes (MCCABE, 2007; HOUGH et
al., 2016; KALAITZOGLOU et al., 2016; STARUP-LINDE et al., 2016). Em um estudo com
criancas e adolescentes com DM1, periodo marcado pelo crescimento e desenvolvimento
6sseo e no qual normalmente ocorre o diagnostico da doenca, se verificou um aumento do
RANKL, sugerindo que a perda de massa Ossea foi decorrente de um maior estimulo da
atividade osteoclastica (TSENTIDIS et al., 2016). Por outro lado, alguns estudos mostram que
tanto a ressorcdo como também a formacdo Ossea se apresentam diminuidas no periodo do
diagnostico da doenga. Porém, quando h& melhora do controle metabdlico, ocorre a
normalizacdo dos marcadores 6sseos (STARUP-LINDE et al., 2016). Os dados obtidos neste
estudo estdo alinhados com estudos em pacientes eutroficos com DM1, os quais apresentam
valores reduzidos de CTX, sugerindo um estado de baixa atividade de remodelacdo 6ssea.
(GENNARI et al., 2012; THRAILKILL et al., 2012), o que corroborou com o encontrado no
presente estudo.

Assim como a OC total, a D-OC também se manteve semelhante entre os individuos
diabéticos e os controles, o que ja havia sido descrito previamente na literatura
(THRAILKILL et al.,, 2012). Estudo experimental com animais com silenciamento do
receptor de insulina em osteoblastos (Ob-AIR) mostrou que a D-OC estd envolvida na
regulacdo do acimulo de gordura corporal, na producdo e na sensibilidade a insulina, sendo
considerada como um horménio originado no tecido 6sseo (FULZELE et al., 2010). Por sua
vez, é descrito que a insulina atua favorecendo a proliferacdo das células de formacdo 6ssea,
aumentando a producdo de OC total pela inibicdo do Twist 2 e também estimulando a
liberacdo de D-OC, o que pode ocorrer por meio da regulagdo da ressorgdo 6ssea devido ao
aumento do RANKL produzido pelos osteoblastos e supressdo da osteoprotegerina (ROSEN;
MOTYL, 2010). No presente estudo, a relagdo entre D-OC e a dose de insulina administrada
néo foi observada nos grupos DM1, néo corroborando com estudo previo com diabéticos tipo
1 eutroficos que encontrou correlacdo positiva entre D-OC e alguns pardmetros relacionados a
insulina tais como a necessidade diaria de insulina exdgena, a taxa de C-peptideo/glicose
sérica e 0 IGF-1(THRAILKILL et al., 2012). No entanto, embora alguns estudos mostrem a
existéncia desta relacdo (FULZELE et al., 2010; THRAILKILL et al., 2012), o papel da D-
OC na regulacéo do metabolismo energético ainda ndo esta bem estabelecido. Estudos sobre o
impacto do tratamento com alendronato na remodelacdo éssea mostram que, mesmo havendo

reducdo da D-OC, ndo h& aumento da incidéncia de diabetes associado ao uso do
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medicamento (HIRAO et al., 2008; SCHAFER et al., 2011). Isto sugere que a OC néo seria
um fator determinante no desenvolvimento e/ou controle metabolico do diabetes.

Assim como na obesidade primaria, usualmente, a massa 6ssea se apresenta normal ou
elevada no DM2 (TUOMINEN et al., 1999; CUTRIM et al., 2007; DE ARAUJO et al., 2016;
SHANBHOGUE et al., 2016; STARUP-LINDE et al., 2016). Apesar disto, diversos estudos
mostraram que o risco de fratura também estd aumentado no DM2 (VESTERGAARD, 2007;
PREMAOR et al.,, 2011; PRIETO-ALHAMBRA et al., 2012; PREMAOR et al., 2013;
COPES et al., 2015). Slade et al (2012) também descreveram a manuten¢do da DMO em
adultos jovens diabéticos tipo 1 quando comparados com individuos controle. O bom controle
glicémico pode ter colaborado para a manutencdo da massa éssea dos individuos com DM1
avaliados por estes autores (SLADE et al., 2012). Porém, outro aspecto a ser considerado é o
IMC (SLADE et al.,, 2012) que, em compara¢do com o0s outros estudos com adultos
diabéticos tipo 1 apresentando reducdo da DMO (VESTERGAARD, 2007;
ZHUKOUSKAYA et al., 2013; ABDALRAHAMAN et al., 2015) , mostrou-se em média
mais elevado (SLADE et al., 2012).

O baixo peso sempre foi uma caracteristica comumente descrita nos individuos com
DML1, em especial, nos recém-diagnosticados com a doenca (DE PAULA et al., 2010). E, de
uma maneira geral, o IMC e a distribuicdo de gordura corporal sdo covariaveis pouco
exploradas na investigacdo de alteracdes d6sseas e risco de fratura no DM1 (VESTERGAARD,
2007). No entanto, a incidéncia de obesidade e sobrepeso tem aumentado entre os diabéticos
do tipo 1 (CONWAY et al., 2010; LIU et al., 2010). Nos Estados Unidos, estudo prospectivo
com individuos com DM1 mostrou um aumento de 47% nos casos de sobrepeso ao longo de
qguase 20 anos de acompanhamento, sendo que 20% destes individuos apresentaram um
aumento de pelo menos 5 kg/m? enquanto somente 7% apresentou perda de pelo menos 2
kg/m? (CONWAY et al., 2010). Recentemente, este aspecto também foi observado no Brasil,
em um estudo multicéntrico que avaliou fatores determinantes do regime terapéutico utilizado
no tratamento do DM1. Este estudo mostrou uma prevaléncia relevante de obesidade e
sobrepeso, que variou entre 28,5 a 35,1%, independente do regime terapéutico adotado
(GOMES et al., 2012).

O acumulo excessivo de gordura na regido abdominal € preocupante ja que a
hipertrofia dos adipdcitos induz a necrose destas células e ao recrutamento de macréfagos
para a regido, o que contribui para uma resposta inflamatoria sistémica de grau leve,

disfuncéo dos adipdcitos e, por fim, exportacdo de lipidios para outros sitios como figado e
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masculos. Alguns estudos sugerem que este processo se inicia no TAS, sendo que quando sua
capacidade méxima de acimulo de gordura é atingida, hd o extravasamento do excesso de
gordura para 0 TAV e 0s outros Orgaos periféricos. Este processo de redistribuicdo do
excesso de gordura e o estado inflamatorio sistémico instalado estdo diretamente relacionados
com o desenvolvimento do quadro de resisténcia insulinica e sindrome metabdlica no
individuo obeso (TSATSOULIS et al.,, 2013; SATTAR; GILL, 2014). Estudos prévios
mostraram que caracteristicas tais como obesidade central, resisténcia insulinica e hipertensao
arterial, que até pouco tempo, eram consideradas caracteristicas clinicas exclusivas da
patologia do DM2, vem aumentando também entre adultos e criangcas com DM1 (DIB, 2006;
POLSKY; ELLIS, 2015; DA COSTA et al., 2016; MERGER et al., 2016). E, a presenca da
sindrome metabdlica entre os diabéticos tipo 1 parece ser um fator de risco importante para o
maior desenvolvimento de complicacbes macro e microvasculares, tais como doencas
cardiovasculares, sindrome do pé diabético, nefropatia, e retinopatia, independentemente do
controle glicémico (MERGER et al., 2016).

No presente estudo, os individuos diabéticos e controle foram pareados de acordo com
0 peso, altura, IMC e género. Apesar disto, interessantemente, foi identificado que a maioria
dos diabéticos em tratamento convencional apresentou maior taxa de individuos com IMC
elevado. A anélise da composicdo corporal pelo DXA mostrou que grande parte dos
diabéticos tipo 1 em insulinoterapia convencional apresentou massa muscular acima do
esperado quando comparado com o controle e o grupo DM1-TCTH. Além disto, a frequéncia
de obesidade grau | de acordo com IMG no grupo DM1 em tratamento convencional foi
maior que nos demais grupos. Contudo, o TAV e o teor de LIH foram semelhantes entre os
diabéticos e os controles. A esteatose ndo foi uma caracteristica dos diabéticos tipo 1 no
presente estudo, assim como ndo foi observada também por Llauradd et al. (2015)
previamente (LLAURADO et al., 2015). Isto indica que no DM1 ndo existe tendéncia de
maior redistribuicdo de gordura para um padréo usualmente associado a resisténcia insulinica
(POURHASSAN et al., 2016).

No entanto, o grupo DM1 em insulinoterapia convencional apresentou maior
quantidade de TAS. A expansdo de TAS observada pode ter sido induzida pelo efeito
lipogénico da insulina (JACOB et al., 2006). Em individuos ndo diabéticos a insulina pré-
hepética é cerca de 2-4 maior que a periférica. Este perfil se inverte no DM1 tratado com
administracdo periférica de insulina, ou seja, neste a insulinemia periférica ¢ maior que a
portal (LEBOVITZ, 2011; FERRANNINI, 2012). Um estudo com diabéticas do tipo 1
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mostrou que a acdo da insulina administrada ndo parece estar prejudicada, sendo observada
elevada captacdo de glicose pelo TAS da regido do gliteo destas mulheres (ARRIETA-
BLANCO et al., 2011), o que poderia explicar a maior quantidade de TAS entre os diabéticos
em insulinoterapia convencional. No entanto, outro estudo com DM1 mostrou que ganho de
peso corporal no DM1 induziu maior aumento do TAV em relacdo ao TAS abdominal
(JACOB; ADAMS-HUET; RASKIN, 2006), indicando a necessidade de melhor compreenséo
de como ocorre 0 acumulo de gordura nesta condicao.

Por sua vez, 0 TAMO representa um depdsito de gordura especifico que difere dos
depositos de TAV e TAS, por estar localizada dentro da medula dssea e, assim, pode interagir
com este microambiente (HARDOUIN; PANSINI; CORTET, 2014). Esperava-se que 0
transplante nos diabéticos tivesse alguma influéncia sobre o TAMO e a salde 6ssea. Como ja
demonstrado previamente em modelo animal, a quantidade de adipdcitos estd inversamente
relacionada com o numero de células tronco hematopoiéticas na medula 6ssea (NAVEIRAS
et al., 2009). Entretanto, o fato destes individuos terem sido submetidos a um regime de
condicionamento imunoablativo ndo promoveu no longo prazo a proliferacdo de adipdcitos na
medula.

Na literatura, o aumento na fracdo de TAMO é observado em algumas condicOes
associadas a osteoporose tais como envelhecimento, imobilizacdo e anorexia nervosa
(BREDELLA et al., 2009; SCHWARTZ et al., 2013; DEVLIN; ROSEN, 2015).
Diferentemente do que ocorre com outros nichos de tecido adiposo, se observa expansdo de
TAMO com restri¢do alimentar e este sitio ndo parece ser local de armazenamento de gordura
em condi¢des de abundancia caldrica. O aumento do TAMO também néo parece ser uma
caracteristica em humanos com DM2 (DEVLIN; ROSEN, 2015). No entanto, estudo
experimental mostrou que apds 12 semanas consumindo dieta hiperlipidica, os camundongos
apresentaram aumento das concentracOes sericas de insulina e leptina, ganho significativo de
gordura corporal e aumento da fracdo de gordura na tibia, porém sem alteracdo na massa
Ossea (DOUCETTE et al., 2015). Por outro lado, em estudo recente em mulheres ndo
diabética, mas com amplo espectro de variacdo de peso ndo se observou associagdo entre o
TAMO e resisténcia insulinica (DE PAULA et al., 2015). Estes dados indicaram que em seres
humanos 0 TAMO tem relacdo diferente com resisténcia insulinica quando se compara com
outros nichos de tecido adiposo.

A interacdo entre 0 TAMO e a massa 0ssea € um aspecto que vem sendo bastante

investigado em diversas condicdes, ja que os adipdcitos e os osteoblastos originam de um



83

progenitor em comum, e o fato de compartilharem a mesma origem celular, apresenta impacto
na formacdo de um tipo celular em detrimento do outro (HARDOUIN; PANSINI; CORTET,
2014; NUTTALL et al.,, 2014; RINKER et al., 2014). Em modelo animal de DM,
farmacologicamente induzido, o TAMO ndo apresentou alteracdo na vertebra, porém, se
encontrou aumento da adiposidade no fémur distal dos animais assim como a perda de
volume 6sseo (MARTIN; MCCABE, 2007). No entanto, estudo experimental com animais
com DM1 farmacologicamente induzido mostrou que ap0s a intervencdo com dieta
hipergordurosa, rica em acidos graxos de cadeia média, estes apresentaram manutencdo do
TAMO, reducdo do tecido adiposo branco e exibiram melhora dos pardmetros 0sseos e a
massa magra preservada. J& os animais alimentados com dieta hipogordurosa tenderam a ter
maior quantidade de TAMO e tiveram significativa reducdo de tecido adiposo branco,
muscular e 6sseo (CARVALHO et al., apéndice 5). Em humanos, Slade et al. (2012) néo
observaram diferenca do TAMO em nenhum dos sitios avaliados (vertebra, fémur e tibia)
entre os individuos diabéticos tipo 1 e os ndo-diabéticos (SLADE et al., 2012). Porém, o
estudo mostrou que o perfil lipidico teve influéncia importante sobre 0 TAMO (SLADE et al.,
2012), o que pode ter relacdo com o estado nutricional destes individuos com DM1.

No presente estudo, também n&o houve aumento do TAMO como descrito em estudos
prévios sobre o comportamento deste tecido no DM1 (MCCABE, 2007; DEVLIN; ROSEN,
2015). Além disso, ndo houve associacdo significativa entre o TAMO com a DMO da
vertebra L3. O TAV e, em especial, o colesterol sérico apresentaram uma associacdo
significativa com o0 TAMO. Porém, a dose de insulina administrada, os triglicérides e a taxa
de glicose sérica ndo tiveram efeito sobre 0 TAMO. O mau controle glicémico associado ao
aumento do IMC pode contribuir para o desenvolvimento de um perfil lipidico alterado no
DM1 (VAID et al., 2016), assim como ocorre no DM2 (WU; PARHOFER, 2014). No
presente estudo, cerca de 30% de diabéticos tipo 1 em insulinoterapia convencional
apresentaram alteracfes de LDL-colesterol e somente 13% mostrou aumento de triglicérides,
0 que corroborou com os achados de Giuffrida et al. (2012). Estes autores descreveram que no
DML, a taxa de glicose sérica mostrou ter efeito heterogéneo sobre cada lipoproteina, sendo
qgue o aumento nos valores de triglicérides ocorre posteriormente ao aumento do LDL-
colesterol (GIUFFRIDA et al., 2012).

Além disso, ndo houve diferenca na quantidade das fracGes saturada e insaturada do
TAMO entre os diabéticos e controles. Ainda ndo existe na literatura dados sobre a qualidade

de lipidios armazenados no TAMO no DML1. Estudos prévios mostraram que individuos com
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DM2 com fraturas (PATSCH et al., 2013) ou idosos com osteoporose (YEUNG et al., 2005)
apresentam maior concentracdo de gordura saturada da medula dssea. Esta ndo foi uma
caracteristica dos diabéticos tipo 1 jovens do presente trabalho, os quais apresentaram em
média massa 0ssea normal e sem presenca de fratura vertebral. Como observado nos presentes
resultados, a idade e o género masculino foram fatores que influenciaram, respectivamente, as
fracOes de gordura saturada e insaturada do TAMO. Isto corrobora com o que foi descrito
previamente na literatura, que mostra o aumento da fracdo saturada do TAMO com
envelhecimento e uma menor quantidade de lipidios insaturados no TAMO nos homens
(YEUNG et al., 2005; MACIEL et al., 2016). Adicionalmente, como citado anteriormente, 0s
resultados mostraram que o colesterol sérico foi o principal preditor da fracdo saturada do
TAMO. Diferentemente, a fracdo insaturada do TAMO foi influenciada pela concentracao
sérica de IGF-1, e ndo teve associacdo com o colesterol e fragcbes. Um estudo com mulheres
obesas encontrou uma relagéo inversa entre 0 TAMO e o IGF-1 (BREDELLA et al., 2011).
No presente estudo, esta relacdo inversa entre a fragdo saturada do TAMO e o IGF-1 também
foi observada (apéndice 4), porém ndo foi significativa. Contudo, a associa¢do positiva entre o
IGF-1 e os lipidios insaturados encontrada corrobora com a sugestdo do estudo de Bredella et
al. (2011) de que o IGF-1 poderia ser tanto um regulador da massa 6ssea quanto do TAMO.
Assim, pode-se criar a hipdtese de que o IGF-1 seria um fator importante na manutencao da
fracdo insaturada do TAMO que, por sua vez, é considerada a fracdo protetora para o tecido
0sseo (YEUNG et al., 2005; PATSCH et al., 2013).

Como j& estd bem descrito na literatura, a massa muscular exibiu uma associacao
bastante evidente com a massa 6ssea, sendo um preditor positivo para a DMO (GJESDAL et
al., 2008; HUNTER; PLAISANCE; FISHER, 2014; MADEIRA et al., 2014). Com relagdo
aos depdsitos de lipideos em figado, mesmo ndo observando valores de LIH acima de 9%, o
que caracterizaria um quadro de esteatose (FISHBEIN et al., 2006; MILIC; LULIC;
STIMAC, 2014), uma maior quantidade de LIH se mostrou como um fator prejudicial a
DMO, além da idade e do controle glicémico que também tiveram efeito negativo sobre a
massa 0ssea. Por sua vez, 0 TAV ndo apresentou impacto significativo sobre a DMO como
descrito previamente em alguns estudos (BREDELLA et al., 2011; FU et al.,, 2011;
BREDELLA et al., 2012; CAMPOS et al., 2012; COHEN et al., 2013). Enquanto que o TAS,
gue se mostrou maior no grupo DM1, teve um efeito positivo sobre a DMO como observado
previamente em adolescentes (CAMPOS et al., 2012). A auséncia de impacto negativo da

gordura abdominal sobre a massa 0Ossea pode estar relacionada com o perfil corporal
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encontrado no presente estudo que é diferente de grande parte dos estudos prévios os quais
avaliaram uma populacdo predominantemente obesa (RUSSELL et al., 2010; BREDELLA et
al., 2011; BREDELLA et al., 2012; CAMPOS et al., 2012). No entanto, deve-se de ressaltar
que outros estudos ndo demonstraram associacdo entre parametros ligados a resisténcia
insulinica (p.ex., TAV e HOMA-IR) com massa 6ssea, sugerindo que a resisténcia a insulina
ndo se associa com prejuizo de massa 6ssea (DE PAULA et al., 2015; DE ARAUJO et al.,
2016).

A obesidade esta relacionada com aumento da DMO durante a idade adulta,
especialmente nas regides que suportam o peso corporal como o quadril (MATOMOUN et al.,
2016). No entanto, o tecido adiposo também pode influenciar o esqueleto por meio da
secrecdo de fatores endocrinos. O TAV e o TAS podem ter diferentes efeitos sobre o tecido
0sseo por meio da acdo das adipocinas (RUSSELL et al., 2010). Neste estudo, ambas
adipocinas foram semelhantes entre os grupos e apresentaram efeito negativo sobre o0s
marcadores de remodelacdo dssea. Porém, este efeito foi sutil ja que ndo se observou reducédo
da massa Gssea entre os diabéticos e os controles. A leptina sérica apresentou uma evidente
relacdo com o TAS, corroborando com um estudo com adolescentes obesas (RUSSELL et al.,
2010), e também com outros estudos envolvendo a populacdo do Framingham Heart Study
(LEE et al., 2016) e criancas eutroficas com DM1 (MAJEWSKA et al., 2016). A acdo da
leptina sobre o metabolismo dsseo € complexa e possui mecanismos aparentemente
contraditérios (MOTYL; ROSEN, 2012), podendo atuar via sistema nervoso central e
ocasionar a diminuicdo da formacdo dssea (WEI; FLAHERTY; KARSENTY, 2015) assim
como também agir diretamente nas células de formacdo Gssea promovendo a atividade
osteoblastica e aumentando a DMO (BURGUERA et al., 2001; IDELEVICH et al., 2013;
TURNER et al., 2013). A leptina também apresenta acdes distintas e antagbnicas sobre 0s
osteoclastos, sendo uma por meio da sinalizacdo simpatica via Adrb2, promovendo a
diferenciacéo destas células e a outra via fator de transcricdo cocaina-anfetamina dependente
(CART), inibindo a osteoclastogénese (ELEFTERIOU et al., 2005). No ser humano existe um
fator adicional que dificulta o reconhecimento das agBes desta adipocina, que é o
desenvolvimento de resisténcia que se observa frente a elevacdo de sua taxa na circulagédo
(IWAIEC; TURNER, 2016).

A adiponectina, por outro lado, se relacionou mais evidentemente com o TAMO,
especialmente com a fracdo saturada. Este achado foi contrério aos estudos que mostraram
que a adiponectina esta associada ao TAV em obesos (RUSSELL et al., 2010; LEE et al.,
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2016), mas corroborou com o estudo realizado em criangas eutro6ficas com DM1 que ndo
encontrou a relacdo entre adiponectina e tecido adiposo abdominal (MAJEWSKA et al.,
2016). Altas concentracfes de adiponectina sdo descritas em estudos com diabéticos tipo 1
eutroficos (MAJEWSKA et al., 2016) e também com diabéticos tipo 1 com sobrepeso e bom
controle glicémico (PEREIRA et al., 2012). Na anorexia nervosa, a adiponectina também esta
elevada, sendo esta uma condi¢do na qual a reserva de gordura corporal é diminuida (MISRA
et al., 2007), porém ha um aumento na fracdo do TAMO (BREDELLA et al., 2009). Ao
contrario, a adiponectina se encontra reduzida na sindrome metabolica (NTZOUVANI et al.,
2016), condicdo na qual normalmente h& acumulo de gordura na regido abdominal e
resisténcia insulinica, mas parece ndo ter influéncia sobre o TAMO (DEVLIN; ROSEN,
2015). Estudo experimental com camundongos Ocn-Wnt10b, que possuiam maior expressao
da Wnt10b, proteina inibidora da adipogénese, depois de submetidos a restricdo caldrica ndo
apresentaram aumento do TAMO e da adiponectina sérica. No entanto, o tecido adiposo
branco destes animais ndo apresentou alteracdo da expressdo de reguladores da secre¢do da
adiponectina tais como o Gstkl e o Erp44, indicando que a maior parte da adiponectina
circulante foi proveniente do TAMO (CAWTHORN et al., 2014). Assim, é possivel se fazer
uma hipétese que no DM1 o TAMO também possa contribuir mais ativamente para
manutenc¢do dos niveis circulantes de adiponectina. Por sua vez, as evidéncias sobre a a¢do da
adiponectina sobre a massa 0ssea também sao inconsistentes entre os estudos in vitro e in
vivo. H& aqueles que mostram que a adiponectina teria efeito positivo, estimulando a
osteoblastogénese (OSHIMA et al., 2005; LUO et al., 2006; WILLIAMS et al., 2009) e
inibindo a osteoclastogénese (OSHIMA et al., 2005). Enquanto outros estudos indicam a
existéncia de uma associa¢do negativa entre a adiponectina e a massa 0ssea (MISRA et al.,
2007; KANAZAWA, 2012), o que, em parte, pode ser devido ao favorecimento da ressor¢ao
0ssea (WANG et al., 2013).

E necessario pontuar que este estudo é do tipo transversal, sendo que o
acompanhamento em longo prazo seria interessante para melhorar a compreensdo dos
mecanismos envolvidos na salde éssea no diabetes tipo 1. O numero de participantes
recrutados foi proximo ao de outros estudos da area (BREDELLA et al., 2009; FAZELI et al.,
2012; SLADE et al., 2012; PATSCH et al., 2013). Provavelmente o nimero de voluntarios
inseridos no presente estudo pode ter contribuido para ndo se ter observado significancia em
algumas relages como, por exemplo, entre a DMO da coluna lombar e 0 TAMO. No entanto,

se pode dizer que o desenvolvimento deste estudo trouxe achados instigantes por mostrar a
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preservacao da massa 6ssea entre os diabéticos tipo 1 e sua relacdo com os diversos depositos
de gordura. A avaliagdo da composicdo corporal foi importante por permitir melhor
compreensdo da contribuicdo da massa muscular e do tecido adiposo para a massa 0ssea, 0
que é um aspecto pouco abordado entre os estudos que se limitam ao uso do IMC (IWAIEC;
TURNER, 2016). Além disso, possibilitou avaliar o papel da composi¢do do TAMO no DM1
que somente havia sido investigada em individuos com DM2 e idosos com alteracdes 6sseas
(YEUNG et al., 2005; PATSCH et al., 2013) e em individuos jovens normoglicémicos
(MACIEL et al., 2016).

CONCLUSAO

O presente estudo mostra resultados que se chocam com dados anteriores que indicam
prejuizo de massa 6ssea no DM1. O peso corporal tem papel positivo sobre a massa dssea e
estudos recentes indicam que a perfil da populacdo de diabéticos do tipo 1 vem
acompanhando o padrdo da populacdo em geral que é de aumento de peso. Possivelmente,
este € um fator influenciador na massa Gssea da populacdo avaliada no presente estudo.
Enquanto os diversos nichos de tecido adiposo tém sido minuciosamente estudados do DM2
existem poucos dados sobre os subtipos destes tecidos no DM1 e em particular sua relacdo
com a massa 6ssea. Nossos dados contribuem nesta linha de pesquisa mostrando que no DM1
mesmo com peso normal ou sobrepeso ndo existe tendéncia de acimulo de tecido adiposo
visceral. Ao contrario, no DM1 em regime de tratamento convencional e em uso de dose
plena de insulina apresenta aumento de tecido adiposo subcutaneo. E possivel que a
hiperinsulinemia periférica provocada por uso de aplicagdo subcuténea seja pelo menos em
parte responsavel por esta ocorréncia. Estes resultados sdo estimulantes para novos estudos
que determinem a possivel acdo do tecido adiposo subcutdneo como gerador de resisténcia a
insulina no DM1. Individuos jovens com DM1 nédo apresentam alteragdes nem de quantidade

nem de qualidade de lipidios na medula 0ssea.
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Apéndice 1. Avaliagdo antropométrica complementar.

Para se realizar a medida de perimetro de cintura (cm) uma fita métrica ndo extensivel
foi posicionada no ponto médio entre a ultima costela e a crista iliaca (Kamimura et al, 2006)
e a avaliacdo das pregas cutaneas (tricipital, bicipital, subescapular, supra iliaca) da marca
Lange® para estimativa do percentual corpéreo. Observou-se que nao houve evidéncias de
diferenca significativa entre os grupos de estudo, mostrando que 0s grupos sdéo homogéneos
em relagdo ao perimetro de cintura (tabela 1.1 e 1.2; figura 1.1). O perimetro de cintura foi
elevado em 46% dos controles (homem=7; mulher=4), 57% nos DM1 em insulinoterapia
convencional (homem=5; mulher=8) e 11% nos DM1-TCTH (homem=0; mulher=1),
considerando a classificacdo para sindrome metabdlica (SM) da Federacdo Internacional de
Diabetes (IDF) sobre a medida de perimetro de cintura (homen: >90cm e mulher: >80cm)
(ALBERTI et al., 2006). Além disso, verificou-se a concordancia de métodos (pregas
cutaneas versus densitometria Ossea) para calculo do percentual de gordura corporal,
calculado pelo coeficiente de correlagdo de concordancia de Lin. Observa-se uma
concordancia alta entre os métodos (78,5%) (tabela 1.3 e 2.4; figura 1.2).

Tabela 1.1 Descricdo do perimetro de cintura por grupo.

Grupo n Média DP  Minimo Mediana Maximo
Controle 24 82,76 10,69 63 83,9 101,7
DM1 22 85,76 8,02 73.2 84 100,5
DM1-TCTH 9 77,44 7,6 64 79 89

Legenda: desvio-padrdo (DP); transplante de células tronco hematopoiéticas (TCTH).
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Tabela 1.2 Modelo ANOVA one-way para comparacao do perimetro de cintura entre grupos.

Fonte de
o GL SQ MQ Valor F  Valorp
Variacgao
Modelo 2 446,75 223,38 2,62 0,083
Erro 52 4440,49 85,39
Total 54 4887,25

Legenda: grau de liberdade (GL); soma de quadrados (SQ); média de quadrados (MQ).

" F=262
p=0.083
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Figura 1.1 Boxplot e o respectivo resultado da Anova para variavel perimetro de cintura.

Tabela 1.3 Descricdo do percentual de gordura por dois métodos de estimacdo, nos

individuos em estudo com ambas medidas estimadas.

Método n Média DP Minimo Mediana Maximo
Dobras cutaneas 50 30,3 75 16,4 295 46,2
Densitometria 6ssea 50 30,8 8,5 15,5 29,6 50,4

Legenda: desvio-padréo (DP).
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Tabela 1.4 Coeficiente de correlagdo de concordancia de Lin.
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Figura 1.2 Grafico de Bland e Altman: concordancia de métodos (pregas cutaneas versus

densitometria 0ssea).
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Apéndice 2. Anélise de frequéncia absoluta e relativa do indice de Massa Corporal (IMC) por

grupo.

Tabela 2.1 Frequéncia absoluta e relativa das faixas de classificacdo do indice de Massa

Corporal (IMC) por grupos.

_ Controle DM1 DM1-TCTH
Faixas de
. (n=24) (n=23) (n=9)
classificacdo do IMC
n % n % n %
< 18,49 Kg/m?
] 2 8 0 0 0 0
(Baixo peso)
18,5 — 24,9 Kg/m?
_ 13 54 9 39 7 78
(Eutrofia)
250 - 299 Kg/m?
34 13 57 2 22
(Sobrepeso)
30,0 - 34,9 Kg/m?
_ 4 1 4 0 0
(Obesidade grau I)
350 - 39,9 Kg/m?
_ 0 0 0 0 0
(Obesidade grau II)
> 40 Kg/m?
_ 0 0 0 0 0
(Obesidade grau I11)
Total 24 100 23 100 9 100

Legenda: transplante de células tronco hematopoiéticas (TCTH); indice de massa corporal (IMC).



Apéndice 3. Medicamentos utilizados pelos voluntérios recrutados e sua frequéncia de uso.

Tabela 3.1 Tipos de medicamentos utilizados pelos voluntérios dos grupos de estudo.
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Medicamento

Frequéncia de medicamentos

Nome Tipo Controle DM1 DM1-TCTH
n % n % n %
Acido Acetilsalicilico Anti-inflamatorios ndo-esteroides (AINE) 0 0 1 55% O 0
(AAS)
Aciclovir Nucleosideo sintético analogo da purina 0 0 0 0 1 33,3%
Alondipina Molécula do grupo dos bloqueadores dos canais de calcio (Ca*") 0 0 1 55% O 0
Aplause Fitoterapico (Actaea racemosa L.) 0 0 1 55% O 0
Captopril Inibidor da enzima conversora da angiotensina | (ECA 1) 0 0 1 55% O 0
Depakene Valproato de sodio 1 166% O 0 0 0
Domperidona Antidopaminérgico, (modificadores da motilidade gastrointestinal) 0 0 1 5,5% 0 0
Enalapril Inibidor da enzima conversora da angiostensina (ECA) 0 0 1 5,5% 0 0
Finasterida Antiandrégeno inibidor da 5-alfarredutase 0 0 1 55% O 0
Ginseng Raiz medicinal 1 166% O 0 0 0
Labirin Dicloridrato de betaistina 0 0 1 5,5% 0 0



https://pt.wikipedia.org/wiki/Nucleos%C3%ADdeo
https://pt.wikipedia.org/wiki/Purina
https://pt.wikipedia.org/wiki/Enzima_conversora_da_angiotensina
https://pt.wikipedia.org/wiki/Inibidor_da_5-alfarredutase
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Medicamento

Frequéncia de medicamento

Nome Tipo Controle DM1 DM1-TCTH
n % n % n %
Losartana Antagonistas dos receptores da angiotensina (ARAS) 1 166% 1 55% O 0
Nortriptilina Cloridrato de nortriptilina 1 166% 2 111% O 0
Omeprazol Inibidor de bomba de préton 1 166% 4 222% O 0
Pantoprazol 0 0 1 55% O 0
Sinvastatina Estatina (inibidor da hidroximetilglutaril coenzima A redutase) 1 166% 1 55% O 0
Tamisa 20 Contraceptivo oral de baixa dose 0 0 1 55% O 0

(75 mcg gestodeno + 20 mcg etinilestradiol)
Trezor Rosuvastatina célcica (inibidor hidroximetilglutaril coenzima A redutase) 0 0 0 0 1 33,3%
Vitamina D 0 0 0 0 1 333%

Legenda: Diabete Melito do tipo 1 (DM1); transplante de célula tronco-hematopoiética (TCTH).
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Apéndice 4. Tabelas com modelos de regresséo linear maltipla considerando como varidveis

dependentes ou resposta a DMO e o tecido adiposo da medula 6ssea (TAMO) da vertebra L3.

Tabela 4.1 Regressao linear maltipla considerando como variavel dependente/resposta DMO

do quadril total (g/cm?) — modelo 1.

Parametro GL Parametro EP Valort Valorp
Intercepto 1 0,768 0,142 542  <0,0001
TAS (mm?) 1 0,0000028 0,0000021 1,3 0,20
TAV (mm?) 1 -0,0000038 0,0000062 -0,61 0,55
LIH (%) 1 -0,011 0,005 -2,11 0,04
Adiponectina (ug/mL) 1 -0,0016300 0,0020600 -0,79 0,43
Leptina sérica (ng/mL) 1 -0,002 0,002 -1,09 0,28
Massa muscular — corpo total

0,017 0,004 457  <0,0001
(kg)
Idade (anos) 1 -0,001 0,002 -0,62 0,54
IMC (Kg/m?) 1 -0,013 0,009 -1,49 0,14
HbAlc (%) 1 -0,010 0,008 -1,23 0,22
Género (M=1/ F=0) 1 -0,130 0,067 -1,93 0,06

R?=0,58

Legenda: grau de liberdade (GL); erro padrdo (EP); tecido adiposo subcutaneo (TAS); tecido adiposo visceral
(TAV); lipidio intra-hepético (LIH), indice de massa corporal (IMC); hemoglogbina glicada (HbAlc).



112

Tabela 4.2 Regresséo linear maltipla considerando como varidvel dependente/resposta DMO

da coluna lombar (L1-L4) (g/cm?) — modelo 1.

Parametro GL Parametro EP Valort Valorp
Intercepto 1 0,830 0,147 5,63 <0,0001
TAS (mm?) 1 0,0000042 0,0000021 1,99 0,053
TAV (mm?) 1 0,0000019 0,0000064 0,3 0,77
LIH (%) 1 -0,011 0,005 -2,02 0,049
Adiponectina (ug/mL) 1 0,0002748 0,0020500 0,13 0,89
Leptina sérica (ng/mL) 1 -0,002 0,002 -1,43 0,16
Massa muscular — corpo total

0,016 0,004 4,44  <0,0001

(kg)
TAMO - fragéo total (%) 1 -0,002 0,002 -1,42 0,16
Idade (anos) 1 0,002 0,002 1,03 0,31
IMC (Kg/m?) 1 -0,015 0,009 -1,69 0,09
HbAlc (%) 1 -0,014 0,008 -1,67 0,10
Género (M=1/ F=0) 1 -0,224 0,066 -3,38  0,0015

R2=0,42

Legenda: grau de liberdade (GL); erro padrdo (EP); tecido adiposo subcutaneo (TAS); tecido adiposo visceral
(TAV); lipidio intra-hepético (LIH), indice de massa corporal (IMC); hemoglogbina glicada (HbAlc).
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Tabela 4.3 Regresséo linear maltipla considerando como varidvel dependente/resposta DMO

do corpo total (g/cm?) — modelo 1.

Parametro GL Parametro EP Valort Valorp
Intercepto 1 0,998 0,120 8,29  <0,0001
TAS (mm? 1 0,0000019 0,0000018 1,08 0,29
TAV (mm?) 1 0,0000042 0,0000053 0,8 0,43
LIH (%) 1 -0,007 0,005 -1,55 0,13
Adiponectina (ug/mL) 1 0,0015900 0,0017500 0,91 0,37
Leptina sérica (ng/mL) 1 0,000 0,001 -0,2 0,84
Massa muscular — corpo total

0,011 0,003 3,64 0,0007
(kg)
Idade (anos) 1 -0,002 0,002 -1,12 0,27
IMC (Kg/m?) 1 -0,013 0,007 -1,76 0,08
HbAlc (%) 1 0,002 0,007 0,31 0,76
Género (M=1/ F=0) 1 -0,031 0,057 -0,55 0,59

R?=0,51

Legenda: grau de liberdade (GL); erro padrdo (EP); tecido adiposo subcutéaneo (TAS); tecido adiposo visceral
(TAV); lipidio intra-hepético (LIH), indice de massa corporal (IMC); hemoglogbina glicada (HbA1c).

Tabela 4.3.1 Regressdo linear multipla considerando como variavel dependente/resposta

DMO do corpo total (g/cm?) — modelo 2.

Parametro GL Parametro EP Valort Valorp
Intercepto 1 0,890 0,073 12,18 <0,0001
Adiponectina (ug/mL) 1 0,0021400 0,0013100 1,63 0,11
Massa muscular — corpo total (kg) 1 0,008 0,001 6,01 <0,0001
Idade (anos) 1 -0,003 0,001 -2,37 0,02

R2=0,45

Legenda: grau de liberdade (GL); erro padrdo (EP).
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Tabela 4.4 Regressdo linear multipla considerando como varidvel dependente/resposta o

tecido adiposo da medula 6ssea (TAMO) -fracéo total (%) — modelo 1.

Parametro GL Parametro EP  Valort Valorp
Intercepto 1 15,833 17,595 0,9 0,37
TAS (mm?) 1 -0,00004 0,00016 -0,27 0,79
TAV (mm?) 1 0,00087 0,00067 1,3 0,20
LIH (%) 1 0,226 0,498 0,45 0,65
IGF-1 (ng/mL) 1 -0,009 0,021  -0,42 0,68
Colesterol 1 0,087 0,050 1,73 0,09
Triglicérides 1 -0,014 0,045  -0,32 0,75
D-OC (ng/mL) 1 0,014 0,315 0,04 0,97
Idade (anos) 1 0,124 0,180 0,69 0,49
IMC (Kg/m?) 1 -0,073 0,602  -0,12 0,90
HbAlc (%) 1 0,212 0,611 0,35 0,73
Género (M=1/ F=0) 1 -0,436 3,104 -0,14 0,89

R%=0,25

Legenda: grau de liberdade (GL); erro padrdo (EP); tecido adiposo subcutaneo (TAS); tecido adiposo visceral
(TAV); lipidio intra-hepatico (LIH), fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-1); osteocalcina
parcialmente descarboxilada (D-OC); indice de massa corporal (IMC); hemoglogbina glicada (HbALc).
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Tabela 4.5 Regressdo linear multipla considerando como varidvel dependente/resposta o

tecido adiposo da medula 6ssea (TAMO) -fracéo saturada (%) — modelo 1.

Parametro GL Parametro EP  Valort Valorp
1 6,922 11,832 0,58 0,56
1 -0,00001 0,00011 -0,06 0,95
1 0,00027 0,00045 0,6 0,55
1 0,362 0,335 1,08 0,29
1 -0,012 0,014  -0,86 0,39
Colesterol 1 0,072 0,034 2,13 0,04
Triglicérides 1 -0,017 0,030  -0,55 0,58

1

1

1

1

1

Intercepto
TAS (mm?)
TAV (mm?)
LIH (%)
IGF-1 (ng/mL)

D-OC (ng/mL) 0,107 0212 051 0,62
Idade (anos) 0,119 0,121 0,98 0,33
IMC (Kg/m?) -0,127 0,405 -0,31 0,75
HbA1Lc (%) 0,313 0411 0,76 0,45
Género (M=1/ F=0) 1,803 2,087 0,86 0,39

R*=0,30

Legenda: grau de liberdade (GL); erro padrdo (EP); tecido adiposo subcutaneo (TAS); tecido adiposo visceral
(TAV); lipidio intra-hepatico (LIH), indice de massa corporal (IMC); hemoglogbina glicada (HbA1c).
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Tabela 4.6 Regressdo linear multipla considerando como varidvel dependente/resposta o

tecido adiposo da medula 6ssea (TAMO) - fragdo insaturada (%) — modelo 1.

Parametro GL Parametro EP  Valort Valorp
1 3,377 2,441 1,38 0,17
1 0,00001  0,00002 0,43 0,67
1 0,00005 0,00009 0,56 0,58
1 -0,014 0,069 -0,2 0,84
1 0,005 0,003 1,75 0,09
Colesterol 1 0,002 0,007 0,28 0,78
Triglicérides 1 0,005 0,006 0,75 0,46
1
1
1
1
1

Intercepto
TAS (mm?)
TAV (mm?)
LIH (%)
IGF-1 (ng/mL)

D-OC (ng/mL) 0,030 0,044 0,68 0,50
Idade (anos) 0,029 0,025 1,17 0,25
IMC (Kg/m?) -0,129 0,084 -154 013
HbA1Lc (%) -0,019 0,085 -022 0,83
Género (M=1/ F=0) -1,417 0431 -329 0,002

R%?=0,37

Legenda: grau de liberdade (GL); erro padrdo (EP); tecido adiposo subcutaneo (TAS); tecido adiposo visceral
(TAV); lipidio intra-hepético (LIH), indice de massa corporal (IMC); hemoglogbina glicada (HbA1c).
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Apéndice 5. Projeto experimental com modelo animal com DM1 farmacologicamente

induzido.

Os resultados do projeto intitulado “High Fat Diet rich in Medium Chain Fatty Acid
Rescued Trabecular and Cortical Bone Loss and Reduces Marrow Adipose Tissue (MAT) in
Streptozotocin-induced Type 1 Diabetic Mice” que foi desenvolvido durante estagio no Maine
Medical Center Research Institute (MMCRI), no laboratério do Dr. Clifford J. Rosen, com o
suporte financeiro da FAPESP (n° 2014/14505-0). O trabalho esta sob revisdo na revista
Endocrinology da Endocrine Society (ENDO).
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Abstract

There is a growing and alarming prevalence of obesity and the metabolic syndrome in
type | diabetic patients (T1LDM), particularly in adolescence. In general, low bone mass, a
higher risk of fractures and increased marrow adipose tissue (MAT) are features of diabetic
osteopathy in insulin deficient subjects. On the other hand, type 2 diabetes (T2DM) is
associated with a normal or higher bone mass, a greater risk of peripheral fractures and no
apparent changes in MAT. Therefore, in this study we sought to determine the effect of
weight gain on bone turnover and lean mass in insulin deficient mice. We evaluated the
impact of a 6-week high-fat (HFD) rich in medium chain fatty acids or low-fat diet (LFD) on
bone mass and MAT in a streptozotocin (STZ)-induced model using male C57BL/6J mice at
8 weeks of age. Dietary intervention was initiated after diabetes confirmation. At the
endpoint, lower non-fasting glucose level was observed in diabetic mice fed with high fat diet
compared to diabetic mice fed the low fat diet (STZ-LFD). Compared to euglycemic controls,
the STZ-LFD had marked polydipsia and polyphagia, as well as reduced lean mass, fat mass
and bone parameters. Interestingly, STZ-HFD mice had higher bone mass, namely less
cortical bone loss and greater trabecular bone mass than STZ-LFD. Thus, we found that a
HFD, rich in medium chain fatty acids, protects against bone loss in a streptozotocin-induced
T1DM mouse model. Whether this may also translate to TIDM patients who are overweight
or obese in respect to maintenance of bone mass remains to be determined through

longitudinal studies.
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Introduction

Type 1 diabetes mellitus (T1DM) is associated with low bone mineral density (BMD)
and increased fracture risk [1]. Several studies have shown that bone loss in TIDM occurs
because of reduced bone formation, while the effects on bone resorption are less clear [2, 3].
There are several characteristics of TIDM that may have a significant impact on bone, such as
hypoinsulinemia and high glucose levels [2, 4]. Due to the positive effects of insulin and IGF-
1 on bone formation, decreased insulin signaling has been considered as one of the most
critical factors in the pathogenesis of TLDM-bone loss [5]. However, mice with an osteoblast-
specific knockout of insulin receptor only have a mild low bone mass phenotype in adult mice
[6]. Moreover, adult mice with a global knockout of insulin receptor, made normoglycemic
by knock in of the human insulin receptor in liver, brain and pancreas, also have a normal
bone phenotype [7]. Hyperglycemia, on the other hand, can impair osteoblast differentiation
in culture and elevated advanced glycation end products (AGES) have been associated with
fractures in patients with T1IDM [8, 9]. Moreover, high glucose levels have also been
positively linked to greater marrow adiposity in non-diabetic women [10].

T1DM critically impacts whole body energy economy, leading to weight loss due to
increased proteolysis and lipolysis. Bone catabolism is a well-known complication of weight
loss and occurs because of an array of factors, including decreased mechanical loading and
nutritional and hormonal changes [11-14]. In conditions of chronic (i.e., anorexia nervosa) as
well as acute weight loss (i.e., bariatric surgery) a negative remodeling balance is a well-
documented occurrence [15-17]. Low body weight is frequent clinical manifestation during
the onset of TIDM [18]. However, recent publications have pointed out the alarming rise in
obesity in TIDM individuals [19, 20]. In one prospective study, 18 years of follow-up showed
that 20% of T1DM subjects enrolled in the study had gained at least 5 kg/m? while only 7%
had lost at least 2 kg/m®. The number of overweight individuals increased in 47% during the
period of the follow-up [20]. As a consequence, there has been a growing prevalence of
abdominal obesity, insulin resistance and arterial hypertension among T1DM children and
adults that paradoxically were previously considered to be pathognomonic of T2DM [21-23].
The increase in metabolic syndrome characteristics in TIDM patients appear to be an
important risk factor for the development of macrovascular and microvascular comorbidities
such as cardiovascular diseases, diabetic foot syndrome, nephropathy, and retinopathy,
independently of glucose control [23]. However, the effect of high body weight or obesity on

bone mass and bone turnover in TLDM is still unknown.
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Obesity is characterized by excessive body fat accumulation and despite higher or
normal BMD, fracture risk is also increased in obese subjects [24]. The intake of a diet rich in
saturated fats is well-documented to be associated with greater body fat content, insulin
resistance [25] and also with reduction of BMD [26, 27]. Hence, we sought to determine the
impact of weight gain on bone mass in streptozotocin (STZ)-induced T1IDM mice. We
hypothesized that high fat feeding would not be able to counteract classical type 1 diabetic
bone loss and may in fact make it worse. For this, we submitted eight-week-old male TIDM
and control mice to 6-week high saturated fat diet (HFD) rich in medium chain fatty acid
(MCFA) or low fat diet (LFD). In brief, although HFD is generally deleterious to bone, we
found that HFD actually attenuated trabecular and cortical bone loss from STZ-induced
diabetes, without significantly affecting insulin levels. Blood glucose was lower and body
weights were higher in HFD-fed STZ mice compared to LFD-fed STZ mice, suggesting
glycemic control and/or body weight played a protective role in Type | diabetic bone disease.

Material and Methods

The study protocol was approved by the Institutional Animal Care and Use
Committees (IACUC) of the Maine Medical Center Research Institute (MMCRI). All
animals were maintained on a 14-h light and 10-h dark cycle in a barrier animal facility at
MMCRI. Mice were given water and food (see below for detailed description of diets) ad
libitum and housed 3-4 per cage. All mice had body weight measured weekly during the

experiment.

Diabetes Induction and Dietary Intervention

Six-week-old male C57BL/6J mice were obtained from the Jackson Laboratory (Bar
Harbor, ME). At 8 weeks of age, they were administered 5 daily intraperitoneal (IP) injections
of streptozotocin (STZ) (50 mg/kg body weight in 0.1 M citrate buffer pH 4.5; Sigma-
Aldrich) to induce diabetes or vehicle (0.1 M citrate buffer pH 4.5) injections. All mice
received standard diet (2018 Teklad Global 18% Protein Rodent Diet, Harlan Laboratories)
until diabetes confirmation. Twelve days after the first injection, non-fasting blood glucose
levels were assessed using an Accu-Check Compact® glucometer (Roche Diagnostics,
Indianapolis, IN). The blood glucose cut-off was 16.7 mmol/L (300 mg/dL) for including
animals in STZ groups. Non-fasting glucose levels were also checked at the endpoint of the
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study. After diabetes confirmation, mice were divided into four different groups for 6 weeks
of diet intervention (Research Diets Inc., New Brunswick, NJ, Supplemental Table I):
I.  Control Low Fat Diet (CON-LFD): mice injected with vehicle solution (n=11), then
fed with custom formulated low fat diet (Research Diets D15022202) containing 11%
Kcal from fat, and 73% Kcal from carbohydrate comprised of corn starch and an
amount of sucrose matched with HFD.

Il.  Control High Fat Diet (CON-HFD): mice injected with vehicle solution (n=11), then
fed with a high fat diet (Research Diets D12331i) containing 58% Kcal from
hydrogenated coconut oil, and 26% Kcal from sucrose.

1. STZ Low Fat Diet (STZ-LFD): mice injected with STZ solution (n=9), then fed with
custom formulated 11% kcal from fat diet (Research Diets D15022202).

IV. STZ High Fat Diet (STZ-HFD): mice injected with STZ solution (n=14), then fed
with 58% Kcal from fat diet (Research Diets D12331i).

Metabolic Cage System

One week before the end of the study, mice from CON-LFD (n=7), CON-HFD (n=7),
STZ-LFD (n=6), and STZ-HFD (n=8) groups were placed individually into metabolic cages
for 5 days to assess metabolic and behavioral measurements using the Promethion metabolic
cage system (Sable Systems International, North Las Vegas, NV) located in the Physiology
Core at MMCRI. Data acquisition and instrument control were performed using Meta Screen
version 1.7.2.3, and the raw data obtained were processed with ExpeData version 1.5.4 (Sable
Systems International, North Las Vegas, NV) using an analysis script detailing all aspects of

data transformation [28].

Dual-energy X-ray absorptiometry (DXA)

Bone mineral density (aBMD), lean mass, and fat mass assessment were performed on
each mouse by a PIXImus dual-energy X-ray densitometer (GE Lunar) at the baseline (0), 2
weeks from the baseline (1) and at the endpoint of the study (2). The PIXImus was calibrated
daily with a mouse phantom provided by the manufacturer. Mice were placed ventral side
down with each limb and tail positioned away from the body. Full-body scans were obtained,
and the head was excluded from analyses because of concentrated mineral content in skull
and teeth. X-ray absorptiometry data were processed and analyzed with Lunar PIXImus 2

(version 2.1) software [28].
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Insulin Assay

Serum insulin levels were measured using a commercially available kit from Crystal
Chem Inc. (Downers Grove, IL), according to the manufacturer’s instructions. The assay
sensitivity was 0.05 ng/mL. The intra- and inter-assay variability was < 10 ng/mL. All

measurements were performed in duplicate.

Micro-computed tomography (UCT)

Micro-architecture of the distal trabecular bone and midshaft cortical bone of the
femur was analyzed by pCT (resolution 10 pm, VivaCT-40, Scanco Medical AG,
Bassersdorf, Switzerland). Measurements included bone volume/total volume (BV/TV),
trabecular number (Th.N.), trabecular thickness (Tb.Th.), trabecular separation (Tb.Sp.), and
connectivity density (Conn.D). Cortical region scans at the midpoint of each femur, with an
isotropic pixel size of 21 pum and slice thickness of 21 um, enabled calculation of average
bone area (BA), total cross-sectional area (TA), bone area/total area (BA/TA), and cortical
thickness (Ct.Th.). All scans were analyzed using the software of the manufacturer (Scanco
Medical AG, version 4.05) [28].

Histomorphometry analysis

Mice were intraperitoneally injected ip with calcein (20 mg/kg) and demeclocycline
(20 mg/kg) on days 9 and 2 before sacrifice, respectively, to determine bone formation rate
[29]. Left tibias were removed, placed in 70% ethanol and maintained in the dark at room
temperature. Tibias were dehydrated with acetone and embedded in methyl methacrylate.
Undecalcified 4-pum-thick sections were obtained by microtome and stained with Von Kossa
method for showing the mineralized bone. Consecutive section was left unstained for the
analysis of fluorescence labeling and was stained with Toluidine Blue for the analysis of
osteoblasts, osteoid and adipocytes. Another consecutive section was stained with tartrate-
resistant acid phosphatase (TRAP) and counterstained with Toluidine Blue for the analysis of
osteoclasts. Bone histomorphometric analysis was performed in the proximal tibia under
200X magnification in a 0.9 mm high x 1.3 mm wide region 200 um away from the growth
plate using OsteoMeasure analyzing software (Osteometrics Inc., Decatur, GA, USA). The
structural parameters [bone volume (BV/TV), trabecular thickness (Th.Th), trabecular number

(Th.N) and trabecular separation (Th.Sp)] were obtained from 3 consecutive sections and the
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average from these 3 data was assigned as individual data. The structural, dynamic and
cellular parameters were calculated and expressed according to the standardized nomenclature
[30] as follows: bone volume (BV/TV, %), trabecular thickness (Tb.Th, um), trabecular
number (Tb.N, /mm), trabecular separation (Tb.Sp, pum), mineralizing surface per bone
surface (MS/BS, %), mineral apposition rate (MAR, um/day), bone formation rate per bone
surface (BFR/BS, pum®/um?/year), bone formation rate per bone volume (BFR/BV, %/year),
bone formation rate per trabecular volume (BFR/TV, %/ year), osteoblast surface (Ob.S/BS,
%), osteoblast number per trabecular area (N.Ob/T.Ar, / mm?), osteoblast number per bone
perimeter (N.Ob/B.Pm, /mm), osteoid volume (OV/BV, %), osteoid surface (OS/BS, %),
osteoid thickness (O.Th, um), osteoclast surface (Oc.S/BS, %), osteoclast number per
trabecular area (N.Oc/T.Ar, /mm?) osteoclast number per bone perimeter (N.Oc/B.Pm, /mm),
and eroded surface (ES/BS, %).

Histological and Immunohistochemical analysis

Pancreas and adipose tissues were place in 10% neutral buffered formalin (Sigma-
Aldrich) for 48 hours and then kept in 70% ethanol. Tissues sections of 5 um were
deparaffinized and dehydrated in a graded series (100% to 70%) of ethanol washes and
stained with hematoxylin and eosin (H&E). Langerhans islets were identified and counted
using Image J software. Pancreas tissue sections were rinsed in boiled 10 mM citrate buffer
solution (pH 6.0) for 20 minutes at room temperature. Sections were quenched for 60 minutes
in 1% of 30% hydrogen peroxidase in PBS and washed in TNT wash buffer solution (Tris-
buffer 2M, NaCl, Tween 20, dH,0). A non-specific blocking solution (10% BSA, goat serum,
and Triton X-100 BioRad® in PBS) was added and slides were incubated in humidified
chamber for 60 minutes at 4°C. Later, sections were incubated with insulin antibody (primary
antibody; Cell Signaling Technology®) diluted in blocking solution (1:50) overnight at 4°C.
Slides were washed in TNT wash buffer and a secondary antibody (goat anti-rabbit 1gG biotin
labeled) diluted in blocking solution (1:200) was added for 30 minutes at room temperature
and washed again. Next, slides were incubated Streptavidin-HRP diluted in blocking solution
(SA-HRP; Perkin Elmer) (1:100) for 30 minutes at room temperature and sections were
washed again. Then, Vector® DAB solution, a peroxidase substrate, was added and sections
were checked under the microscope until pancreatic insulin expression by [B-cells was
properly visualized (brown signal). Slides were counterstained with hematoxylin solution Gill
n°l (Sigma-Aldrich).
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Real-time PCR

Bone marrow was flushed out from the freshly dissected femur and flash frozen in
liquid nitrogen separate from the cortical bone. Bone was crushed under liquid nitrogen
conditions. Total RNA was prepared using the standard TRIzol (Sigma-Aldrich) method for
tissues. cDNA was generated using the High Capacity cDNA Reverse Transcriptase Kit
(Applied Biosystems) according to the manufacturer’s instructions. mRNA expression
analysis was carried out using an iQ SYBR Green Supermix with an iQ5 thermal cycler and
detection system (Bio-Rad Laboratories). Hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1
(HPRT1) was used as an internal standard control gene for all quantification [31]. Primers

were designed and tested to be 95% to 100% efficient by PrimerDesign.

Statistical Analyses

Graphpad Prism® software was used to perform statistical tests. Data are presented as
mean £ SEM. Two-way ANOVA with Sidak post hoc test were performed after testing for
normal distribution. Where noted, a Pearson correlation test was performed between main

outcomes. o < 0.05 was considered statistically significant.

Results

HFD reduced blood glucose levels in diabetic mice

All mice injected with STZ had high non-fasting glucose levels (>300 mg/dL or 16.7
mmol/L) 12 days after the first injection. Non-fasting glucose levels were still higher in the
STZ groups compared to CON groups after 6 weeks of dietary intervention (Figure 1A).
However, STZ mice fed with LFD exhibited significantly higher (>600 mg/dL or 33.3
mmol/L) glucose levels compared to those STZ mice fed with HFD (438+70 mg/dL or
24.1+3.9 mmol/L). There was no difference in glucose levels between CON groups fed with
LFD or HFD (Figure 1A).

Body weight and Body Composition Analysis

As expected, STZ-LFD mice had significantly lower body weight and body weight
gain compared to CON-LFD, and CON-HFD mice gained more weight than CON-LFD mice
during the study. Interestingly, STZ-HFD gained body weight throughout the study, whereas
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STZ-LFD mice did not (Figure 1B). There were no differences in body composition between
groups at the baseline and at 2 weeks after baseline (data not shown). At the endpoint, fat
mass was significantly reduced in both STZ groups compared to CON groups, and CON-HFD
mice gained a greater amount of fat mass than CON-LFD mice (Figure 1C). However, lean
mass was only reduced in STZ-LFD group compared to CON-LFD group. There was no
difference in lean mass between STZ-HFD and CON-HFD mice and both CON groups
(Figure 1D).

Effect of Dietary Intervention on Bone Mass and Marrow Adipocytes

In order to determine if the changes in blood glucose and body composition in the STZ
groups impacted bone parameters, we addressed BMD by DXA and trabecular and cortical
microarchitecture of the femur by microCT (Figure 2). It was observed that STZ-HFD had no
temporal reduction in femoral aBMD (A value: 0.010+ 0.007) during the study while the STZ-
LFD mice had (A value: -0.001% 0.007) (p=0.002, STZ-LFD vs STZ-HFD AaBMD). At the
endpoint, femoral aBMD and also BMC measurements were greater in STZ-HFD than in
STZ-LFD mice, although still lower than CON mice (Figure 2B). MicroCT data also
corroborated with DXA results showing that STZ-HFD did not lose as much cortical and
trabecular bone as those STZ mice consuming LFD. Femoral cortical area fraction
(Ct.Ar/Tt.Ar), cortical bone area (Ct.Ar), and cortical thickness (Ct.Th) parameters were
significantly lower in the STZ-LFD group compared to the CON-LFD group. Surprisingly,
there was no significant difference in these parameters between STZ-HFD and CON-HFD
mice (Figure 2, C, D and F). HFD also significantly improved Ct.Ar /Tt.Ar and Ct.Th within
the diabetic mouse groups.

Femoral trabecular bone volume fraction (BV/TV), trabecular number (Tb.N), and
trabecular connectivity density (Conn.D) parameters were lower in both STZ groups
compared to CON mice. However, STZ-HFD mice had a higher femoral trabecular BV/TV,
thickness (Tb.Th), Conn.D, and Th.N compared to STZ-LFD group (Figure 2, H, I, Jand L).
Structure model index (SMI) was higher in both STZ groups compared to CON groups but
SMI was lower in STZ-HFD mice than in STZ-LFD mice (Figure 2K). Furthermore, femoral
trabecular separation (Th.Sp) was higher in the STZ groups compared to CON groups but
those STZ consuming HFD had lower Th.Sp compared to the STZ-LFD (data not shown).

In respect to expression of key skeletal genes, we observed that runt-related

transcription factor 2 (Runx2) bone expression was significantly reduced in the STZ-LFD
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mice compared to CON-LFD group (Figure 3A), but there was no difference in bone gamma-
carboxyglutamate protein (Bglap) mRNA expression between groups (Figure 3B). Both STZ
groups exhibited higher receptor activator of nuclear factor Kappa-B ligand (Rankl)
expression compared to CON groups (Figure 3C). However, osteoprotegerin (Opg) mRNA
expression was only significant higher in the STZ-HFD group compared to CON-HFD group
(Figure 3D).

Dynamic histomorphometric parameter analysis showed that mineralizing surface
(MS) and bone formation rate (BFR) were lower in STZ-LFD group compared to CON-LFD.
However, STZ and CON mice fed with HFD had a similar MS and BFR (Table 1).
Additionally, osteoclast number (N.Oc) was higher in STZ-LFD compared to CON-LFD but
it was not significant (p=0.08). However, eroded surface (ES/BS) was significantly higher in
STZ-LFD compared to CON-LFD and there was no difference between STZ-HFD and CON-
HFD. Moreover, histomorphometry data showed that dietary intervention had no significant
effect on marrow adipocytes. Adipocyte volume (Ad.V/TV) had a tendency to be higher in
STZ-LFD mice compared to CON-LFD mice but it was not significant (p=0.07) while
adipocyte number had no difference between groups (Figure 4A, 4B and 4C). Also, there was
no difference in fatty acid binding protein 4 (Fabp4) mRNA expression in the marrow
adipose tissue between groups. Conversely, we did observe higher expression of Adipog in
STZ-LFD mice compared to CON-LFD and STZ-HFD group (Figure 4D and 4E).

HFD did not affect insulin levels in diabetic mice

Serum insulin levels were lower in STZ groups compared to Control groups at the
endpoint of the study, as expected. The type of diet consumed (LFD vs. HFD) did not have
any impact on serum insulin levels (p=0.66). In order to further characterize the effect of HFD
on insulin status in STZ-diabetes, we performed immunohistochemistry (IHC) staining with
insulin antibody. IHC analysis demonstrated that STZ mice had lower expression of insulin
by pancreatic B-cells compared to the CON groups which corroborated with serum insulin
levels data presented previously. However, there were no overt differences in islets or insulin
staining between LFD and HFD STZ groups (Figure 5).

Metabolic and Behavioral Outcomes
Regarding behavioral evaluation, there was no difference in 24-hour wheel distance

meters between groups (Figure 6A). STZ-LFD mice tended to walk less distance meters in
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24-hour compared to CON-LFD but it was not significant (p=0.14) (Figure 6B). There was no
other significant observation in behavioral parameters such as wheel meters run, wheel speed,
% spent running, walking speed, % spent walking, % spent staying still, % spent sleeping, and
hours of sleep (data not shown). Moreover, STZ-LFD mice had a higher expenditure energy
(EE) compared to CON-LFD and STZ-HFD mice when it was adjusted by lean mass, and
CON-HFD mice also had a higher adjusted EE compared to CON-LFD group (Figure 6C).
Respiratory quotient (RQ) was different between CON and STZ mice fed with LFD. RQ
value was similar between CON-HFD and both STZ groups which indicated the use of fat as
an energy source (Figure 6D). Furthermore, STZ-LFD mice had greater water and food intake
compared to CON-LFD. However, polydipsia and polyphagia were attenuated in STZ-HFD
mice (Figure 7A and 7B). As expected, total calorie intake per body weight was significant
higher in both STZ groups compared to CON groups, but STZ-HFD had lower total calorie
intake than STZ-LFD mice (Figure 7C). Concerning macronutrients intake profile, STZ-LFD
mice had a higher carbohydrate intake compared to CON-LFD and STZ-HFD mice (Figure
7D). On the other hand, STZ-HFD group had a greater fat intake than mice from CON-HFD
and STZ-LFD groups (Figure 7E). Protein intake was higher in both STZ groups compared to
CON groups, and STZ-LFD also had a greater protein consumed than STZ-HFD (Figure 7F).

Bone mass, body composition and marrow adipocytes

Body weight had no correlation with femoral aBMD in Control-HFD mice. In
contrast, there was a positive correlation between body weight and femoral aBMD in the STZ
groups (e.g. STZ-HFD group: r=0.90/p<0.0001; Table 2). Lean Mass was strongly correlated
with femoral aBMD (e.g. Control-HFD: r =0.80/p=0.003; STZ-LFD: r=0.82/p=0.005; STZ-
HFD: r=0.89/p<0.0001) and body fat mass was not correlated with femoral aBMD on any
group of the study. However, we did observe a positive correlation between fat mass and
femoral BMC in STZ-HFD (r=0.60/p=0.02). Yet, fat mass had an inverse correlation with
femoral BMC in Control-HFD group but it was not significant (r= -0.56/p=0.07).
Additionally, there were trends toward a correlation between adipocytic histomorphometry
parameters and femoral aBMD and BMC in Control-HFD mice (e.g. Ad.V vs. aBMD:
r=0.78/p=0.11 and Ad.V vs. BMC: r=0.85/p=0.06) but there was no statistical significance.
These correlations were weak in STZ-HFD with no statistical significance. There were no
correlations between adipocytic measures and body fat mass (Table 2).
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Discussion

We conducted a 6-week dietary intervention to evaluate how nutritional status impacts
bone mass in the streptozotocin (STZ)-induced T1DM mouse model. Surprisingly, although
HFD feeding generally causes a modest reduction of bone mass, we found that HFD actually
attenuated trabecular and cortical bone loss in STZ-diabetic mice. The diabetes-induced
reduction of bone formation rate and increase in eroded surface in the LFD mice was not
apparent in the HFD-STZ treated mice. HFD also rescued body weight and lean mass, as well
as reduced random fed glucose levels in diabetic mice, indicating that glycaemia and body
weight may contribute significantly to diabetic bone outcomes.

Previous studies have reported reduced bone parameters in both TIDM animal models
and in human bone biopsies [32-34]. TLDM mouse models appear to be more susceptible to
trabecular than cortical bone loss, which is consistent with more rapid bone turnover in
response to nutritional, hormonal or environmental factors than cortical bone [32]. Similarly,
young women with T1DM exhibit decreased trabecular bone volume and number [35].
However, in our study we observed both trabecular and cortical bone loss from STZ in the
LFD fed mice (Figure 2), which may be related to the duration of the study. In this study,
mice were maintained for six weeks after diabetes confirmation, which was two weeks longer
than our previous studies examining T1DM bone loss in mice [32, 36-38]. Histomorphometric
parameters demonstrated that bone loss in STZ-LFD group was related to a reduction in bone
formation activity and also to an increase in bone resorption, consistent with down-regulation
of Runx2 and up-regulation of Rankl (Table I, Figure 3). Our findings are similar to other
studies showing that bone loss in type 1 diabetic animal model is related to reduction in
osteoblast activity and also to a greater osteoclast activity [33][39-41]. Tsentidis et al. [42]
observed high levels of total SRANKL and OPG in T1DM children and adolescents
presenting with lower BMD which was associated with increased osteoclast signaling in this
population. It is unknown whether bone resorption could be related to diabetes duration and
may be an area of interest for future research.

In the present study, STZ mice fed with HFD exhibited a different skeletal outcome,
with improvement in femoral aBMD and trabecular and cortical uCT parameters (Figure 2).
This is somewhat surprising because previous work had demonstrated reduced trabecular and
cortical bone parameters after a HFD [43, 44]. HFD had no effect on trabecular or cortical
bone volume or area fraction, respectively, in the control non-diabetic mice in this study

(Figure 2). In contrast to our study, most of the studies have adopted a HFD rich in long chain
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saturated fatty acids (LCFA) that, differently from MCFA, induces a higher body weight gain,
a higher endogenous glucose production and a lower glucose rate of disappearance, which
could, in addition to duration of the study, explain why we did not observe bone changes with
HFD alone [25, 45, 46]. However, in the STZ mice, HFD significantly increased several of
the trabecular and cortical parameters, indicating that the effects of the diet on bone could be
unique depending upon whether glucose metabolism was affected or not by the composition
of the diet consumed (Figure 1).

Indeed, bone mass changes in diabetes are likely multifactorial, with hyperglycemia,
hypoinsulinemia, nutritional status and presence of diabetes-related complications all
contributing to the skeletal pathology [4, 47]. High glucose levels are associated with
advanced glycation end-products (AGEs) that accumulate in the bone organic matrix causing
its deterioration [48]. AGEs are thought to alter bone formation activity by inducing
osteoblast apoptosis [49]. In diabetic animals, high pentosidine content in the bone tissue was
associated with changes in biomechanical properties such as bone stiffness and maximum
stress to bone failure, even though there was no reduction in BMD [50]. Neumann et al. [9]
demonstrated that the presence of fractures was associated with elevated pentosidine levels in
adult TIDM subjects, independently of BMD. In our study, as expected, multiple doses of
STZ caused a decrease in insulin production leading to hyperglycemic conditions (Figure 1,
Figure 5). After 6 weeks of a diet challenge, STZ-HFD mice exhibited lower non-fasting
glucose levels compared to LFD feeding group (Figure 1). It is well-known that diet
composition influences postprandial glucose levels, with the amount and/or type of
carbohydrates having the most impact on glycemic control. Dietary fat has also an effect on
postprandial hyperglycemia in TLDM subjects [51]. Interestingly, we did not find any rescue
effect of HFD feeding on the serum levels of insulin or insulin staining histologically in the
pancreas (Figure 5), indicating high glucose, rather than low insulin, was likely playing an
important role in the pathophysiology of the skeletal loss.

In the present study, STZ mice with LFD exhibited classical symptoms of diabetic
decompensation including loss of adipose tissue and lean mass after dietary challenge, as seen
previously [33]. Conversely, our findings showed that STZ mice fed a HFD had an increase in
body weight mostly due to lean mass preservation, as whole body adiposity loss was similar
between both STZ groups (Figure 1). A low respiratory quotient (RQ) indicated that all STZ
mice were using fat as an energy source (Figure 6) [52, 53]. The difference between the STZ-

LFD mice and the STZ-HFD mice was that the source of the fat used for energy was the food
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with the HFD, rather than the preexisting fat depots within the body. Other side effects of
polyphagia, polydipsia and polyuria were attenuated with HFD treatment in the STZ mice,
indicating slightly better glycemic control (Figure 7).

Both spontaneous and pharmacologically-induced T1DM mouse models have
increased marrow fat content [32]. These findings suggest a trend towards adipogenesis in
preference to osteogenesis among marrow skeletal progenitor cells. On the contrary, clinical
studies have demonstrated no change in total MAT content in vertebral body or femoral bone
marrow in T1IDM [54]. In our hands, we observed a trend toward increased adipocyte volume
and Fabp4 expression, as well as a significant increase in Adipoq in STZ-LFD mice compared
to CON-LFD (Figure 4). These trends were absent in the HFD mice, suggesting glucose
control may be a significant contributor to marrow adipose tissue as described previously in
non-diabetic women [10].

The type of fatty acids in the diet might also influence the effects of high glucose on
the skeleton. Some studies have investigated the influence of the source of dietary fat on bone
metabolism and showed that saturated and polyunsaturated (PUFASs) fat produce different
outcomes on skeletal health [27, 55, 56]. For instance, saturated LCFA intake is associated
with reduction in total areal BMC and lumbar spine BMD in non-diabetic animals [27] and a
decreased femoral BMD in men [26] . On the other hand, dietary PUFAs seem to have
beneficial effects on bone mass [27, 56, 57]. However, most of the studies regarding saturated
fat rich in MCFA are related to its metabolic effects such as reduced body fat mass and
enhanced insulin sensitivity [58-60]. To our knowledge, there has only been one short-term
that study has evaluated the effect of HFD rich in MCFA on non-diabetic mouse bone, and it
was unchanged after 2 weeks of dietary intervention [43]. Further investigations concerning
the impact of MCFAs on bone mass and bone turnover are needed, particularly those that
focus on the intestinal microbiome since alterations due to dietary influences in these mice
might contribute to changes in bone mass.

The increase in obesity and overweight appears to be a trend among type 1 diabetic
patients and this could lead to a greater susceptibility of developing complications related to
excessive body fat accumulation [19-23]. On the other hand, our studies suggest that weight
gain in mice with TIDM may actually lessen glucose toxicity and improve the skeltal
phenotype. Notwithstanding, our animal model may not be the best approach for investigating
the impact of obesity in TIDM. Future studies should consider investigate the role of other
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type of diet on TIDM bone mass, in particular, those diets rich in saturated LCFA which
seem to induce a higher fat mass gain and more evident metabolic disorders [25, 45, 46].

In conclusion, HFD intervention had distinct outcomes in streptozotocin-induced
T1DM C57BL/6J male mice. Diabetic mice fed with LFD not only exhibited classical
symptoms of diabetes such as polyphagia, polydipsia and hyperglycemia but also bone loss
with a marked reduction in bone formation. But, interestingly, HFD was able to preserve lean
mass and attenuate hyperglycemia in streptozotocin-induced T1DM, although it did not
produce body fat accumulation in this animal model, as would have been expected.
Furthermore, we are the first to show that HFD was protective against trabecular and cortical
bone loss in STZ mice. The type of dietary fat in a HFD might be important for TADM bone
health and will need to be investigated further. The bone-fat interaction in diabetes is
multifactorial, with both body weight and glycemic control predominantly contributing.
Future studies are necessary to better understand the complexity surrounding the relationship
between nutritional status and skeletal remodeling in diabetes.
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Figure 1. Effects of HFD on glucose levels, body mass and body composition. HFD reduced

non-fasting blood glucose levels in STZ mice after 6 weeks of dietary intervention (A). Body

mass weekly evolution showing that STZ-HFD group had gained more weight than STZ-LFD

group (B). Changes in body composition were observed at the endpoint of the study (C and

D). Fat mass (C) was significant reduced in STZ mice while lean mass (D) was only lower in
STZ-LFD compared to CON-LFD. p-value: *<0.05; **<0.0001. n =9 to 14.
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Figure 2. HFD had a protective effect on bone mass of STZ mice. Representative images of

midshaft cortical bone of the femur by uCT analysis (A). Femoral aBMD (g/cm?) assessed by

DXA was preserved in STZ-HFD mice which was higher compared to STZ-LFD group after

6 weeks of dietary intervention (B). MicroCT parameters corroborated DXA results showing

that STZ-HFD had not lost as much trabecular and cortical bone as STZ-LFD mice.

Quantitative parameters from uCT of femoral cortical (C, D, E and F) included Ct.Ar/Tt.Ar,

Ct.Ar, Ma.Ar and Ct.Th measurements. Representative images of distal trabecular bone of the
femur (G) and quantitative parameters of trabecular bone (H, I, J, K and L) by uCT analysis
included BV/TV, Th.Th, Th.N, SMI and Conn.D. p-value: *<0.05; **<0.0001. n = 9 to 14.
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Figure 3. Runx2, Bglap, Rankl and Opg mRNA expression was similar in both STZ groups.
Gene analysis was performed in crushed whole femur of 16 weeks-old male mice without
marrow content. Runx2 (A), Bglap (B), Rankl (C) and Opg (D) mRNA expression were
normalized to the housekeeping gene Hprt. p-value: *<0.05; **<0.0001. n =5 to 11.
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Figure 4. HFD feeding had no significant effect on marrow adipocytes. Representative
images from histomorphometric analysis in the proximal tibia, where black stain is mineral
(Von Kossa) and adipocytes ghosts are white (A). Adipocytic volume (Ad.V/TV) (B) and
guantitative (N.Ad/T.Ar) measurements from the proximal tibia. Gene expression was
performed in the frozen marrow tissue content flushed out from the femur at the sacrifice.
Fabp4 (D) and Adipog (E) mRNA expression were normalized to the housekeeping gene
Hprt. p-value: *<0.05; **<0.0001. n = 6.
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Figure 5. HFD did not affect insulin levels in diabetic mice. Detection of insulin production
in the pancreatic tissue by immunohistochemistry (IHC) staining (brown signal) (A). Number
of Langerhans islets per section of H&E stained pancreatic tissue (B), n = 5 to 13. Serum
insulin levels measured with an ELISA (C). p-value: *<0.05; **<0.0001. n = 7 to 10.
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Figure 6
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Figure 6. EE was increased in STZ-LFD mice and RQ value was similar between CON-HFD
and both STZ groups indicating fat oxidation. Mice were placed individually into metabolic
cages for 5 days, one week before the endpoint. Behavioral measurements included activities
as 24-hour wheel distance (A) and walking distance in the cage (B). Metabolic measurements
included evaluation of energy expenditure (EE) (C) and 24-hour respiratory quotient (RQ)
(D). EE values were adjusted by lean mass. p-value: *<0.05; **<0.0001. n = 6 to 8.
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Figure 7
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Figure 7. Diabetes symptoms such as polydipsia and polyphagia were attenuated in STZ-
HFD group. Mice were placed individually into metabolic cages one week before the
endpoint. 24-hour water (A) and food (B) intake was monitored during for 5 days. Total
calorie intake (Kcal/g of body weight) (C), carbohydrate (D), fat (E) and protein (F) intake
(Kcal/g of body weight) were calculated based on food intake records. p-value: *<0.05;
**<0.0001.n =610 8.
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TABLES

Table 1. Static and dynamic histomorphometry parameters of the proximal tibia from CON
and STZ mice fed with LFD or HFD.

Low Fat Diet High Fat Diet
CON (n=5) STZ (n=5) CON (n=5) STZ (n=5)
OS/BS (%) 9.2+3.1 83+4.9 6.1+2.7 6.9+4.0
O.Th (um) 3.49+068 345+0.35 3.16 £ 0.63 3.44+0.48
Ob.S/BS (%) 13.1+3.3 99144 9.3+£55 9.7+6.3
N.Ob/B.Pm (/mm) 9.8+25 76+3.1 6.8+3.8 72141
N.Ob/T.Ar (/mm?) 57.1+9.1 38.1+10.0 43.6 £22.4 443+35.1
MAR (um/day) 091+0.19 0.88+0.12 091+0.13 0.88+0.16
MS/BS (%) 375+93 18.7+3.8* 321+39 254+53
BFR/BV (%l/year) 1.95+053 1.20+0.35 1.58+0.37 1.33+£0.30
BFR/BS 017+
(um*/um?/day) 0.35+0.12 0.04* 0.29+0.05 0.22+0.05
ES/BS (%) 2.87 £0.60 >l 3.61+0.87 4.19+1.65
1.37*
Oc.S/BS (%) 123+21 206%5.1 13.0+25 17.7+6.1
N.Oc/B.Pm (/mm) 465+£0.75 7.61+1.81 6.09+£267 7.05+241
N.Oc/T.Ar (/mm?) 279+43 373%x7.0 36.6+11.7 40.2+13.38

*p<0.05 compared to CON-LFD.
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Table 2. Body Composition, Marrow Adipocyte Content and Bone Mass Correlation Matrix from

CON and STZ fed with HFD.

Body Femoral Femoral Lean  Fat Number of Adipocyte
Weight aBMD BMC Mass Mass Adipocyte Volume
@  (gem?) (9) @ (@ (N.Ad) (Ad.V)
CON-HFD group
Body Weight () 1
Femoral aBMD (g/cm?) -0.10 1
Femoral BMC (g) -0.26 0.86 1
Lean Mass () 0.11 0.80* 0.76* 1
Fat Mass (g) 0.93 -0.39 -0.56 -0.25 1
Number of adipocyte (N.Ad) -0.37 0.68 0.69 0.86 -0.49 1
Adipocyte Volume (Ad.V)  -0.57 0.78 0.85  0.87 -0.67 0.97 1
STZ-HFD group
Body Weight (g) 1
Femoral aBMD (g/cmz) 0.90* 1
Femoral BMC (g) 0.81 0.84 1
Lean Mass () 0.97 0.89* 0.75* 1
Fat Mass (g) 0.43 0.27 0.60* 028 1
Number of adipocyte (N.Ad) 0.07 -0.02 -0.08 -0.02 0.62 1
Adipocyte Volume (Ad.V) -0.10 -0.43 -0.38 -0.19 0.83 0.83 1

*p-value < 0.05.
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Supplemental Table 1. Low Fat Diet and High Fat Diet Nutritional Composition.

Nutrient Low Fat Diet® High Fat Diet”

g % of Kcal g % of Kcal
Protein 16.8 16.4 23 16.4
Carbohydrate 74.3 73.1 35.5 25.5
Fat 4.8 10.5 35.8 58

g Kcal g Kcal
Casein, 80 Mesh 228 912 228 912
DL-Methionine 2 0 2 0
Maltodextrin 170 680 170 680
Corn Starch 660 2640 0 0
Sucrose 175 700 175 700
Soybean Oil 25 225 25 225
Coconut Oil, hydrogenated 40 360 3335 3001.5

2 customized D15022202 diet; ° D12331 diet (Research Diets Inc.)
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Anexo 1. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
HOSPITAL DAS CLINICAS FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO
DEPARTAMENTO DE CLINICA MEDICA
AUTORIZACAO PARA PARTICIPAR EM PROJETO DE PESQUISA

TITULO DO ESTUDO: Diabetes Mellitus e Osteoporose: Avaliacdo da Influéncia da
Composicao Corporal e do Perfil Metabolico sobre a Densidade Mineral Ossea, Ocorréncia de
Fratura Subclinica e Contetido de Gordura em Corpo Vertebral no Diabetes Mellitus Tipo 1 e
2.

DATA DO CONSENTIMENTO
PESQUISADOR RESPONSAVEL: Prof. Dr. Francisco José Albuquerque de Paula
NOME DO VOLUNTARIO:

O (a) senhor(a) estd sendo convidado para ser voluntario em um estudo de pesquisa clinica.
Os estudos de pesquisa clinica incluem apenas pessoas que aceitam participar
voluntariamente. A decisdo de participacdo na pesquisa devera ser feita apos o (a) senhor(a)
ter pleno conhecimento sobre os riscos e beneficios envolvidos e entdo tomar um deciséo que
Ihe seja adequada. Este processo é conhecido como consentimento informado. Por favor,

reflita para tomar uma deciséo.

O (a) senhor(a) esta sendo convidado para participar deste estudo porque o (a) senhor(a)

preenche os critérios de inclusdo da pesquisa.

POR QUE ESTE ESTUDO SERA REALIZADO?

Esta pesquisa esta sendo feita para avaliar a Osteoporose que pode ser causa do Diabetes. O
objetivo é avaliar quais 0ssos séo principalmente afetados e quais séo as alteragcdes que levam
a esta doenca dssea.
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QUANTOS INDIVIDUOS FARAO PARTE DESTE ESTUDO CLINICO?

Serdo formados 02 grupos de 40 individuos cada, sendo 01 formado por pessoas normais sem
Diabetes mellitus (grupo controle) e outro por pacientes com Diabetes mellitus. Os individuos
do grupo controle serdo selecionados entre pessoas que compdem as comunidades do
HCFMRP-USP e da FMRP-USP (alunos, funcionarios, médicos, professores). Os pacientes
com Diabetes mellitus serdo selecionados no ambulatorio de Diabetes do CSE da Rua Cuiaba
da HCFMRP-USP.

O QUE ESTA ENVOLVIDO NESTE ESTUDO?

Se o (a) senhor(a) participar deste estudo clinico, sera colhido uma pequena quantidade de
sangue (8 colheres de cha ou 5-40ml) de sangue da veia de seu brago. Isto envolve uma
picada com agulha na veia do seu brago e coleta de seu sangue em tubos. Esta coleta pode ser
realizada quando lhe for conveniente. Também serdo feitos exames de radiografia de coluna
vertebral para avaliacdo de fratura sem sintoma desta regido, exame de densitometria dssea e
de ressonancia magnética de corpos vertebrais. Estes exames ndo causam dor, porém algumas
pessoas sentem desconforto em exame de ressonancia magnética devido ao ambiente fechado.
A quantidade de raio-x emitida nos exames de densitometria 6ssea e coluna vertebral é
pequena pois os aparelhos colimados, isto é sdo aparelhos feitos para reduzir a exposicao a
radiacéo.

O (a) senhor(a) responderd um questionario sobre a sua condi¢do de saude.

QUANTO TEMPO VOCE ESTARA PARTICIPANDO DESTE ESTUDO DE PESQUISA?

Os exames nao serdo repetidos. VVocé serd avaliado apenas uma vez por cada exame.

QUAIS OS RISCOS DESTE ESTUDO DE PESQUISA?

Os riscos neste estudo de pesquisa sdo relacionados a coleta de sangue da sua veia e exames
de imagem. A picada da agulha pode causar uma dor passageira e o(a) senhor(a) pode podera
ter uma mancha e dor no local por alguns dias. Como referido acima o0s outros exames nao
causam dor. Algumas pessoas nao suportam ficar em ambiente fechado e por isso néo
consegue realizar exame de ressonancia magnética. Os exames de radiografia envolvem

radiagdo, mas os aparelhos utilizados sdo preparados para reduzirem a exposi¢ao a radiacao.
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EXISTEM BENEFICIOS EM PARTICIPAR DESTE ESTUDO CLINICO?
N&o existem beneficios direto para o(a) senhor(a) em participar deste estudo de pesquisa.
Porém, sua participacdo podera ajudar outros individuos no futuro com os resultados e

conhecimentos obtidos a partir deste estudo.

QUAIS AS OUTRAS OPCOES QUE EXISTEM?
Ao invés de participar deste estudo de pesquisa, o (a) senhor (a) podera decidir em néo
participar. Vocé ndo tem obrigacdo em participar e se o (a) senhor (a) decidir por nédo

participar, ndo ter4 nenhum efeito sobre qualquer aspecto em atendimento no HC-FMRP.

SOBRE A CONFIDENCIALIDADE?

Esforcos serdo feitos para manter suas informacdes pessoais confidenciais. Os resultados dos
testes realizados em seu sangue e /ou urina serdo mantidos completamente andonimo e
confidencial. Os resultados serdo mantidos em seguranca em computadores protegidos por
senha. Todas as informacdes serdo codificadas e nenhum identificador pessoal sera

armazenado.

QUAIS SAO OS CUSTOS?

Né&o existe nenhum custo para o(a) senhor(a) se o(a) senhor(a) participar deste estudo.

O QUE ACONTECERA SE EU SOFRER DANOS POR PARTICIPAR NESTE ESTUDO?
Em caso de dano ou doenca resultante deste estudo clinico, tratamento de emergéncia médica
estd disponivel. O Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto nao

compensara o (a) senhor (a) ou sua companhia de seguro no evento de qualquer dano.

QUAIS SAO OS MEUS DIREITOS COMO UM PARTICIPANTE?
Fazer parte deste estudo € uma escolha sua. VVocé pode escolher ndo participar ou pode deixar
de participar do estudo a qualquer momento. Deixar de participar do estudo ndo resultara em

nenhuma penalidade ou perda de beneficios que o (a) senhor (a) tem direito.
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PERMISSAO PARA O USO DOS RESULTADOS DA PESQUISA

POR QUE EU ESTOU SENDO QUESTIONADO PARA LIBERACAO DESTA
INFORMACAQO?

Como parte deste estudo, o (a) senhor (a) esta sendo solicitada a permiti ao Dr. Francisco José
Albuquerque de Paula a coletar informagao sobre a sua saude. Esta informag&o sera coletada,
listada em um banco de dados com informacdo de salde de todos os participantes deste
estudo, e analisada para identificar correlacdes de seus achados com informacdes de pessoas

saudaveis.

O QUE ESTA SENDO SOLICITADO PARA LIBERACAO?
Para este estudo, as seguintes informacdes serdo coletadas:

Sua idade e sexo

Seu peso, altura, indice de massa corpdrea.

Sua histdria clinica relacionada a doencas metabolicas e dsseas
Antecedentes pessoais e familiares de doencas osteometabolicas
Todas as medicacGes que vOcé usa rotineiramente

Freqliéncia e tipo de exercicio fisico.

QUEM VERA ESTAS INFORMACOES?

Os investigadores envolvidos no estudo terdo acesso as suas informagdes. O Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto ou Agencias regulatdrias de pesquisa
poderdo ver partes de seus dados médicos relatados neste estudo e, portanto, verdo seu nome
ou outras informagdes de identificacdo pessoal sobre o(a) senhor (a). as informacGes coletas
séo propriedades do Investigador. No caso de qualquer publicacdo referente a este estudo, sua

identificacdo néo sera revelada.

AS INFORMACOES COLETADAS COMO PARTE DESTE ESTUDO SERAO
DESTRUIDAS QUANDO NAO FOREM MAIS NECESSARIAS?

E dificil para o Investigador saber quanto tempo suas informacdes serdo mantidas, mas
comumente elas serdo mantidas em banco de dados do Investigador por um periodo de tempo
indefinido. Nés ndo sabemos quando suas informagdes ndo serdo mais utilizadas, e ndo existe

uma expiracéo das informacdes apds elas serem descartadas.
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EU POSSO INTERROMPER MINHAS INFORMAQOES APOS ELAS COMECAREM A
SER UTILIZADAS?

Se o(a) senhor (a) deixar o estudo, e ndo desejar ter mais nenhuma informacdo pessoal
coletada, sobre o(a) senhor (a) devera notificar por escrito ao Dr. Francisco José Albuquerque
de Paula . O (a) senhor (a) podera também entrar em contato com o Dr. Francisco José
Albuquerque de Paula por telefone (16) 36021000 e sua solicitacao de interromper a coleta de
informac@es serd honrada, mas o(a) senhor (a) devera também notificar ao Dr. Francisco José
Albuquerque de Paula por escrito. Para notificar ao Dr. Francisco José Albuquerque de Paula
por escrito, envie sua solicitacdo para : Dr. Francisco José Albuquerque de Paula, Av.
Bandeirantes, 3900, Monte Alegre, Ribeirdo Preto SP. Qualquer informacdo ja coletada

continuara a ser vista e usada como descrito previamente.

Declaro ter lido ou terem lido para mim as informagGes acima antes de assinar o termo de
consentimento livre esclarecido. Eu concordo em participar deste estudo clinico. Ainda, eu
autorizo que as informacdes colhidas sejam utilizadas para finalidade da pesquisa proposta.
Foi-me oferecida ampla oportunidade de informagédo e questionamento bem como recebi

todos os esclarecimentos de duvidas e pontos questionados.

Eu recebi uma copia deste termo apos té-lo assinado.
Ribeirdo Preto, [/ /

RG:

Nome legivel do participante e/ou responsavel legal.

Assinatura ou impressdo dactiloscopia do participante e/ou responsavel legal.

Testemunhas:

Nome legivel da testemunha
RG:

Assinatura da testemunha
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Pesquisador Responsavel:

Dr. Francisco José Albuquerque de Paula RG: 545481
Departamento de Clinica Médica, FMRP-USP.

Av. Bandeirantes 3900, Ribeirdo Preto, 14049-900, SP, Brasil
Fone: 16 36022934
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Anexo 2. Aprovagio do Comité de Etica em Pesquisa do HCFMRP-USP.

Ribeirso Preto, margo de 2012
Oficio n®* 1149/2012 i
CEPMGY
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‘DE RIBEIRAO PRETO DA UNIVERSIDADE DE SAD PALLO  fyuen o
R P

Cm—
‘ HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DF MEDKCINA 15 18t

Ribesrilo Preto, 21 de marce de 2013

Oficio n* 21572013
CEP/MGV

FROCESSO HCRP n® 211/2012

© Comité de Erica em Pesquine, em sua 62° Reurido Ordinana
realizada em 18/00/2010, temou cénga da seida do pesquasador Niton A Silva o
entrada da pesquisadory Adrisens Lelis Carmlbe ns pesquise istitulada “DIABETES
MELLITUS § OSTEOPOROSE: AVALIAGAO DA INFLUENCIA DA COMPOSICAO
' CORPORAL E DO PERFIL METABGLICO SOBRE A DENSIDADE MINERAL OSSEA,
OCORRENCIA DE FRATURA SUBCLINICA £ CONTEUDO DE GORDURA EM CORPO
VERTESRAL WO DIABETES MELLITUS 1 B 27, conforme purecer aneso. O CEP
tambéss 0mon <inda do reatso parcial da pesquie.
Atencosaments

DR* MARCIA GUIMARAES VILLANOVA
Cosrdenadora do Comato de Frica

v' ‘ -
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