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RESUMO  

SILVA, Márcia Ferreira da, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, abril de 2010.  Efeitos 
do exercício físico sobre as propriedades morfológicas e mecânicas de miócitos cardíacos 
de ratos diabéticos. Orientador: Antônio José Natali. Co-orientadores: Maria do Carmo 
Gouveia Peluzio e Paulo Roberto dos Santos Amorim. 
 

O objetivo do presente estudo foi verificar os efeitos de um programa de natação (PN) 

sobre as propriedades mecânicas e morfológicas de miócitos cardíacos das regiões do  

subepicárdico( EPI) e endocárdio (ENDO) do ventrículo esquerdo (VE) de ratos com diabetes 

experimental. Ratos (Rattus novergicus) da linhagem Wistar com trinta dias de idade (massa 

corporal 250g) foram submetidos à injeção intraperitoneal de estreptozotocina (STZ, 60mg/kg 

de massa corporal) diluída em 1mL de tampão citrato de sódio (0,1 M, pH 4.5) ou a mesma 

dose de tampão citrato de sódio (0,1 M, pH 4.5). Aqueles com glicemia acima de 300 mg/dL 

foram distribuídos aleatoriamente em diabéticos sedentários (DS, n=20) e diabéticos 

exercitados (DE, n=20). Os animais que não receberam STZ foram separados em controle não 

diabéticos (CN, n=10) e controle não diabéticos exercitados (CNE, n=10). Após 45 dias de 

hiperglicemia os animais DE e os CNE foram submetidos a um PN (5 dias/semana, 90 

min/dia), por 8 semanas. Após eutanásia, o coração foi removido e os miócitos das regiões do 

sub-epicárdio (EPI) e sub-endocárdio (ENDO) do VE foram isolados e estimulados 

eletricamente a 1 e 3 Hz em temperatura ambiente (~25ºC). O diabetes experimental reduziu o 

peso corporal, o peso relativo dos ventrículos e o comprimento da tíbia. O PN não alterou o 

peso corporal e a glicemia nos animais dos grupos experimentais, mas aumentou o peso 

relativo dos ventrículos tanto nos animais diabéticos quanto nos controles não diabéticos. Não 

houve diferenças regionais (EPI vs ENDO) significativas nas propriedades morfológicas e 

mecânicas em resposta ao diabetes e ao PN. O diabetes experimental reduziu o comprimento, 

a largura e o volume dos cardiomiócitos. O PN aumentou a largura e o volume dos 

cardiomiócitos, sem alterar seu comprimento, nos animais diabéticos apenas. A amplitude de 

contração celular foi reduzida pelo diabetes, mas o PN aumentou essa amplitude tanto nos 

animais diabéticos quanto nos não diabéticos. O diabetes prolongou o tempo de contração 

celular, entretanto, o PN reduziu esse tempo em animais diabéticos e não diabéticos. O 

diabetes prolongou o tempo de relaxamento celular, todavia, o PN reduziu este tempo nos 

animais diabéticos e nos não diabéticos. Concluiu-se que o PN alterou as propriedades 

morfológicas dos miócitos do VE de ratos com diabetes experimental e atenuou as disfunções 

mecânicas destes cardiomiócitos, sem distinção regional.  
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ABSTRACT 

SILVA, Márcia Ferreira da, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, April, 2010. Effects of 
exercise on the morphological and mechanical properties of cardiac myocytes from 
diabetic rats. Adviser: Antônio José Natali. Co-advisers: Maria do Carmo Gouveia Peluzio 
and Paulo Roberto dos Santos Amorim. 
 

The aim of this study was to verify the effects of a swimming training (ST) on the 

morphological and mechanical properties of cardiac myocytes from different regions of the 

left ventricle (LV) of rats with experimental diabetes. One month old male Wistar rats (body 

mass ~ 250g) received an intraperitoneal injection of Streptozootocin (STZ, 60mg/kg body 

mass) diluted in 1 mL sodium citrate buffer (0, 1 M, pH 4.5) or the same dose of sodium 

citrate buffer (0, 1 M, pH 4.5). Those rats with blood glucose levels above 300 mg/dL were 

randomly divided into diabetic sedentary (DS, n=20) and diabetics exercised (DE, n=20). Age 

and body mass-matched animals served as control non diabetic (CN, n=10) and control non 

diabetic exercised (CNE, n=10). Animals from DE and CNE groups were submitted to a 

swimming program (SP) (5 days/week, 90 min/day), for 8 weeks. At sacrifice the heart was 

removed and myocytes from sub-epicardium (EPI) and sub-endocardium (ENDO) regions of 

the LV were isolated and stimulated at 1 and 3 Hz, at room temperature (~25ºC). 

Experimental diabetes reduced animals’ body mass, relative LV mass and tibia length. The SP 

did not affect body mass and blood glucose levels, but increased the relative LV mass of 

diabetic and non diabetic animals. No regional differences (EPI vs ENDO) between 

morphological and mechanical properties were found in response to either diabetes or SP. 

However, diabetes reduced cell length, width, volume and amplitude of contraction, and 

prolonged the time course of cell contraction and relaxation. The SP increased cell width and 

volume of cardiac myocytes of diabetic rats without changing cell length. I addition increased 

the amplitude of contraction and reduced the time course of cell contraction and relaxation. It 

was concluded that the SP affected the morphological properties of LV myocytes from rats 

with experimental diabetes and attenuated the mechanical dysfunctions of this cells with no 

regional distinction.  
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1. INTRODUÇÃO  

O diabetes mellitus (DM) é um distúrbio do metabolismo de carboidratos que 

apresenta, entre outras manifestações, a hiperglicemia contínua ou intermitente. O 

DM tipo 1 tem como causa primária a destruição auto-imune das células beta 

pancreáticas, responsáveis pela produção de insulina, ao passo que a causa do DM 

tipo 1I é a resistência das células alvo à insulina  (Fang et al., 2004; Aires, 2008; 

Howarth et al., 2008). 

A insulina é um hormônio anabólico produzido pelas células β das ilhotas de 

Langerhans do pâncreas em resposta a alterações nos níveis plasmáticos de 

nutrientes, em especial a glicose (Ferraninni et al. 1999). Em condições normais, ao 

ser secretada a insulina se liga a receptores inseridos na membrana das células 

insulinodependentes.  As principais funções deste hormônio são: transporte de 

glicose, recrutamento do transportador GLUT-4 do “pool” citoplasmático, estimula 

tomada de aas, K+, PO4 -2, Mg+deposição de substrato, inibição de 

proteólise/lipólise (Raw, 2006). 

Na ausência de insulina, a hiperglicemia crônica advinda do diabetes mellitus, 

causa alterações funcionais, estruturais e metabólicas em diferentes órgãos. No 

miocárdio, o DM promove o desenvolvimento de complicações que resultam na 

cardiomiopatia diabética que gera distúrbios no ritmo e na contratilidade do 

miocárdio que, em associação a outras alterações, prejudicam o desempenho 

cardíaco. Por exemplo, ratos com diabetes induzido por estreptozotocina (STZ) 

apresentam redução na freqüência cardíaca, na variabilidade da freqüência cardíaca e 

exibem contrações espontâneas no átrio direito (Fang et al., 2004). 

 Em situações fisiológicas normais, os miócitos cardíacos podem utilizar 

diferentes substratos metabólicos para a obtenção de energia na forma de adenosina 

trifosfato (ATP), incluindo ácidos graxos livres, glicose e, em menor extensão, 

lactato. Em condições não isquêmicas, aproximadamente 95% do ATP vem da 

fosforilação oxidativa ocorrida na mitocôndria e o restante é derivado da glicólise e 

formação de guanosina trifosfato no ciclo do ácido cítrico (Stanley et al., 1997; 

Stanley et al., 2005 Saunders et., al 2008). A oxidação reduzida de glicose e outros 

substratos podem diminuir a quantidade de ATP disponível para a contração celular, 

comprometendo a capacidade de trabalho cardíaco. 
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           Distúrbios na homeostasia de glicose podem afetar a expressão e função das 

proteínas contráteis no músculo cardíaco, alterando a contratilidade do miocárdio. 

Isto resulta em alteração da função sistólica e diastólica, principalmente pela 

diminuição da complacência do músculo cardíaco (Das, 1995; Saunders et al., 2008). 

Ocorre também o comprometimento da função dos receptores de rianodina e, 

conseqüentemente, a liberação de cálcio pelo retículo sarcoplasmático (Shao et al., 

2009). 

O exercício físico, por sua vez, tem sido recomendado como tratamento não 

farmacológico no controle do DM minimizando as alterações estruturais e funcionais 

nos órgãos afetados pela doença. Os benefícios da atividade física regular na função 

cardíaca de diabéticos incluem aumento na oxidação de glicose, no volume de 

ejeção, no débito cardíaco e redução da pressão arterial e da viscosidade sanguínea, 

além de melhora na sensibilidade dos baroreflexos, na variabilidade da freqüência 

cardíaca, na extensibilidade e desempenho do miocárdio, dentre outros (Albright et 

al; 2000; Loganathan et al; 2007).  

Embora existam evidências que o exercício físico regular causa adaptações 

importantes no desempenho cardíaco em corações normais e patológicos, adaptações  

demonstradas em nível celular (Kemi et al., 2008, Kemi & Wisloff, 2010), seus 

efeitos sobre as propriedades mecânicas (contração e relaxamento) e morfológicas 

(dimensões) de miócitos cardíacos de ratos diabéticos não são completamente 

conhecidos. Recentemente, alguns estudos foram realizados buscando esclarecer os 

mecanismos celulares e moleculares responsáveis pelos potenciais efeitos benéficos 

do exercício físico regular sobre a função cardíaca em modelos experimentais de 

diabetes (Howarth et al., 2008; Bidasee et al., 2008; Shao et al., 2009; Howarth et 

al.,2009).  

Tanto na hipertrofia patológica (Gerdes & Capasso, 1995; McCrossan et al., 

2004) quanto na hipertrofia fisiológica (Natali et al., 2001, 2002), o processo 

hipertrófico dos miócitos ventriculares varia de acordo com a região do miocárdio 

onde estes estão localizados. A hipertrofia é maior nos miócitos localizados próximo 

ao endocárdio (ENDO) em relação aos localizados próximo ao epicárdio (EPI), 

provavelmente para preservar o gradiente de tensão sobre a parede ventricular que 

decresce do endocárdio para o epicárdio (Yin, 1984). Os efeitos regionais do 

exercício físico regular sobre as dimensões das células ventriculares de ratos 

diabéticos não são conhecidos.   
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Considerando que a mecânica de contração de miócitos cardíacos em ratos 

com hipertrofia patológica difere dependendo da região onde está localizado 

(McCrossan et al., 2004) e que o exercício físico regular pode afetar a força de 

contração dos miócitos de forma distinta através da parede ventricular (Natali et al., 

2002; Diffee & Nagle, 2003), especula-se que os efeitos do exercício físico regular 

sobre o ciclo contração-relaxamento de miócitos cardíacos sejam regionalmente 

distintos em animais diabéticos. 

 Assim, o presente estudo foi desenvolvido para investigar os efeitos do 

exercício físico regular nas propriedades morfológicas e mecânicas de miócitos 

isolados de diferentes regiões do ventrículo esquerdo de ratos com diabetes 

experimental.  

 

2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo Geral 

 

Investigar os efeitos de um programa de natação sobre as propriedades 

morfológicas e mecânicas de miócitos cardíacos isolados de diferentes regiões do 

ventrículo esquerdo de ratos com diabetes experimental. 

 

2.2. Objetivos Específicos 

 

Verificar se um programa de natação altera, em miócitos cardíacos isolados 

de diferentes regiões do ventrículo esquerdo de ratos com diabetes experimental, os 

seguintes parâmetros morfológicos e mecânicos: 

 

a) Comprimento, largura e volume celular; 

 

b) Amplitude de contração, tempo de contração e tempo de relaxamento 

celular; 
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

O diabetes mellitus (DM) é um distúrbio do metabolismo de carboidratos que 

apresenta, entre outras manifestações, a hiperglicemia contínua ou intermitente. A 

hiperglicemia crônica advinda dessa patologia causa alterações funcionais, 

estruturais e metabólicas em diferentes órgãos. No miocárdio, o diabetes promove o 

desenvolvimento de complicações que resultam em cardiomiopatia. A 

cardiomiopatia diabética implica em alterações morfológicas e gera distúrbios no 

ritmo e na contratilidade do miocárdio que, em associação a outras alterações, 

prejudicam o desempenho cardíaco (Fang, et al., 2004).  

Nesta revisão serão abordados os seguintes temas:  

a)  O modelo de diabetes em ratos usado nesta dissertação;  

b) As alterações no metabolismo energético de miócitos cardíacos em corações 

de diabéticos;  

c) Os efeitos do diabetes na função cardíaca;  

d) Na homeostasia de Ca2+ e nas propriedades mecânicas e morfológicas dos 

cardiomiócitos;  

e) Os efeitos do exercício físico regular no metabolismo energético de miócitos 

cardíacos de corações de diabéticos,  

f) Os efeitos do exercício físico regular na função cardíaca; 

g) Os efeitos do exercício físico regular na homeostasia de Ca2+; 

h) Os efeitos do exercício físico regular nas propriedades mecânicas e 

morfológicas; de cardiomiócitos diabéticos. 

 

3.1. O modelo experimental de diabetes induzido por Streptozotocina 

A ação diabetogênica da estreptozotocina (STZ), substância isolada do 

Streptomyces achromogenes, foi descrita inicialmente por Rakieten et al. (1963) e 

Evans et al. (1965). A injeção intravenosa de soluções de STZ induziu diabetes em 

ratos e cães e, a partir desses achados, o diabetes passou a ser induzido com sucesso 

em diferentes modelos experimentais. 

Os mecanismos da ação diabetogênica da STZ estão relacionados à 

citotoxidade e glicosilação de proteínas das ilhotas pancreáticas, uma vez que STZ 

inibe seletivamente a enzima O-GLcNAcase, responsável pela remoção de N-

acetilglucosamina da proteína. Tal ação causa apoptose das células -pancreáticas 
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(Konrad et al., 2001). Outro mecanismo proposto para o efeito diabetogênico da STZ 

é que a droga promove lesão histopatológica nas células pancreáticas por reduzir 

os níveis de NAD (Nicotinamida adenina dinucleotídeo) disponível nessas células 

(Akbarzadeh et. al., 2007).  

Os ratos com diabetes induzido pela estreptozootocina apresentam algumas 

características como perda de massa corporal, glicosúria, polifagia, hipoinsulinemia e 

hiperglicemia (Hakim et al., 1997). A patofisiologia deste tipo de diabetes inclui 

cardiomiopatia que está freqüentemente associada com distúrbios do ritmo cardíaco e 

disfunção contrátil do coração. Além disso, ratos com diabetes induzido com STZ 

apresentam redução na atividade física diária, temperatura corporal e na variabilidade 

da freqüência cardíaca (Howarth et al., 2006). Redução na freqüência cardíaca (FC) 

em corações isolados (De Angelis et al., 2000) e contrações espontâneas no átrio 

direito (Sellers & Chess-Williams, 2000) em ratos tratados com STZ sugerem que 

alterações intrínsecas são parcialmente responsáveis pelos distúrbios no ritmo 

cardíaco destes animais. 

 

3.2. Alterações no metabolismo energético de miócitos cardíacos em corações de 

ratos diabéticos 

Em condições fisiológicas normais, o músculo cardíaco utiliza múltiplos 

substratos energéticos, tais como carboidrato, ácidos graxos, aminoácidos e cetonas. 

Porém, mudanças no metabolismo energético em função de alterações no 

fornecimento e utilização de substratos podem levar ao desenvolvimento de 

anormalidades metabólicas e, conseqüentemente, cardiomiopatia diabética (Saunders 

et al., 2008).   

Na presença de DM a via glicolítica está comprometida. No interior dos 

cardiomiócitos a glicose é convertida em energia através da glicólise numa série de 

reações que ocorrem para a conversão de glicose em piruvato e trifosfato de 

adenosina (ATP). Fosfofrutoquinase 1 (PFK1), enzima chave na via glicolítica, 

cataliza a produção de frutose 1,6 bifosfato a partir de frutose 6 fosfato. Essa enzima 

é ativada por difosfato de adenosina (ADP), monofosfato de adenosina (AMP) e 

fosfato inorgânico (Pi) e é inibida por frutose 1,6 bifosfato e reduções no pH. Essa e 

outras enzimas da via glicolítica sofrem inibição em resposta a hiperglicemia (Donthi 

et al., 2004; Stanley et al., 2005). Além disso, estudos com frações de células 

mostraram que  as enzimas  glicolíticas estão agrupadas próximas ao retículo 
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sarcoplasmático (RS) e sarcolema, sugerindo que as reações glicolíticas não são 

distribuídas no citoplasma, mas ocorrem em um subdomínio no entorno dos 

cardiomiócitos (Stanley et al., 2005).  

Dessa forma, estudos que analisam os efeitos da inibição de enzimas da via 

glicolítica sugerem que o ATP gerado pela glicólise é, preferencialmente, utilizado 

pelo RS para a liberação de Ca2+ e pelo sarcolema para manter a homeostase iônica. 

Além disso, a inibição da glicólise piora o relaxamento celular em situações de 

isquemia e de reperfusão do miocárdio pós-isquemia, sugerindo que o ATP gerado 

pela via glicolítica é essencial para o relaxamento celular (Stanley, 2005; An & 

Rodrigues, 2006).   

Por outro lado, na presença de DM o coração rapidamente se adapta passando 

a usar, exclusivamente, ácidos graxos para a produção de ATP. A hiperglicemia 

resultante da diminuição da utilização de glicose pelas células e do aumento na 

produção hepática de glicose incorre em aumento da lipólise no tecido adiposo e isso 

contribui para elevação na síntese de lipoproteínas e circulação de ácidos graxos. 

Esses substratos são rapidamente convertidos e acumulados no músculo cardíaco sob 

a forma de triglicerídeos e ceramida, o que contribui para a lipotoxidade e redução da 

função cardíaca. Além disso, o consumo de oxigênio pelo miocárdio aumenta em 

função da maior utilização de lipídeos como substrato energético (Buchanan, et al., 

2005; An & Rodrigues, 2006).  

  As mitocôndrias são as principais geradoras de energia no miocárdio. 

Assim, as disfunções mitocondriais na presença de DM podem causar efeitos 

deletérios nas células cadíacas. Por exemplo, animais knock out para Ant1 (gene que 

controla as modificações no conteúdo de ATP mitocondial e ADP citosólico) ou 

Tfam (fator de transcrição mitocondrial que regula a biossíntese e a expressão 

gênica) apresentam déficit de energia nas células cardíacas em situação de 

cardiomiopatia (An & Rodrigues, 2006). 

O diabetes compromete também a utilização de lactato como fonte de energia 

em células cardíacas. Em estudos com animais diabéticos verificou-se que a 

utilização de lactato parece sofrer redução, provavelmente em decorrência da 

diminuição da lactato desidrogenase (LDH) ou de transportadores de lactato nos 

cardiomiócitos (An & Rodrigues, 2006).  

Outras enzimas importantes da via glicolítica também podem estar alteradas 

no coração de diabéticos.  Chatham & Seymour (2002) observaram que corações de 
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ratos com DM tipo 2 apresentavam depressão na atividade enzimática de piruvato 

desidrogenase (PDH) e concomitante redução na oxidação de piruvato, o que pode 

aumentar os desequilíbrios na utilização de substratos pelas células cardíacas. A 

atividade de outras enzimas tais como PFK1 e lípase lipoprotéica (LPL) também são 

diminuídas com o DM (Stanley et al. 1997).  

Paralelamente, o excesso de glicose pode afetar o crescimento e o 

desenvolvimento das células cardíacas, assim como o processo contrátil dessas 

células. Por exemplo, cardiomiócitos expostos a altas concentrações de glicose, ácido 

palmítico e ceramida exibem anormalidades nas proteínas contráteis e conseqüente 

desorganização da maquinaria contrátil cardíaca, além de redução no contato 

intercelular e concomitante apoptose. Em cardiomiócitos de animais com diabetes, 

altas concentrações de glicose reduzem a formação de novas miofibrilas, em 

particular miosina de cadeia pesada (Dyntar et al., 2006).  

O processo contrátil do miocárdio pode ser afetado também pela acentuada 

deposição lipídica, o que aumenta o conteúdo intracelular de acetilcoenzima A (acetil 

CoA). Este aumento provoca estresse oxidativo, disfunção celular, apoptose e 

comprometimento da sinalização insulínica nessas células. Essas alterações 

contribuirão para disfunções no processo contrátil cardíaco com anormalidades na 

utilização de energia pelas células e redução da capacidade de trabalho da 

musculatura cardíaca, principalmente em situações onde a demanda energética está 

aumentada (Owens et al., 2005). 

Em nível celular, o aumento na concentração extracelular de glicose implica 

em prolongamento do potencial de ação dos miócitos cardíacos, afetando o 

acoplamento excitação-contração e aumenta o tempo para o relaxamento celular 

(Ren & Davidoff, 1997). Para esses autores as vias de sinalização que levam a 

alterações no acoplamento excitação-contração na presença de DM ainda não estão 

bem definidas. No entanto, sugere-se que os efeitos de altas doses de glicose no 

acoplamento excitação-contração do cardiomiócito pode indicar que os eventos 

iniciais representam mudanças em proteínas-alvo (ex. canais iônicos) ou proteínas 

regulatórias (proteína kinase C- PKC ou cálcio calmodulina kinase II- CAMKII).  

Muitas proteínas regulatórias são conhecidas principalmente por alterarem 

diretamente a função de canais iônicos ou bombas na membrana celular [PKC, por 

exemplo, deprime o fluxo de potássio (K+) para fora da célula e a atividade de canais 
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liberadores de Ca2+]. A depressão da corrente iônica de K+, em ratos, poderia liderar 

o prolongamento do potencial de ação das células cardíacas (Bers, 2002). 

Outro fator importante é a modificação da matriz intra e extracelular na 

presença de DM. A glicosilação pode alterar os filamentos do citoesqueleto e a 

estrutura molecular (F-actina e colágeno) dos miócitos cardíacos. Isto pode resultar 

em disfunção contrátil dos cardiomiócito (Adeghate, 2004; Fang et al., 2004).  

 

3.3. Efeitos do exercício físico regular no metabolismo energético de miócitos 

cardíacos de ratos diabéticos 

Os tratamentos medicamentosos com insulina e hipoglicemiantes e aqueles 

não- medicamentosos com dieta e exercício físico têm sido indicados para portadores 

de DM  com o objetivo de aumentar a utilização de substratos energéticos pelas 

células, em especial a glicose, para que as complicações metabólicas e as alterações 

na estrutura e funcionamento celular sejam atenuadas. 

O exercício físico regular tem sido indicado como uma forma de tratamento 

capaz de minimizar as alterações decorrentes da hiperglicemia e retardar as 

complicações cardíacas tanto em seres humanos diabéticos como em modelos  

animais  de DM. Estudos buscam esclarecer os efeitos do exercício físico na 

homeostasia de glicose, tanto no músculo cardíaco quanto no músculo esquelético, 

que possam causar redução nos efeitos deletérios do DM (De Angelis et al., 2000; 

Maionara et al., 2002; Loganathan et al., 2007; Saraceni & Broderick, 2007; Bidasee 

et al., 2008; Shao et al., 2009).  

Ratos Zucker diabéticos e obesos apresentam aumento da glicemia e do 

glicogênio cardíaco, os quais foram normalizados após 13 semanas de natação. O 

aumento do glicogênio cardíaco tem sido associado ao aumento da PKB e GSK3 

(inibidor de glicogênio sintase). GSK3 é uma serina/treonina proteína quinase que 

media a adição de moléculas de fosfato de serina e treonina a certos aminoácidos, em 

particular substratos celulares. A fosforilação de outras proteínas por GSK3 inibe a 

proteína alvo, neste caso glicogênio sintase. PKB e GSK-3 estão envolvidas na 

homeostasia de glicose das células cardíacas, sendo a fosforilação dessas proteínas 

dependente de IGF1 e insulina. A manutenção de GSK-3 em estado desfosforilado 

remove a inibição da glicogênio sintase e  promove acúmulo de glicogênio nas 

células cardíacas. Consequentemente, a ação fisiológica da insulina diminui, 
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resultando em complicações presentes no diabetes tipo II como hiperglicemia, 

insulinemia e resistência hepática à insulina, entre outras (Derave et al., 2000) 

Além disso, alguns estudos (Pold et al., 2005; Fujii et al., 2006) sugerem que 

o exercício físico promove aumento na ativação de enzimas que regulam o 

metabolismo de glicose e ácidos graxos, como a proteína quinase ativada por 

adenosina monofosfato (AMPK). Isso elevaria a oxidação de glicose e lipídeos nas 

células cardíacas, reduzindo as complicações metabólicas provocadas pela 

hiperglicemia. 

Outros estudos mostraram que os níveis de fosfocreatina, que estavam 

reduzidos em animais com diabetes, foram aumentados em resposta ao exercício 

físico (Mokhtar et  al.,1992; Mokhtar et al.,1993).  Esses autores mostraram que a 

fosforilação oxidativa e a respiração mitocondrial estavam elevadas após o exercício 

em esteira, o que poderia explicar a melhora da função cardíaca apresentada pelos 

animais diabéticos exercitados. Os mesmos autores sugerem ainda que a melhora da 

função cardíaca em resposta ao exercício ocorre por essas vias, independentes do 

controle glicêmico. 

De acordo com Davidoff et al. (2004), animais com alta ingestão de 

carboidratos exibiam disfunções nas células cardíacas, porém, quando esses eram 

tratados com bezafibrate, um redutor dos níveis séricos de lipídeos, ou realizavam 

corrida voluntária, as alterações cardíacas foram revertidas. Para estes autores o 

aumento na oxidação de glicose e na sensibilidade a insulina, após esses tratamentos, 

levam a prevenção das disfunções contráteis nos miócitos cardíacos afetados pelo 

DM. 

 Nessa perspectiva parece que as alterações intracelulares (moleculares e 

estruturais) decorrentes do DM são subjacentes às disfunções contráteis e alterações 

morfológicas causadas pela hiperglicemia. Porém, as adaptações do miocárdio ao 

exercício físico são capazes de atenuar essas disfunções, tornando mais eficiente o 

músculo cardíaco na presença de cardiomiopatia diabética.  

 

3.4. Efeitos do diabetes na função cardíaca e na homeostasia de Ca2+ 

A função cardíaca de bombear o sangue tem por objetivo atender as 

demandas fisiológicas do organismo e reflete alterações de volume e pressão em 

cada câmara cardíaca e nas grandes artérias na medida em que o coração completa 

cada ciclo. Estas ações resultam em um débito cardíaco que compreende, 
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resumidamente, freqüência cardíaca, volume sistólico e contratilidade do miocárdio 

(Aires, 2008).  

Em nível celular, o acoplamento excitação-contração é um processo iniciado 

pela estimulação elétrica dos miócitos cardíacos através do potencial de ação (PA). 

Esse processo compreende quatro fases, descritas em cardiomiócitos de ratos da 

seguinte forma: Fase 0 - inicia o PA através de rápido influxo de sódio (Na+) pelos 

canais de sódio dependente de voltagem, gerando uma corrente (INa) e rápida 

despolarização; Fase 1 - inicia-se com a lenta inativação dos canais de Na+  e 

conseqüente inativação da  INa, seguida de rápida ativação de canais de potássio (K+), 

gerando uma corrente de repolarização precoce, transiente de potássio para fora (Ito), 

dominante nessa fase; Fase 2 - após a repolarização precoce, o PA atinge um platô 

(fase 2) e o potencial de membrana permanece em um estado relativamente 

despolarizado. Após um aumento na concentração intracelular de cálcio [Ca2+]i 

através da liberação sarcoplasmática de Ca2+, o potencial reverso do trocador sódio e 

cálcio (NCX) assume uma direção positiva, gerando um potencial de membrana mais 

negativo. A diminuição na condutância de K+ imediatamente depois da 

despolarização via corrente de potássio (I k) também ajuda a manter o platô do PA; 

Fase 3 - a fase de platô finaliza com a repolarização da membrana celular 

caracterizando a fase 3 do PA; e Fase 4 - os miócitos ventriculares mantêm uma 

diferença de potencial de 70 a 90 mV através da membrana com o interior da célula 

sendo negativa com relação ao exterior, caracterizando o repouso celular (Katz, 

1992; Bers, 1993).  
A presença de Ca2+ no citosol é essencial na atividade cardíaca, pois o Ca2+ 

ativa os miofilamentos no processo de contração. Durante o PA, apesar de pequena 

quantidade de Ca2+ entrar no citosol através dos canais de Ca2+ tipo T e NCX, a 

grande maioria dos íons Ca2+ entra no citosol dos miócitos cardíacos através dos 

canais de Ca2+ tipo L (também denominados de receptores de diidropiridina). Estes 

íons Ca2+ são responsáveis pela estimulação dos receptores de rianodina tipo 2 

(RyR2), localizados na membrana do retículo sarcoplasmático (RS), próximos aos 

canais de Ca2+ tipo L dos túbulos transversos do sarcolema, e induzem a liberação do 

Ca2+ armazenado no RS, processo conhecido como liberação de Ca2+ induzida pelo 

Ca2+ (Bers, 2002). A combinação da entrada de Ca2+ e a liberação de Ca2+ pelo RS 

provocam o aumento da [Ca2+]i, permitindo a ligação do Ca2+ à troponina C, o que 

ativa o processo de contração celular. A magnitude desse evento é modulada por 
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vários fatores, entre os quais aqueles que agem primariamente nos componentes 

responsáveis pelo influxo de Ca2+ e os relacionados às proteínas reguladores da 

movimentação intracelular desse íon. O influxo de Ca2+ pode ser modulado ainda por 

estimulação simpática através de receptores β-adrenérgicos. A estimulação desses 

receptores por catecolaminas, ativa a adenilato ciclase e, concomitantemente, a 

formação de adenosina monofosfato cíclica (AMPc). Esse processo resulta em 

ativação de proteínas quinases e fosforilação de proteínas presentes no sarcolema 

(ex. cálcio calmodulina quinase 2 - CaMKII, proteína quinase A -PKA e Proteína G) 

, causando aumento na [Ca2+]i e rompimento da inibição entre moléculas de actina e 

miosina, o que resulta em contração dos miócitos cardíacos (Bers, 2002). A liberação 

de Ca2+ induzida pelo Ca2+ é um mecanismo inato de feedback positivo, entretanto, a 

sua cessação é essencial para o enchimento diastólico. A depleção do conteúdo de 

Ca2+ do RS e a inativação dos RyR2 são mecanismos responsáveis por essa cessação 

(Bers, 2002). 

Há evidências de que a liberação de Ca2+ do RS não é uniforme em 

cardiomiócitos de ratos diabéticos (Shao et al., 2007). A fosforilação aumentada da 

CaMKII e da PKA pode alterar a sensibilidade dos RyR2 à ativação pelo Ca2+ 

(Wehrens et al., 2004). Existem evidências de que a expressão e a função dos RyR2 

estão alteradas no miocárdio de ratos com diabetes induzido por STZ (Bidasee et al; 

2003; Stolen et al; 2009). 

Para que o relaxamento do cardiomiócito ocorra, a [Ca2+]i deve ser reduzida, 

o que provocará a dissociação do Ca2+ da troponina C. A redução da [Ca2+]i ocorre 

pelo transporte de Ca2+ para fora do citosol. A maioria dos íons Ca2+ (~92% em 

ratos) é seqüestrada para o dentro do RS pela Ca2+-ATPase do RS (SERCA 2), que é 

regulada pela fosfolambana (PLB). Outros íons de Ca2+ (~7% em ratos) são levados 

para o meio extracelular pelo trocador sódio-cálcio (NCX) e pela Ca2+ ATPase 

presente no sarcolema. Parte do Ca2+ (~1% em ratos) é levada para dentro das 

mitocôndrias pelo transporte de Ca2+ mitocondrial (Bassani, 1994; Bers, 2002). 

A desorganização da regulação do Ca2+ nos miócitos cardíacos é considerada 

a principal causa de disfunções contráteis e arritmias em condições patológicas 

(Bers, 2002). Considerando a importância do Ca2+ no processo contrátil do miocárdio 

e no ciclo cardíaco, muitos autores têm investigado as alterações nas estruturas 

reguladoras da homeostasia de Ca2+ na presença de DM que podem contribuir para o 

desenvolvimento da cardiomiopatia diabética. 
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Nessa perspectiva, Ren & Bode (2000) buscaram determinar se a disfunção 

cardíaca em animais geneticamente predispostos ao diabetes estava associada a 

alterações no acoplamento excitação-contração em nível celular. Verificaram que as 

maiores anormalidades mecânicas em miócitos cardíacos diabéticos envolvem a 

diminuição da amplitude de contração, da velocidade de encurtamento e 

relaxamento, além da diminuição da [Ca2+]i de repouso e do transiente de Ca2+. Esses 

eventos contribuem para a depressão da função mecânica dos miócitos e, 

conseqüentemente, para redução do rendimento cardíaco. 

Em animais tratados com frutose, resistentes a insulina, verificou-se que as 

anormalidades observadas no miocárdio destes animais se devem, principalmente, às 

alterações na estrutura cardíaca e a redução da expressão da SERCA 2, da proteína 

quinase dependente de AMPc e da proteína quinase dependente de Ca2+ nas células 

cardíacas. Essas complicações ocorrem em estágios anteriores à manifestação do 

diabetes tipo II (Vasanji et al., 2006). 

Para verificar a associação entre cardiomiopatia e distúrbios na sinalização de 

Ca2+, Kim et al. (2001) utilizaram modelo experimental de diabetes induzido por 

STZ. Eles demonstraram que a depressão da função cardíaca apresentou correlação 

positiva com as alterações nos mecanismos responsáveis pela liberação e recaptação 

de Ca2+ pelo RS. Essas alterações no ciclo de Ca2+ estavam relacionadas às proteínas 

reguladoras do Ca2+ nos miócitos cardíacos, a saber: diminuição da função dos RyRs, 

redução na expressão de SERCA2 e do NCX, além da não fosforilação da PLB, 

proteína reguladora da SERCA2 foram os fatores mais importantes no 

desenvolvimento da disfunção sistólica e diastólica na presença de cardiomiopatia 

diabética. 

 Assim, distúrbios no metabolismo da glicose, com concomitante 

hiperglicemia e hiperinsulinemia, podem causar alterações na homeostasia de Ca2+. 

Há evidências de que tais distúrbios afetam a função contrátil de miócitos cardíacos, 

sendo observadas alterações das proteínas regulatórias, SERCA 2 e NCX, e nas 

proteínas contráteis (Zarain- Herzberg et al. 1994). 

A relação entre a homeostasia de Ca2+ e a cardiomiopatia diabética foi 

investigada também por Noda et al. (1992) que mostraram que miócitos cardíacos de 

animais diabéticos, quando estimulados, exibiram valores inferiores da [Ca2+]i, se 

comparados aos animais controle não diabéticos. Isso indica que nos miócitos 

cardíacos de ratos diabéticos, os mecanismos de liberação e recaptação de Ca+2 
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estavam deficientes, o que compromete a função cardíaca. Alterações semelhantes 

foram observadas por Lacombe et al. (2007), onde a liberação de Ca2+ pelo RS e a 

amplitude do transiente de Ca2+ estavam reduzidas, 50% e 20%, respectivamente, 

nos miócitos cardíacos de ratos após a indução do DM. No mesmo estudo, foram 

encontrados níveis reduzidos de SERCA2 nos miócitos cardíacos dos animais 

diabéticos, comparados aos dos animais do grupo controle. 

Em relação à contratilidade de cardiomiócitos de animais diabéticos, Yu et al. 

(1994) observaram redução na amplitude de contração, que foi explicada pela 

redução do número de sítios de ligação de Ca2+ ao RyR2, indicando redução na 

liberação de Ca2+ pelo RS. A redução desses sítios de ligação poderia explicar a 

diminuição de 44% da fração de encurtamento, diminuição de 58% da taxa máxima 

de encurtamento e de 56% da taxa máxima de relaxamento observadas nos 

cardiomiócitos destes animais. 

Na mesma linha, Bracken et al.(2006) investigaram os efeitos do diabetes 

induzido por STZ no transporte de Ca2+ em cardiomiócitos ventriculares de ratos. A 

amplitude do fluxo de Ca2+ e a amplitude de contração dessas células estavam 

reduzidas após a indução do DM. Estes resultados podem ser explicados pelas 

alterações na mobilização de Ca2+ nos miócitos ventriculares, assim como pelas 

reduções na atividade dos canais de Ca2+ dependentes de voltagem e pelas 

diminuições nos níveis de NCX, o que limitaria a liberação do Ca2+ para o processo 

contrátil, além de aumentar sua concentração no citosol em função da recaptação 

reduzida. 

    Os defeitos na sinalização intracelular de Ca 2+ no diabetes tipo I ocorrem 

paralelamente à disfunção contrátil e contribuem para o declínio da [Ca2+]i em casos 

de cardiomiopatia diabética (Choi et al., 2002). Esses defeitos estão relacionados, 

principalmente, à redução da expressão dos RyR2 do RS, além da depressão da 

atividade do NCX e aumento da população de PLB em estado desfosforilado, o que 

leva ao aumento da relação PLB/SERCA2 durante o transito de Ca 2+. Juntas, essas 

disfunções podem comprometer o ciclo cardíaco, pois causam disfunção sistólica e 

diastólica, pioram a função ventricular esquerda e reduzem a capacidade de trabalho 

do miocárdio.  

 Dessa forma, disfunções na contração e relaxamento do miocárdio na 

presença de cardimomiopatia diabética podem ser explicadas, pelo menos em parte, 

pela expressão reduzida de proteínas regulatórias da homeostasia de Ca2+ 
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intracelular, tais como RyR2, SERCA2 e NCX.  Além dessas disfunções, 

Loganathan et al. (2007) e Fang et al. (2004) mostraram, através de ecocardiografia, 

que animais e humanos diabéticos apresentam diminuição da fração de 

encurtamento, indicando depressão da função contrátil. 

Esses achados indicam que, independente da origem do diabetes, disfunções 

nos mecanismos reguladores do fluxo de Ca2+ intracelular podem comprometer o 

ciclo cardíaco em nível celular e tecidual o que contribui para a redução da função 

cardíaca após a instalação da cardiomiopatia diabética.  

Entretanto, estudos têm documentado que as alterações na homeostasia de 

Ca2+, apenas, não explicam o déficit contrátil na cardiomiopatia diabética. Alguns 

autores sugerem que o remodelamento do ventrículo esquerdo em resposta ao 

diabetes tem papel crucial na disfunção contrátil (Zhang et al. 2008). Por exemplo, os 

níveis de proteínas NCX, e respectivo mRNA, apresentaram redução de 30% nos 

cardiomiócitos dos animais diabéticos, quando comparados aos não diabéticos 

(Hattori et al., 2000). Para Kim et al. (2001), a redução  na [Ca2+]i em cardiomiócitos 

de ratos diabéticos se devem, principalmente, à diminuição da afinidade da SERCA2 

pelos íons Ca2+, o que reduz a recaptação de Ca2+ pelo RS e aumenta a concentração 

citosólica desse íon. A diminuição da fosforilação da PLB também é um fator que 

contribui para a redução na taxa de recaptação de Ca2+.  

Na presença de cardiomiopatia diabética, as concentrações sistólicas e 

diastólicas de Ca2+ em miócitos cardíacos apresentaram redução de 52% e 43%, 

respectivamente, se comparadas às dos controles. Cardiomiócitos de animais 

diabéticos apresentaram ainda prolongamento no transiente de Ca2+ e declínio da fase 

sistólica do transiente. Além disso, a liberação de Ca2+ induzida por cafeína foi 

reduzida em animais com diabetes (Lagadic-Gossmann et al., 1996). 

Esses desequilíbrios na homeostasia do Ca2+ associados às alterações na 

sensibilidade dos miofilamentos ao Ca2+ sugerem que anormalidades na recaptação e 

liberação de Ca2+ durante o ciclo contração-relaxamento de miócitos cardíacos de 

ratos diabéticos podem ser os principais mecanismos responsáveis pelo 

desenvolvimento de disfunções sistólicas e diastólicas no ciclo cardíaco (Singh et al., 

2006). 

Recentemente, Shao et al. (2009) demonstraram que miócitos cardíacos de 

ratos com diabetes induzido por STZ apresentaram redução na velocidade de 

contração, aumento na freqüência de sparks de Ca2+ e alteração na liberação de Ca2+ 
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pelo RS. Além disso, demonstraram que os cardiomiócitos tinham a resposta dos 

RyR2 à ativação pelo Ca2+ reduzida, a fosforilação dos RyR2 aumentada, a atividade 

da PKA reduzida e a atividade da CaMKII aumentada.  De forma semelhante, Stolen 

et al. (2009) verificaram que em miócitos cardíacos de animais diabéticos ocorrem 

alterações na sensibilização dos RyR2 ao Ca2+, aumento na atividade de NCX, 

reduções na fosforilação de CaMKII, os quais podem comprometer a homeostasia de 

Ca2+ desenvolvendo uma alteração celular denominada vazamento diastólico de Ca2+. 

Esse fenômeno compromete a função contrátil dos cardiomiócitos e, 

conseqüentemente, o desempenho cardíaco. 

As alterações acima comentadas são freqüentemente associadas às 

cardiomiopatias nas formas de disfunções sistólicas, reduções na freqüência cardíaca, 

elevação da pressão arterial, dilatação ventricular esquerda, diminuições da fração de 

ejeção, assim como aumento do conteúdo de colágeno no miocárdio e necrose de 

miócitos da cavidade ventricular esquerda. Essas disfunções reduzem a capacidade 

de trabalho do miocárdio e, conseqüentemente, o débito cardíaco, interferindo no 

metabolismo de outros tecidos corporais e na capacidade aeróbica do indivíduo, 

quando se refere ao exercício físico (Fang et al., 2004, Loganathan et al., 2007; 

Howarth & Qureshi, 2008; Shao et al., 2009; Stolen et al., 2009). 

  Dessa forma, o DM promove alterações que, juntas, irão contribuir para a 

redução da capacidade de trabalho do miocárdio, principalmente quando se refere a 

situações de demanda energética aumentadas (ex. durante o exercício físico) 

reduzindo a capacidade cardíaca de se ajustar a novas demandas impostas aos 

sistemas orgânicos corporais.  

 

3.5. Efeitos do exercício físico na função cardíaca e na homeostasia de cálcio em 

diabéticos 

   Durante o exercício físico a maior atividade metabólica requer aumento no 

débito cardíaco (Blomqvist, & Saltin, 1983). Nesse sentido, ocorrem ajustes 

cardiovasculares para atender a maior demanda de suprimento sangüíneo dos 

músculos em exercício e, ao mesmo tempo ao estresse sobre as paredes ventriculares 

(Grossman et al., 1975). 

            O exercício físico regular, por sua vez, promove benefícios à função contrátil 

do miocárdio através de adaptações mecânicas, morfológicas, bioquímicas e 
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moleculares dos miócitos cardíacos, entre outras. Estas adaptações refletem aumento 

no volume de ejeção e no debito cardíaco (Diffee, 2001, Diffee, 2004; Kemi, 2008). 

 Em condições patológicas (ex. Diabetes) o miocárdio também se adapta ao 

exercício físico regular. Por exemplo, um programa de exercício aeróbico (corrida 

em esteira, 27m/min, 60 minutos por dia) por oito semanas aumentou o débito 

cardíaco em coração isolado de ratos com diabetes induzido por STZ (De Blieux et 

al., 1993). O programa de exercício foi capaz de atenuar a severidade da 

cardiomiopatia diabética. Em modelo experimental de diabetes em porcos, um 

programa de exercício aeróbico (caminhada) preveniu a disfunção cardíaca e 

alterações em proteínas miofibrilares (Korte et al., 2005).  

Todavia, os mecanismos responsáveis pelos benefícios do exercício físico 

regular ao miocárdio de diabéticos não estão completamente esclarecidos. Ratos 

diabéticos exercitados com corrida em esteira (20-25 m/min), durante três semanas, 

tiveram a piora de função cardíaca minimizada, além de aumentar a expressão dos 

receptores adrenérgicos β1, sem alterar os efeitos do diabetes na redução da 

expressão dos receptores β2, ou no aumento da expressão dos receptores β3 (Bidasee 

et al., 2008). Isso resulta em aumento da responsividade cardíaca a estimulação 

adrenérgica e conseqüente aumento do Ca2+ citosólico, uma vez que esses 

receptores estão localizados na membrana celular. Eles são acoplados a proteína G, a 

qual desencadeia uma série de reações via adenilato ciclase e AMPc e induzem a 

liberação de Ca2+ pelo RS, produzindo efeitos inotrópicos positivos (ex. aumento na 

amplitude do transiente de Ca2+ e da contração cardíaca) importantes para a 

restauração da função cardíaca em animais diabéticos.  

O exercício físico pode também agir sobre as células betas pancreáticas. Um 

programa de 13 semanas de natação aumentou o número e melhorou a função destas 

células em animais diabéticos, quando comparados aos controles sedentários (Kiraly 

et al., 2008). Sugere-se que a melhora dos níveis glicêmicos nos animais treinados 

pode ser devido a resposta adaptativa ao exercício. Na mesma perspectiva, estudos 

demonstram que a corrida em esteira aumentou a oxidação de glicose e ácidos graxos 

no miocárdio de animais com diabetes, o que representa redução nos níveis de 

glicose e lipídios circulantes, adaptação que contribui para reduzir as complicações 

cardíacas no diabetes (Paulson et al., 1992; Broderick et al., 2005).  

Há evidências que o exercício regular pode também atenuar a redução de 

transportadores de glicose em miócitos cardíacos na presença de DM, além de 
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promover o aumento da atividade da enzima citrato sintase evidenciando, dessa 

forma, o efeito benéfico da atividade física no metabolismo glicolítico e oxidativo na 

presença de cardiomiopatia diabética (Hall et al., 1995; Harmer et al., 2008). 

Todavia, o estudo de De Oliveira et al. (2005) mostrou que em animais 

neonatais com diabetes induzido por aloxana, os efeitos do exercício na reabilitação 

cardíaca foram apenas parciais, no que se refere às adaptações positivas no 

metabolismo de ácidos graxos e glicose. 

Com relação alterações citoplasmáticas, Searls et al. (2004) verificaram que 

um programa de corrida em esteira, por nove semanas, atenuou disfunções 

mitocondriais tais como ruptura de membranas, redução da área mitocondrial e 

reduziu o conteúdo de colágeno em miócitos ventriculares dos animais diabéticos 

treinados, quando comparados aos sedentários.  

Em nível do órgão, os estudos têm demonstrado que o exercício regular é 

capaz de melhorar o desempenho do coração. Por exemplo, o débito cardíaco de 

ratos com diabetes experimental foi aumentado em resposta a um programa de 

corrida em esteira durante oito semanas (DeBlieux et al., 1993). Loganathan et al. 

(2007) analisaram os efeitos de nove semanas de treinamento com corrida em esteira 

sobre a função cardíaca de ratos com diabetes induzido por STZ. Os autores 

observaram que as reduções na função ventricular esquerda, no volume diastólico 

final, no volume de ejeção e no débito cardíaco destes animais foram minimizadas 

pelo exercício. Além disso, as anormalidades na velocidade de fluxo sistólico do 

ventrículo esquerdo, na aceleração e contração cardíaca e no volume sistólico final 

observadas nos animais diabéticos foram restauradas para níveis basais nos animais 

exercitados. Em camundongos db/db, modelo de cardiomiopatia diabética, observou-

se que um programa de corrida intervalada em esteira aumentou a fração de 

encurtamento e volume sistólico (Stolen et al., 2009). 

Em adição aos efeitos acima citados, o exercício regular reduz a rigidez do 

miocárdio presente no diabético, melhorando a elasticidade do músculo cardíaco, o 

que possibilita melhora da distensibilidade e hemodinâmica cardíaca. Tal efeito 

aumenta o volume diastólico final e, conseqüentemente, melhora a função cardíaca 

de animais diabéticos (Woodiwiss et al., 1996). 

 Em nível celular e molecular, estudos demonstraram que o exercício altera a 

homeostasia de Ca2+ em animais normais através do aumento da expressão de 

algumas proteínas reguladoras de Ca2+, como SERCA 2, PLB e da CaMKII, sem 
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alterarão de outras como RyR2 e NCX (Diffee, 2004; Kemi et al., 2008, Delgado et 

al., 1999, Kemi et al., 2007). Outro aspecto importante da homeostasia de Ca2+ é a 

principal entrada deste íon na membrana celular via canais de Ca2+ tipo L. Todavia, 

três estudos investigaram os efeitos do exercício regular nos canais e corrente de 

Ca2+ tipo L, mas não encontraram alterações (Wang et al., 2008). Essas adaptações 

promovem aumento na amplitude de contração celular, redução no tempo de 

contração e de relaxamento, melhorando assim, a função cardíaca. 

Todavia, poucos estudos investigaram os efeitos do treinamento físico sobre a 

função dos miócitos cardíacos em animais diabéticos e os resultados são 

controversos. Usando o modelo de diabetes induzido por STZ em ratos, Howarth et 

al. (2008) aplicaram um programa de corrida em esteira, com intensidade leve e 

moderada, e observaram que estes protocolos não promoveram modificações 

significativas no transiente de Ca2+ e na contratilidade de miócitos cardíacos destes 

animais. Mais tarde estes pesquisadores aplicaram outro programa de treinamento 

mais intenso em ratos diabéticos e observaram que o programa de exercício 

prolongou o tempo para o pico de contração, mas não afetou a amplitude de 

contração e o transiente de Ca2+ nos miócitos cardíacos destes animais (Howarth et 

al., 2009). Observa-se que estes resultados não são coerentes com a melhora da 

função cardíaca. 

Entretanto, recentemente, Shao et al. (2009), empregaram um programa de 

corrida em esteira ainda mais intenso em ratos com diabetes e relataram que o 

exercício: a) cessou a redução na contratilidade cardíaca; b) aumentou a resposta do 

miocárdio a um agonista beta adrenérgico; c) atenuou o aumento dos sparks de Ca2+; 

e d) minimizou a liberação de Ca2+ diastólico. Além disso, o exercício reduziu a 

fosforilação dos RyR2, normalizou a reatividade dos RyR2 à ativação pelo Ca2+ e as 

atividades da CaMKII e PKA. Estes resultados indicam que o treinamento físico, 

nesta intensidade, normalizou a função dos RyR2 e da liberação de Ca2+ pelo RS. 

Estes achados são compatíveis com a melhora da função cardíaca. 

Da mesma forma, Stolen et al. (2009) submeteram ratos diabéticos (db/db) a 

13 semanas de treinamento intervalado com corrida em esteira rolante e 

demonstraram que o exercício foi capaz de restaurar a função contrátil dos 

cardiomiócitos destes animais através da normalização da função do NCX, 

fosforilação dos RyR2 e da redução da hiperfosforilação de CaMKII. 
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Portanto, parece que o modelo de exercício é importante para que ocorram as 

adaptações benéficas nos corações de diabéticos. Assim, destaca-se a necessidade de 

mais estudos para a compreensão dos efeitos do exercício físico regular sobre a 

estrutura e função dos miocitos cardíacos na presença de cardiomiopatia diabética. 

 

3.6. Efeitos do diabetes na morfologia do coração 

Hipertrofia cardíaca é definida como um aumento na massa muscular 

cardíaca causada, primariamente, pelo aumento das dimensões dos cardiomiócitos 

(Hart, 1994; Richey & Brown, 1998). Este é um mecanismo compensatório para o 

aumento da sobrecarga de pressão e/ou volume imposta ao miocárdio (ex. ajuste 

mecânico e bioquímico para superar o trabalho extra). Esta sobrecarga pode ser 

advinda de eventos fisiológicos ou patológicos.   

 Os mecanismos responsáveis pela hipertrofia cardíaca envolvem processos 

integrados que regulam o crescimento celular sob uma maior carga hemodinâmica e 

circulação hormonal. Portanto, o estresse mecânico e substancias como fatores de 

crescimento e hormônios, tais como fator de crescimento de fibroblasto, endotelina I, 

angiotensina II, catecolaminas, glicocorticóides e hormônio tireoidiano estão entre os 

estímulos que podem desencadear o processo hipertrófico no coração. Segundos 

mensageiros e sinalizadores associados, tais como Ca2+, Na+, CaMKII, AMPc, PKA, 

PKC, diacilglicerol e inositol-1.4.5-trifosfato também participam do processo da 

hipertrofia cardíaca. A descrição e a discussão destes processos estão além do 

alcance deste trabalho, mas algumas revisões sobre o envolvimento destes fatores no 

desenvolvimento da hipertrofia cardíaca foram publicadas (e.g. Morgan & Baker, 

1991; Hefti et al., 1997;  Heineke & Molkentin, 2006; Hu et al., 2005; Kneffel et al., 

2007;   McMullen & Jennings, 2007; Atchley & Douglas, 2007; Baraúna et al., 2007;  

Baraúna et al., 2008). 

A hipertrofia cardíaca patológica ocorre em resposta a diversos estímulos 

incluindo hipertensão, doença valvular, cardiomiopatia diabética, infarto do 

miocárdio e mutação gênica.  No caso das cardiomiopatias, o estímulo inicial para a 

hipertrofia pode ser a sobrecarga volumétrica (hipertrofia excêntrica) e/ou pressórica 

(hipertrofia concêntrica) ou advindo de estimulo tóxico, metabólico, viral ou 

hereditário, os quais impõem sobrecarga ao miocárdio. Esta sobrecarga induz 

modificações na morfologia cardíaca como aumento do volume dos miócitos, 

formação de novos sarcômeros, fibrose intersticial, necrose e apoptose de 
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cardiomiócitos, acompanhada de depressão da função cardíaca (McMullen & 

Jennings, 2007).  

A hipertrofia cardíaca patológica ocorre inicialmente para normalizar o 

estresse na parede do coração e manter a função cardíaca em repouso (crescimento 

compensatório). No entanto, em função da hipertrofia, pode haver descompensação 

cardíaca levando à dilatação ventricular esquerda e disfunção cardíaca (McMullen & 

Jennings, 2007). 

Em resposta a um estímulo patológico os fibroblastos cardíacos e a matriz 

extracelular aumentam de maneira desproporcional e excessiva. Isso leva à rigidez 

mecânica, a qual contribui para a disfunção sistólica e diastólica do miocárdio 

(McMullen & Jennings, 2007).  

A hiperglicemia promove ainda a formação de espécies reativas de oxigênio 

que alteram a transdução de sinais e ativa vias de sinalização que levam a morte 

celular programada ou apoptose no miocárdio. Este evento que está associado 

também à glicosilação de p53 e um incremento na síntese de angiotensina II que, por 

sua vez, aumenta a fosforilação de p53 e apoptose dos cardiomiócitos (Fang et al., 

2004). Todavia, a apoptose não provoca formação de cicatrizes ou acúmulo 

significativo de colágeno com fragmentação nuclear e retração das células. 

Inversamente, a necrose dos miócitos resulta na ampliação dos compartimentos 

extracelulares e aumento na deposição de colágeno de forma difusa ou dispersa 

decorrentes da fibrose de substituição devido à necrose dos miócitos e proliferação 

das células do tecido conjuntivo (Anversa et al.,1998; Frustaci et al., 2000). Esse 

acúmulo de colágeno no miocárdio diabético pode ser, em parte, devido à piora na 

degradação de colágeno resultante da glicosilação dos resíduos de lisina do colágeno.  

Outros estudos têm demonstrado alterações estruturais paralelas às mudanças 

na função cardíaca em corações de indivíduos com DM.  Estudos experimentais com 

animais diabéticos tipo 2, por exemplo, verificaram que esses animais apresentavam 

velocidade de pico diastólico mais lenta e prolongada desaceleração, as quais 

estavam associadas à fibrose extracelular e aumento no número de receptores para 

angiotensina II em cardiomiócitos da cavidade ventricular esquerda, o que indica que 

ocorre fibrose ventricular esquerda nos estágios iniciais do DM (Mizushige et al; 

2000). Além disso, em ratos com DM a relação massa do coração/massa corporal 

apresentou aumento (indicativo de hipertrofia cardíaca patológica) e o volume de 

componentes extracelulares apresentou aumento de três vezes. Enquanto a doença 
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progride, aumenta a perda de miócitos e a fibrose de substituição. Para Wang et al. 

(2009), corações de animais com diabetes experimental apresentam aumento de 

fatores de crescimento para o tecido conectivo, o que contribui para agravar a fibrose 

cardíaca e desenvolvimento de hipertrofia patológica.  

 Há relatos de que em indivíduos diabéticos com insuficiência cardíaca ocorre 

fibrose intersticial e acúmulo de glicoproteínas (Regan et al., 1977). Em corações de 

cachorros, macacos e coelhos diabéticos, o aumento da formação de tecido colágeno 

explica as modificações fisiológicas e anatômicas do miocárdio com cardiomiopatia. 

Assim, a fibrose e a hipertrofia de cardiomiócitos são os mecanismos propostos para 

explicar as alterações cardíacas na cardiomiopatia diabética (Regan et al., 1981). A 

doença cardíaca em pacientes diabéticos pode simplesmente refletir a fibrose 

intersticial, pois o acúmulo de tecido colágeno ocorre, principalmente, como 

resultado do aumento no conteúdo de colágeno tipo III (Shimizu  et al., 1993).  

 Por outro lado, as anormalidades cardíacas como redução na velocidade de 

fluxo transmitral (disfunção diastólica) e diminuição na fração de encurtamento do 

ventrículo esquerdo e no débito cardíaco (disfunção sistólica) podem ocorrer na 

ausência de fibrose, sugerindo que a função cardíaca anormal nesse modelo pode ser 

de origem mais metabólica que estrutural (Mihm et al., 2001).  

Usando ecocardiografia por ressonância magnética, Loganathan et al.(2006, 

2007) mostraram que além de anormalidades no ciclo cardíaco como um todo, 

corações de animais diabéticos induzidos por STZ apresentam volume cardíaco 

maior, volume ventricular esquerdo e relação massa do coração/massa corporal 

aumentados. Consequentemente, as imagens do ciclo cardíaco mostraram 28% de 

redução no volume diastólico final, aumento de 10% no volume sistólico final, 

redução de 48% no volume de ejeção e 28% na fração de ejeção ventricular 

esquerda. Essas alterações sugerem hipertrofia cardíaca patológica que pode estar 

relacionada à fibrose cardíaca.  

Da mesma forma, Frustaci et al. (2000) mostraram que corações de pacientes 

com cardiomiopatia diabética exibiam quadro de apoptose e necrose de 

cardiomiócitos, além de miócitos hipertrofiados, massa cardíaca aumentada, 

dilatação ventricular esquerda e depressão do desempenho ventricular, sendo que 

estas características anatômicas e funcionais refletiam em hipertrofia excêntrica 

descompensada. Semelhante a esses autores, Yoshida et al.(1995) analisaram 

pacientes com cardiomiopatia hipertrófica e verificaram que estes apresentavam 
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aumento do septo interventricular e falha cardíaca com redução da fração de 

encurtamento. 

 As alterações morfológicas decorrentes do DM promovem modificações na 

estrutura celular e tecidual do miocárdio que, juntas, podem evoluir para hipertrofia 

patológica, causando disfunção cardíaca e redução da capacidade de bomba do 

coração.  

 Com o objetivo de entender as hipóteses existentes sobre os efeitos da 

hiperglicemia sobre a estrutura e função cardíaca, Poornima et al. (2006) buscaram 

descrever as diferenças entre os modelos experimentais de diabetes e as disfunções 

morfológicas e funcionais cardíacas apresentadas por esses modelos.  Esses autores 

mostraram, então, que o DM envolve muito mais que o simples aumento na glicemia. 

Em modelos experimentais de DM tipo 1 (induzidos por STZ ou aloxana), por 

exemplo, eles verificaram aumento da massa, aumento do conteúdo de lipídeos 

cardíacos e redução nas funções sistólica e diastólica, mesmo na ausência de fibrose 

cardíaca e fluxo coronariano normal. Diferente desses modelos, animais transgênicos 

ob/ob e db/db com DM tipo 1I apresentam massa cardíaca aumentada, acúmulo de 

lipídeos no miocárdio e disfunção sistólica, entretanto, não desenvolvem fibrose.  

Da mesma forma, ratos com diabetes e obesidade (ZDF) e OLETF (Otsuka 

Long Evans Tokushima Fatty), modelo de DM tipo 1I desenvolvido por Kawano et 

al. (1991) e Kawano et al.(1992), também apresentam aumento da massa cardíaca, 

aumento do conteúdo de lipídeos no miocárdio, disfunção sistólica e diastólica, no 

caso de ZDF, e disfunção diastólica sem fibrose no miocárdio no modelo OLETF. 

Assim, pode-se perceber que, apesar de apresentarem patologia comum, as alterações 

na estrutura cardíaca podem variar dependendo do tipo de DM desenvolvido e do 

modelo de diabetes experimental utilizado nos estudos.  

Em situações não patológicas, em nível celular, o aparato contrátil cardíaco 

ocupa a maior parte do volume celular. Os miócitos cardíacos ocupam cerca de 75% 

do volume total do miocárdio, mas somente 1/3 de todas as suas células. Os 

cardiomiócitos apresentam comprimento cerca de 50 a 180 m e largura de 

aproximadamente 10 a 30 m (Moore e Volker, 2005). Porém, o tamanho dessas 

células varia substancialmente dentro do mesmo coração e depende se o coração é 

normal, exercitado ou apresenta alguma patologia.  

No coração com cardiomiopatia diabética os miócitos apresentam 

comprimento e largura inferiores, quando comparadas aos controles não diabéticos 
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(Dyntar et al., 2006; Choi et al., 2002). Porém, em modelo animal experimental  

db/db, com DM tipo 1I, não foram encontradas alterações no volume celular (Pereira 

et al., 2006; Shao et al; 2009). Da mesma forma, Howarth et al. (2008) e Howarth & 

Qureshi (2008) não encontraram diferença significativa no comprimento celular de 

miócitos cardíacos de animais com diabetes tipo I ou tipo II.  

Todavia, Fredersdorf et al. (2004) mostraram que animais com diabetes tipo 

II (ZDF) apresentam aumento do volume dos miócitos cardíacos, sugerindo 

hipertrofia celular na presença de cardiomiopatia diabética.  

Percebe-se que as alterações, principalmente de comprimento dos 

cardiomiócitos, nos corações diabéticos não são consensuais, porém no que se refere 

ao volume celular, os estudos tem encontrado resultados que indicam modificações 

celulares como aumento da área citoplasmática e redução na densidade mitocondrial 

(Searls et al., 2004), o que sugere hipertrofia patológica. 

 

3.7. Efeitos do exercício físico sobre a morfologia do coração 

 A hipertrofia cardíaca fisiológica ocorre em resposta a estímulos, tais como 

exercício crônico e gravidez, e apresenta aumento nas dimensões dos cardiomiócitos 

e do número de mitocôndrias, proporcional ao aumento no conteúdo de miofibrilas, 

crescimento de cardiomiocitos sem o desenvolvimento de fibrose ou alterações em 

artérias intramurais e a função cardíaca é mantida ou melhorada. Esta adaptação é 

reversível (Chrisman & Tomanek, 1985;  White et al., 1987; Laughlin et al., 1987; 

Pellicia et al., 1990; McMullen & Jennings, 2007).   

  A hipertrofia cardíaca em resposta ao exercício físico (hipertrofia 

fisiológica), descrita como “coração de atleta”, inclui alterações morfológicas e 

funcionais (Atchley & Douglas, 2007, Wang et al., 2008). Este tipo de hipertrofia 

ocorre em ambos os ventrículos, mas em grau mais elevado no ventrículo esquerdo 

(VE) (Moore & Korzick, 1995).   A hipertrofia cardíaca do tipo excêntrica é 

induzida por exercícios de resistência aeróbia e ocorre em função do aumento no 

retorno venoso e sobrecarga volumétrica no músculo cardíaco. Isso leva ao aumento 

da cavidade ventricular, proporcional a espessura das câmaras cardíacas. Por outro 

lado, a hipertrofia cardíaca do tipo concêntrica é induzida por exercícios de força e 

potência que promovem aumento de tensão contra resistência e sobrecarga pressórica 

no músculo cardíaco. Isto leva a aumento da espessura das paredes do miocárdio, 
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sem aumento das cavidades dos ventrículos (Fleck, 1988; Douglas, 1989; Moore & 

Korzick, 1995; Díaz-Herrera et al., 2001., Naylor et al., 2008).  

Em nível celular, os cardiomiócitos de animais treinados exibem 

modificações morfológicas. Estudos revelam que o exercício regular de resistência 

aeróbica com intensidade baixa a moderada leva a hipertrofia cardíaca com o 

aumento principalmente do comprimento dos cardiomiócitos e que o exercício de 

intensidade alta, contínuo ou intermitente, promove hipertrofia cardíaca com 

aumento da largura dos cardiomiócitos (Moore et al., 1993; Wisloff et al; 2001; 

Natali, 2001, 2002; Diffee & Nagle, 2003; Kemi et al., 2004; Wang et al., 2008; 

Galindo et al., 2009). Porém,  Schultz et al. (2007) e Eisele et al. (2008) verificaram 

que  a corrida voluntária não alterou o comprimento, a  largura  ou o volume de 

cardiomiócitos de ratos, entretanto, essas células exibiam maior número de 

mitocôndrias e o ventrículo esquerdo apresentou maior volume total.   

Em corações de animais diabéticos, Loganathan et al. (2007) verificaram que, 

apesar do exercício físico melhorar a função cardíaca destes animais, não alterou a 

massa cardíaca.  De forma semelhante, outros estudos não encontraram alterações na 

massa cardíaca de animais diabéticos treinados (Lajoie et al., 2004; Searls et al., 

2004; Howarth et al., 2009; Shao et al., 2009). 

Em nível celular, todavia, poucos estudos investigaram os efeitos do 

treinamento físico sobre a morfologia de cardiomiócitos de ratos diabéticos. Alguns 

estudos não encontraram alterações na morfologia (comprimento, largura e volume) 

dos miócitos cardíacos de animais treinados, comparados aos sedentários (Howarth 

et al., 2008; Howarth et al., 2009; Shao et al., 2009). Todavia, Stolen et al. (2009) 

mostraram que animais com DM tipo 1I treinados apresentaram volume celular 

inferior aos seus controles sedentários, sugerindo que o exercício físico é capaz de 

bloquear a hipertrofia patológica causada pela hiperglicemia.  

Portanto, apesar de alguns resultados  diferentes, a maioria dos estudos 

mostra que o exercício físico é capaz de promover adaptações morfológicas em nível 

celular e tecidual que juntas contribuem para a melhora da capacidade cardíaca tanto 

em corações normais quanto na presença de cardiomiopatia diabética.  
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1. Animais de experimentação e tratamentos 

Foram utilizados 60 ratos (Rattus novergicus) da linhagem Wistar com 30 

dias idade e massa corporal média de 87,42 g provenientes do Biotério Central do 

Centro de Ciências Biológicas e da Saúde da Universidade Federal de Viçosa. Após 

a aclimatação de sete dias, os animais foram distribuídos aleatoriamente em quatro 

grupos experimentais, a saber:  

 Controle não diabético sedentário (CN, n=10), animais que receberam 

injeção de tampão citrato de sódio e não exercitaram; 

 Controle não diabético exercitado (CNE, n= 10), animais que 

receberam injeção de tampão citrato de sódio e exercitaram; 

 Diabético Sedentário (DS, n=20), animais que receberam injeção de 

estreptozotocina e não exercitaram (veja item 4.2); 

 Diabético Exercitado (DE, n=20), animais que receberam injeção de 

estreptozotocina e exercitaram (veja item 4.2). 

 

Os animais dos respectivos grupos experimentais foram alojados em gaiolas 

coletivas (5 animais por gaiola) em ambiente com temperatura média de 22°C e 

regime de luminosidade de 12 horas de escuridão e 12 horas de claridade, e 

receberam água e ração comercial ad libitum.  Todos os animais foram pesados, as 

8:00 horas no primeiro dia de cada semana ao longo do período experimental. Para 

isso utilizou-se uma balança eletrônica digital (Marte – Brasil, modelo AS5500C) 

com precisão de 0,01g.   O consumo de ração dos animais foi monitorado 

semanalmente e o coeficiente de eficiência alimentar foi calculado [CEA= (ganho de 

massa / consumo de dieta) x 100] 45 dias após a indução do diabetes mellitus. 

Os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com os 

Princípios Éticos na Experimentação Animal elaborados pelo Colégio Brasileiro de 

Experimentação Animal (COBEA). O projeto recebeu aprovação da Comissão de 

Ética do Departamento de Veterinária da Universidade Federal de Viçosa (processo 

nº03/2009). 

 

 



26 
 

4.2. Indução de Diabetes  

   Após jejum de 12 horas, os animais dos grupos DE e DS receberam uma 

injeção intraperitoneal (60 mg/kg de massa corporal) de estreptozotocina (Sigma, St. 

Louis, EUA), diluída em  1mL de tampão citrato de sódio (0,1 M, pH 4.5). Os 

animais dos grupos CN e CNE recebiam a mesma dose de tampão citrato de sódio 

(0,1 M, pH 4.5) sem  STZ. Sete dias após a aplicação de STZ e jejum de 12 horas, 

aproximadamente 10 L de sangue foram coletados por meio de um corte transversal 

na ponta da calda do animal e a glicemia foi aferida utilizando-se o glicosímetro One 

touch ultra (Johnson & Johnson, México). Aqueles animais que apresentavam 

glicemia de jejum superior a 300 mg\dl foram considerados diabéticos. A glicemia de 

jejum e a massa corporal foram monitoradas semanalmente durante o período 

experimental pela manhã (8:00). Animais com glicemia de jejum inferior a 300 

mg\dl recebiam nova dose da droga, sendo a glicemia de jejum aferida sete dias após 

a nova aplicação. 

 

4.3. Programa de Treinamento 

  Alguns estudos demonstram que 60 dias após aplicação de STZ é período 

suficiente para promover alterações nas propriedades mecânicas de cardiomiócitos de 

ratos diabéticos (Howarth et al., 2008).  Porém, sete dias após a aplicação dessa 

droga notam-se alterações na contratilidade das células cardíacas (Howarth et al., 

2009).  

Após 45 dias de hiperglicemia (diabetes), os animais do grupo DE e CE 

foram submetidos a um programa de treinamento em natação (adaptado de Medeiros 

et al., 2000), por 8 semanas.  No primeiro dia da primeira semana os animais 

exercitaram na água, sem sobrecarga, durante 10 minutos. A duração do exercício foi 

aumentada em 10 minutos por dia nos quatro dias subseqüentes desta semana.  Na 

segunda semana, foi afixada ao corpo do animal uma carga de 1% de sua massa 

corporal (arruelas de metal atadas ao corpo com tiras de borracha flexível) e a 

duração do exercício continuou sendo aumentada em 10 minutos por dia até que os 

animais atingissem 90 minutos de natação ininterruptos ao final desta semana. A 

partir da terceira semana, a carga foi aumentada semanalmente em 1% da massa 

corporal, sendo que quando os animais não suportavam a nova carga (1%), a carga 
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utilizada foi aumentada em 0.5% até que atingissem carga total de 4% da massa 

corporal na última semana de treinamento.  

O treinamento físico foi realizado no Biotério de Experimentação Animal do 

Departamento de Educação Física da Universidade Federal de Viçosa. Foram 

utilizados tanques de alvenaria quadrados, com 55 cm de largura por 65 cm de 

profundidade, cheios com água com temperatura entre 28 e 30 °C. Os animais dos 

grupos DS e CN eram colocados em uma caixa de polipropileno com água aquecida 

(28-30°C) e profundidade de 10 cm. 

 

4.4. Massa do coração e dos ventrículos 

Quarenta e oito horas após a última sessão de treinamento físico foi realizada 

a eutanásia (inalação de gás carbônico) alternando os animais dos grupos, CN, CNE, 

DE e DS, dois animais por dia. Os animais restantes permaneceram em seus 

tratamentos até a eutanásia. Após eutanásia o coração foi removido, lavado em 

solução contendo 750 mM de CaCl2 para retirar o excesso de sangue e 

imediatamente pesado em balança de precisão (Gehaka – Brasil, modelo AG 200). 

Após a perfusão, os ventrículos (direito e esquerdo) foram separados dos átrios e 

pesados. Os índices de hipertrofia cardíaca e ventricular foram calculados pelas 

razões das massas dos corações e dos ventrículos, respectivamente, pela massa 

corporal. 

 

4.5. Isolamento dos miócitos cardíacos 

Após remoção, o coração foi canulado via artéria aorta e perfundido com 

solução de isolamento contendo 750 M de CaCl2 (solução A, item 4.8) em um fluxo 

constante até que os vasos coronários estivessem limpos de sangue. Em seguida, 

trocou-se a perfusão para a solução livre de cálcio contendo 0,1 mM de ethylene 

glycol-bis (ß-aminoethyl ether)-N, N, N’, N’-tetraacetic acid (EGTA) (solução B, 

item 4.8), durante 4 a 6 minutos, para a destruição das bandas escalariformes. Na 

sequência, o coração foi perfundido com solução contendo 1 mg. ml-1 de colagenase 

tipo 2 (Worthington, EUA) e 100 M de CaCl2 (solução C, item 4.8) durante 20 a 25 

minutos, para a destruição das fibras de colágeno e matriz extracelulares. Todas as 

soluções utilizadas no procedimento de isolamento foram oxigenadas (O2 100% – 

White Martins, Brasil) e mantidas em temperatura de 35ºC. Ao final da perfusão os 

ventrículos foram separados dos átrios e pesados. O ventrículo direito foi removido e 
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o ventrículo esquerdo foi aberto na região do septo interventricular. Fragmentos finos 

(< 1 mm) foram obtidos das regiões próximas ao epicárdio (EPI) e ao endocárdio 

(ENDO). Os fragmentos foram colocados, separadamente, em frascos contendo 5 mL 

da solução enzimática (colagenase) e albumina sérica bovina (solução D, item 4.8).  

Os frascos foram agitados moderadamente durante 5 minutos, em “banho-maria” à 

temperatura de 37ºC, sendo o tecido cardíaco oxigenado (O2 100% – White Martins, 

Brasil). A seguir, os fragmentos de tecido foram retirados dos frascos e o restante foi 

centrifugado (3000 rpm) por 30 segundos. O sobrenadante foi removido e os 

miócitos cardíacos foram suspendidos em solução contendo 750 M de CaCl2. 

(solução A, item 4.8). Esse processo foi repetido. Os miócitos cardíacos foram 

armazenados em placas de Petri em refrigerador (5ºC) até serem utilizados. 

  

4.6. Comprimento, largura e volume celular 

Os miócitos cardíacos foram acomodados em uma câmara experimental 

(Figura 2), banhados pela solução de perfusão tampão (item 4.8) em temperatura 

ambiente (~ 25ºC). O comprimento e a largura dos miócitos foram medidos usando-

se um sistema de captação de imagens. As imagens das células foram visualizadas 

horizontalmente (aumento de 400x - lente de imersão em óleo S Flúor) no monitor de 

um microcomputador através de uma câmera (Myocam, Ionoptix, EUA) acoplada a 

um microscópio invertido (Nikon Eclipse – TS100, EUA), utilizando-se um 

programa de captação de imagens (M-Vision 5XX, Ionoptix, EUA). O comprimento 

celular foi determinado medindo-se a imagem da célula gerada no monitor, desde a 

borda direita até a borda esquerda, no ponto médio da largura do cardiomiócito. A 

largura celular foi determinada medindo-se a imagem gerada no monitor, desde a 

borda superior até a borda inferior, no ponto médio do comprimento dos miócitos 

cardíacos (Figura 1).  
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Figura1. Representação dos pontos de mensuração da imagem dos miócitos 

cardíacos. As linhas indicam como foram obtidos o comprimento (azul) e a largura 

(verde). 

 

Para a mensuração do comprimento e da largura dos miócitos cardíacos, 

utilizou-se uma régua com precisão de 1  milímetro. Na calibração do sistema cada 

centímetro correspondia a 12 micrômetros. Somente foram utilizadas para as 

medições, as células que estavam em boas condições, com as bordas 

(direita/esquerda e superior/inferior) e as estriações sarcoméricas bem definidas, 

relaxadas em repouso, sem apresentar contrações voluntárias. 

O volume celular foi calculado usando-se a fórmula proposta por Satoh et al., 

1996: 

            Volume (pL) = comprimento (m) x largura (m) x (7,59 x 10- 3 pL/m2) 

Onde: 

* pL = picolitros 

* m = micrômetros 

* 7,59 x 10- 3 pL/m2  = constante obtida pela medida direta do volume celular 

através de microscopia confocal, dada em picolitros por micrômetros ao quadrado, 

conforme Satoh et al. (1996).  

4.7. Contração celular 

As contrações celulares foram medidas através da técnica de alteração do 

comprimento dos miócitos cardíacos usando-se o sistema de detecção de bordas 

(Ionoptix, EUA) montado num microscópio invertido (Nikon Eclipse – TS100, 

EUA). Os miócitos foram acomodados em uma câmara experimental com a base de 

vidro e banhados pela solução de perfusão tampão (item 4.8) em temperatura 

ambiente (~ 25ºC, Figura 2) e visualizada em um monitor, com aumento de 400x, 

através de uma lente de imersão em óleo (S Flúor, 40x, Nikon, EUA). Foram 

utilizadas para as análises das contrações somente os miócitos cardíacos que estavam 

em boas condições, com as bordas (direita e esquerda) e as estriações sarcoméricas 

bem definidas, relaxados em repouso, sem apresentar contrações voluntárias. 
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Figura 2. Câmara experimental acoplada a microscópio invertido. Observam-se o 

par de eletrodos conectados ao estimulador (fios preto e vermelho) e os tubos (setas 

verdes) usados para levar e retirar a solução de perfusão dessa câmara. 

 

Os miócitos cardíacos foram estimulados externamente nas frequências de 1 e 

3Hz (10 Volts, duração de 5 ms) utilizando-se um par de eletrodos de aço, colados 

nas bordas internas da câmara, através de um estimulador elétrico de campo 

(Myopacer, Ionoptix, EUA). Os miócitos foram visualizados em um monitor através 

de uma câmera (Myocam, Ionoptix, EUA) acoplada ao microscópio invertido, 

utilizando-se um programa de detecção de imagens (Ionwizard, Ionoptix, EUA) com 

uma frequência de 240 Hz. 

 As bordas dos miócitos cardíacos foram identificadas com duas janelas 

(direita e esquerda) alinhadas ao longo do comprimento das células. A definição das 

bordas foi ajustada através do contraste (preto e branco) gerado pela qualidade da 

imagem projetada dos miócitos cardíacos (Figura 3). 
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Figura 3. Representação do programa utilizado para aquisição das imagens e dos 

registros das contrações dos miócitos cardíacos (Ionopotix, EUA). As bordas direita 

e esquerda da célula são projetadas pelos picos verde e vermelho para baixo. 

  

Os movimentos das bordas dos miócitos foram capturados pelo sistema de 

detecção de bordas (Ionwizard, Ionoptix, EUA, Figura 3) durante 30 segundos e 

armazenados para análise posterior (Figura 4).  

 

 
 

Figura 4. Registro experimental de encurtamento de uma célula do ventrículo 

esquerdo estimulada na frequência de 1 Hz em temperatura ambiente (~25ºC). 

Foram analisadas a amplitude de contração (variação do comprimento celular 

de repouso, %), o tempo para o pico de contração (tempo compreendido desde a 

estimulação elétrica até a amplitude máxima de contração, ms), o tempo para 50% do 

relaxamento (tempo compreendido desde a amplitude máxima de contração até 50% 

do relaxamento, ms), a velocidade máxima de contração (velocidade pico de 

encurtamento celular, µm/seg) e a velocidade máxima de relaxamento (velocidade 

pico de relaxamento celular, µm/seg) (Figura 5). Estes parâmetros da contração 

foram analisados após a sobreposição de pelo menos seis contrações estáveis de cada 

cardiomiócito, conforme Roman - Campus et al. (2009).    
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Figura 5. Diagrama demonstrativo do encurtamento de um cardiomiócito estimulado 

na frequência de 1 Hz (~25ºC)  e dos respectivos parâmetros da contração analisados. 

O ponto incial representa um estímulo elétrico (célula em repouso) e o ponto final 

representa o final do estímulo (célula em repouso). 

4.8. Soluções  

 As soluções utilizadas para o isolamento dos miócitos cardíacos ventriculares 

foram feitas usando-se uma solução básica com água milli-Q e a seguinte 

composição (em mM): NaCl (130) – 7,6 g/l; MgCl2 (1,43) – 0,28 g/l; KCl (5,4) – 0,4 

g/L; N-2-hydroxyethylpiperazine-N-2-ethanesulfonic acid (HEPES) (5) – 0, 062 g/ L; 

glicose (10) – 1,8 g/L; taurina (20) – 2,38 g/L; creatina (10) – 1,3 g/L; pH = 7,3; 

temperatura ambiente.  

 

Solução A: 

Para se fazer a solução de isolamento contendo Ca2+, foram adicionados 375 

µL de CaCl2 (1 M) em 500 mL da solução básica.  

 

Solução B: 
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Para a solução de isolamento livre de Ca2+, foram adicionados 250 µL de 

EGTA (100 mM) em 250 mL da solução básica.  

 

Solução C: 

Para a solução enzimática de isolamento, foram adicionados 20 mg de 

colagenase e 15 µL de CaCl2 (100 mM) em 20 mL da solução básica. 

 

Solução D: 

 Para a solução com 1% de albumina bovina, foram adicionados 500 mg de 

albumina sérica bovina em 5 mL de solução básica. Após o isolamento, 1 mL de 

albumina foi adicionado para cada 10 mL da solução enzimática C. 

 

Solução de perfusão tampão HEPES: 

Para fazer um litro da solução de perfusão tampão HEPES, foram adicionados 

100 mL da solução estoque (abaixo), 10 mL da solução sopa (abaixo) e 1 mL de 

CaCl2 (1) em água milli-Q. Esta solução foi equilibrada para um pH = 7,4 e mantida 

em temperatura ambiente. 

Solução estoque (em mM):  NaCl (113) – 65,99 g/L; HEPES (5) – 11,9 g/L; 

NaH2PO4 (1) – 1,42 g/L; MgSO4 (1) – 2,46 g/L; KCl (5) – 3,72 g/L;  

Solução sopa (em mM):  Na acetato (20) – 16,4 g/100 mL; glicose (10) – 18,1 

g/100 mL; insulina (5 u/L) – 0,5 g/100 mL.  

 

4.9. Análise estatística 

Os dados serão apresentados como média e erro padrão da média. Para a 

comparação das médias das variáveis glicemia, massa  corporal, massa do coração, 

massa dos ventrículos e massas relativos entre os quatro grupos (fatores exercício e 

diabetes, 2 grupos cada) utilizou-se a Análise de Variância de duas entradas 

(ANOVA two-way) e post-hoc de Tukey para as comparações múltiplas. Para a 

comparação das médias das variáveis morfologia e contração celular dos miócitos 

das regiões EPI e ENDO entre os quatro grupos (fatores exercício, diabetes e região, 

2 grupos cada) e utilizou-se a Análise de Variância de três entradas (ANOVA three-

way) e post-hoc de Tukey para as comparações múltiplas. Essa análise foi feita 

através do software Sigma Start versão 3.0.  Adotou-se o nível de significância de até 

5% (p≤0,05). 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Durante o período experimental, ocorreram perdas de animais nos grupos 

experimentais DS, DE e CNE.  Após essas perdas, esses grupos apresentaram os 

seguintes números de animais: DS, n=10; DE, n=13 e CNE, n=6 e CN=10.  

 

5.1. Características gerais dos animais 

 

5.1.1. Glicemia 

 A Figura 6 mostra os valores médios da glicemia de jejum dos grupos CN, 

CNE, DS e DE ao longo do período experimental. A semana 1 corresponde ao 

período de aclimatação dos animais ao Biotério de Experimentação Animal. A 

semana 2 corresponde à aplicação de STZ para indução do diabetes nos animais dos 

grupos DS e DE. A semana 7 corresponde ao final do período de indução e início do 

exercício físico dos grupos DE e CNE. Da semana 7 a semana 14 os animais dos 

grupos DE e CNE exercitaram e os dos grupos DS e CN permaneceram sedentários. 

Os dados das semanas 15 e 16 correspondem à última aferição antes da eutanásia. 

Foram sacrificados dois animais de cada grupo por dia, assim, o número de animais 

por grupo foi menor nas semanas 15 e 16.  
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Figura 6. Glicemia de jejum dos animais dos respectivos grupos experimentais ao 

longo das semanas de experimento. DS, diabéticos sedentários, DE diabéticos 

exercitados, CN, controle não-diabético, CNE, controle não diabético exercitado. Os 

dados são expressos em média ± EPM. *, DS e DE diferente de CN e CNE, p<0, 001. 

 

Observa-se que a STZ induziu hiperglicemia nos animais dos grupos DS e 

DE na  primeira semana de aplicação e os níveis glicêmicos destes animais 

aumentaram  da  semana cinco até o final do experimento. Nos animais que não 

receberam aplicação de STZ (CN e CNE) os níveis glicêmicos apresentaram redução 

na semana dois, sendo mantidos sem alterações até o final do período experimental.   

Os dados da glicemia dos animais nos seus respectivos grupos experimentais 

em diferentes etapas do experimento estão apresentados na Tabela1. Antes da 

aplicação de STZ não houve diferença de glicemia entre os grupos experimentais.  

Quarenta e cinco dias após a aplicação de STZ, momento em que os grupos DE e 

CNE iniciaram o programa de natação e ao final do experimento, no momento do 

sacrifício, os animais que receberam injeção de STZ apresentaram glicemia de jejum 

elevado, comparado aos animais não diabéticos. A glicemia de jejum não foi alterada 

pelo programa de natação aplicado tanto nos animais diabéticos (DE vs DS) quanto 

nos não diabéticos (CNE vs CN).  
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Tabela 1. Glicemia de jejum dos animais nos grupos experimentais. 

Os dados são expressos em média± EPM. N, número de animais; DS, diabéticos 

sedentários; DE diabéticos exercitados; CN, controle não-diabético; CNE, controle 

não diabético exercitado. *, diferente de CN e CNE na mesma coluna. p<0,05. 

 

Os efeitos do exercício regular sobre a glicemia plasmática parecem ser mais 

evidentes em diabéticos tipo 2, quando comparados ao diabético tipo 1. Albright et  

al. (2000), por exemplo, sugerem que o exercício físico aeróbio promove o aumento 

da sensibilidade celular à insulina e conseqüente redução dos níveis glicêmicos em 

indivíduos diabéticos tipo 2.  Da mesma forma, o exercício físico foi capaz de 

aumentar o número e melhorar a função das células beta pancreáticas em animais 

Zucker diabéticos e obesos que apresentam resistência insulínica (Kiraly et al., 

2008), o que resultou em redução dos níveis de glicose nesses animais. 

Diferente desses estudos, Fujii et al. (2006) sugerem que, em nível celular, o 

exercício aeróbio promove aumento da utilização de glicose pelas células cardíacas, 

o que minimiza as alterações celulares causadas pela hiperglicemia. Assim, é 

possível que o treinamento físico aeróbio seja capaz de reduzir os níveis celulares de 

glicose, os quais não são diagnosticados através da aferição da glicemia plasmática 

apenas, principalmente em animais com diabetes tipo 1.  

  Além disso, a etiologia do diabetes e a diferença nos protocolos de exercício 

podem explicar as diferenças entre respostas glicêmicas de diabéticos tipo 1e 2 após 

o treinamento físico aeróbio. A destruição permanente das células beta pancreáticas 

no diabetes tipo1 pode explicar os achados do presente estudo, no qual o exercício 

não alterou a glicemia plasmática no diabetes experimental induzido por STZ. 

Grupos Glicemia inicial 

(mg/dl) 

Glicemia 45 dias 

após indução 

(mg/dl) 

Glicemia final 

(mg/dl) 

CN (N=10)   82,4±4,2 87,8±11,3 88,3 ± 32,1 

CNE (N=6) 84,0±4,2 76,2±11,3 86,8 ± 45,5 

DS (N=10) 89,0±4,5 525,1±11,3* 475,8 ±32,1* 

DE (N= 13) 93,0±4,0 520,1±11,9* 483,7±32* 
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Apesar de utilizar protocolos de exercício diferentes, outros estudos 

observaram também que os níveis plasmáticos de glicose não foram alterados em 

animais diabéticos exercitados (Loganathan et al. 2007; Bidasee et al., 2008; 

Howarth et al., 2008, Howarth et al., 2009; Shao et al. 2009).  

  

5.1.2. Massa corporal  

A Figura 7 mostra os dados da massa corporal dos animais dos grupos CN, 

CNE, DS e DE ao longo do período experimental. A cronologia desta figura é a 

mesma da figura 6. Observa-se que a massa corporal aumentou progressivamente, de 

forma mais acentuada, nos animais dos grupos CN e CNE a partir da primeira 

semana até o final do experimento. Todavia, a partir da semana 8 após o início do 

programa de natação, o aumento da massa corporal no grupo CNE foi menor que no 

CN. Nos animais que receberam aplicação de STZ (DS e DE) a massa corporal 

aumentou, de forma menos acentuada, com pequenas alterações até o final do 

período experimental. A massa corporal dos animais diabéticos foi inferior aos 

controles não diabéticos ao longo do período experimental.  
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Figura 7. Massa corporal dos animais dos grupos experimentais ao longo das 

semanas de experimento. DS, diabéticos sedentários; DE diabéticos exercitados; CN, 

controle não-diabético; CNE controle não diabético exercitado. Os dados são 

expressos em média ± EPM. *, DS e DE diferente de CN e CNE, p<0, 001, # CN 

diferente de CNE, p<0,05. 



38 
 

 

Os dados da massa corporal e comprimento da tíbia dos animais nos seus 

respectivos grupos experimentais estão apresentados na Tabela 2. Antes da aplicação 

de STZ (Semana 1) os animais apresentaram massa corporal semelhante ao CN 

sendo que 45 dias após a aplicação de STZ (Semana 7), momento em que os grupos 

DE e CNE iniciaram o programa de natação a massa dos animais dos grupos DS e 

DE foi inferior aos controles CN e CNE. Ao final do experimento (Semanas 15 e 16), 

no momento do sacrifício, os grupos DS e DE apresentaram menor massa e menor 

comprimento da tíbia quando comparados a CN e CNE. Apesar de o grupo CNE 

apresentar massa corporal média inferior à CN, a diferença não atingiu significância 

estatística. Da mesma forma, o programa de natação não alterou esses parâmetros 

dos animais do grupo DE, quando comparados à DS e nem CNE comparado à CN.  

 

 

 

 

 

Tabela 2. Massa corporal e comprimento da tíbia dos animais nos grupos 

experimentais. 

Grupos Massa 

corporal 

inicial 

(g) 

Massa corporal 

após 45 dias de 

indução 

(g) 

Massa 

corporal final 

(g) 

Comprimento 

da tíbia final 

(cm) 

CN (N=10)    83,51±1,9 353,93±11,3* 443,50 ± 18,1*     4,17±0,11* 

CNE (N=6) 82,72±1,8 352,12±11,3* 410,81 ± 25,7* 4,33±0,06* 

DS (N=10) 87,80±2,0 193,72±11,9 198,82 ± 18,1 3,71±0,07 

DE (N= 13) 82,71±1,8 186,91±10,7 204,25±18,1 3,50±0,25 

Os dados são expressos em média± EPM. N, número de animais; DS, diabéticos 

sedentários; DE diabéticos exercitados; CN, controle não-diabético; CNE controle 

não diabético exercitado*, diferente de DS e DE na mesma coluna. p<0, 001. 

 Os dados do consumo de ração, ganho de massa corporal e coeficiente de 

eficiência alimentar (CEA) estão apresentados na tabela 3. Observa-se que o 

consumo de ração foi maior em CNE, DE e DS, comparados à CN. Da mesma forma, 

nos animais diabéticos, aqueles do grupo DE apresentaram maior consumo de ração 
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quando comparados aos do DS. No que se refere ao ganho de massa e ao coeficiente 

de eficiência alimentar, os animais do grupo CN apresentaram maior ganho de massa 

corporal quando comparados aos demais grupos experimentais, sendo que nos 

animais diabéticos ou não diabéticos esses parâmetros não sofreram alterações após o 

PN. 

Tabela 3.    Consumo de ração, ganho de massa e coeficiente de eficiência alimentar 

nos grupos experimentais.  

Os dados são expressos em média± EPM. N, número de animais; DS, diabéticos 

sedentários; DE diabéticos exercitados; CN, controle não-diabético; CNE controle 

não diabético exercitado*, diferente de CN na mesma coluna. **, diferente de DS na 

mesma coluna. p<0, 001.  

A menor massa corporal final e menor comprimento da tíbia em animais 

diabéticos mostram que estes animais tiveram o crescimento prejudicado. Sabe-se 

que a insulina é um importante hormônio anabólico e sua deficiência poderia afetar 

ainda a quantidade de outros hormônios como hormônio de crescimento (GH), o que 

poderia inibir o crescimento de animais com diabetes (Gomes et al. 2009). A 

distribuição da insulina e de outros hormônios produzidos pelas células pancreáticas, 

como glucagon e polipeptídio pancreático, estava alterada em ratos após indução de 

diabetes tipo I (De Almeida et al.,2009; Howarth et al.,2009). Em estudo semelhante, 

Pesce et al. (1994) mostraram que o DM tipo 1 induzido por STZ, por 5 a 9 dias, 

reduziu as concentrações séricas de GH, que foram restauradas após a administração 

de insulina. Isto demonstra a importância da insulina na secreção de GH. 

Paralelamente, Menon et al. (1994) verificaram que animais com DM tipo 1 induzido 

por STZ apresentavam anormalidades na secreção de GH e na regulação tecido-

específica de receptores para esse hormônio. Esses autores mostraram que na 

presença desse tipo de diabetes, os níveis de receptores de GH e de RNAm para 

 

Grupos 

 

Consumo de ração 

(g/semana) 

 

Ganho de massa 

corporal (g/semana) 

Coeficiente de 

eficiência 

alimentar (%) 

CN (N=10) 153,10±5,1* 24,07±3,5**   0,20±0,03** 

CNE (N=6) 235,61±3,7* 21,96±4,9 0, 09±0,02* 

DS (N=10) 191,52±3,7* 7,10±3,3 0, 03±0,16 

DE (N= 13) 221,42±3,4** 6,28±3,5 0, 05±0,01 
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proteína carreadora de GH estavam reduzidas no coração e fígado e aumentados no 

rim. Em vista desses resultados, Menon et al. (1994) sugerem que a redução dos 

receptores de GH no tecido hepático, por exemplo, pode explicar a resistência celular 

a GH em termos de geração de IGF-1 e conseqüente redução do crescimento linear, 

prejudicado em animais DM tipo 1. Essas alterações podem justificar menor massa 

corporal, menor comprimento da tíbia e reduzida relação massa 

corporal/comprimento da tíbia nos animais de DS e DE.  

Outro fator a ser considerado é que o DM produz um estado catabólico por 

aumentar a utilização de ácidos graxos, além de acelerar o catabolismo protéico 

(Howarth et al. 2008). 

Por fim, o CEA foi menor nos animais diabéticos, apesar de apresentarem 

maior consumo de ração quando comparados à CN, os animais diabéticos 

apresentaram massa corporal significativamente menor. Isto significa que o diabetes 

reduziu a eficiência no aproveitamento dos componentes da dieta responsáveis por 

processos relacionados ao crescimento celular e tecidual (síntese protéica, por 

exemplo), contribuindo para o pequeno ganho de massa de DS e DE. 

Em relação ao PN, os dados indicam que o protocolo de natação aplicado não 

foi capaz de alterar significativamente a massa corporal final dos animais diabéticos 

e não diabéticos. Sabe-se que a redução de massa corporal pode refletir aumento da 

taxa de metabolismo ou gasto energético (Brooks & Fahey, 1984) e que exercícios 

tais como natação e corrida podem reduzir a massa corporal de ratos (Chang et al., 

2001; Huang et al., 2003; Asami et al., 1998, Noble et al., 1999). Assim, parece que a 

carga (duração e intensidade das sessões) imposta aos animais pelo PN não foi 

suficiente para promover alterações na massa corporal.   

5.1.3. Massa ventricular 

Os animais diabéticos sedentários apresentaram menor massa ventricular quando 

comparados aos não diabéticos sedentários (DS vs CN, Tabela 4). A menor massa 

ventricular dos animais DS reflete a menor massa corporal destes animais 

comparados aos CN.  

Conforme mencionado anteriormente, a redução nas concentrações de GH e altas 

concentrações de glicose podem inibir o crescimento dos miócitos cardíacos e 

reduzir a formação de novas miofibrilas no miocárdio diabético (Gomes et al., 2009; 

Dyntar et al., 2006). Contudo, vale lembrar que algumas evidências indicam que os 

efeitos benéficos do exercício físico sobre o crescimento dos cardiomiócitos são 
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consistentes com a estimulação por hormônio do crescimento (GH) e fator de 

crescimento semelhante à insulina (IGF). O GH aumenta a secreção localizada de 

IGF em órgãos alvos e os cardiomiócitos apresentam receptores para ambos, GH e 

IGF, e respondem a estimulação por esses hormônios. IGF por exemplo, pode agir 

como um hormônio parácrino dentro do miocárdio (Copeland, et al., 2002). Assim, a 

menor massa ventricular pode ser explicada, em parte, pela redução das 

concentrações de GH em animais com diabetes, como mostrado por Gomes et al. 

(2009). 

O programa de natação aplicado não alterou a massa dos ventrículos em 

animais diabéticos (DS vs DE). Diferente desse achado, nos animais não diabéticos, a 

massa dos ventrículos foi superior em animais exercitados quando comparados aos 

sedentários (CNE vs CN) (Tabela 4).  

Tabela 4. Massa corporal e massa dos ventrículos dos animais nos grupos 

experimentais. 

Grupos Massa corporal 

final (g) 

Massa dos 

ventrículos (mg) 

Massa relativa dos 

ventrículos (mg/g) 

 

CN (N=10) 

 

443,50 ± 18,1* 

 

1590,00 ± 0,08** 

 

  3,59 ± 0,4 

CNE (N=6) 410,81 ± 25,7* 1930,00 ± 0,11# 4,72 ± 0,6# 

DS (N=10) 198,82 ± 18,1 1120,00 ± 0,08 5,98 ± 0,4‡ # 

DE (N= 13) 204,25 ± 18,1 1330,00 ± 0,08 7,97 ± 0,4‡** 

 

Os dados são expressos em média± EPM. N, número de animais; DS, diabéticos 

sedentários; DE diabéticos exercitados; CN, controle não-diabético; CNE controle 

não diabético exercitado. *, diferente de DS e DE na mesma coluna; **, diferente de 

DS na mesma coluna; # diferente de CN na mesma coluna; ‡, diferente de CN e CNE 

na mesma coluna; p<0,05. 

Os resultados da massa relativa dos ventrículos (Tabela 4), índice usado de 

hipertrofia ventricular, mostraram que os animais do grupo DS apresentaram maior 

massa relativa dos ventrículos quando comparados aos do grupo CN.  Isso evidencia 

hipertrofia patológica induzida pelo diabetes.  

Entre os animais diabéticos, os DE apresentaram massa relativa dos 

ventrículos maior que os DS. Isso indica hipertrofia ventricular induzida pelo 

programa de natação nestes animais. É importante salientar que a massa corporal dos 
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animais DE não é menor que o dos DS. O aumento da massa ventricular ocorre pelo 

aumento da síntese de proteínas, seja pela adição de novos sarcômeros em série (no 

comprimento) ou em paralelo (na largura) nos elementos contráteis dos miócitos, ou 

pela combinação das duas (Moore & Volker, 2005). Alterações na matriz 

extracelular também podem afetar a massa ventricular. Sabe-se que o diabetes reduz 

a densidade capilar, aumenta a deposição de tecido colágeno (Warley, Powell & 

Skepper, 1995) e que o exercício pode reduzir essas alterações (Shehadeh and Regan, 

1995). O padrão de hipertrofia ventricular depende das características do estímulo 

mecânico e da carga humoral imposta ao miocárdio. Neste caso, parece que os 

estímulos advindos do diabetes (hipertrofia cardíaca patológica de estímulo 

metabólico) com os impostos pelo PN (hipertrofia fisiológica devido à sobrecarga 

volumétrica) foram superpostos.  

  Essa adaptação em corações de animais diabéticos pode contribuir para melhora 

da função cardíaca desses animais através de aumentos na fração de encurtamento, 

volume de ejeção, débito cardíaco e, conseqüentemente, melhora na capacidade 

aeróbica via aumento do consumo máximo de oxigênio (Loganathan et al., 2007; 

Rodrigues et al., 2007; Shao et al., 2009). 

Em animais não diabéticos o aumento da massa relativa dos ventrículos sugere 

aumento da massa ventricular esquerda em resposta ao PN. Apesar de não 

apresentarem aumento do comprimento, largura e volume dos cardiomiócitos, o 

aumento da massa relativa dos ventrículos pode ter ocorrido pelo aumento no 

número de capilares por fibra muscular nas paredes do ventrículo esquerdo em 

resposta ao PN (Rakusan & Wicker, 1990; Kemi et al., 2005; Marini et al., 2008). 

 

5.2. Propriedades morfológicas dos cardiomiócitos  

Após análise dos dados de morfologia considerando os fatores exercício, 

diabetes e região, observou-se que não houve diferença estatística entre os valores 

das regiões EPI e ENDO. Desta forma, os dados destas regiões foram colocados 

juntos e analisados como dados de miócitos isolados do ventrículo esquerdo como 

um todo.  

Os resultados da morfologia celular estão apresentados na Tabela 5. O 

diabetes reduziu significativamente o comprimento dos miócitos cardíacos nos 

animais sedentários (DS vs CN) e treinados (DE vs CNE). Todavia, o PN aplicado 
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não foi capaz de aumentar significativamente o comprimento dos miócitos cardíacos 

nos animais diabéticos (DE vs DS) e nos não diabéticos (CN vs CNE). 

Tabela 5.   Comprimento, largura e volume de cardiomiócitos do ventrículo esquerdo 

dos grupos experimentais.  

 

Grupos 

Comprimento 

celular (µm) 

Largura 

celular (µm) 

Volume 

celular (pL) 

Relação 

comprimento/ 

largura 

CN (N=10) 157,32±1,6* 22,38±0,41* 26,73 ±0,55*    7,48±0,19 

CNE (N=6) 159,77±1,8# 22,97±0,44*# 27,65±0,65*# 7,25±0,19 

DS (N=10) 150,49 ± 1,5  19,48±0,4 22,19±0,5 7,51±0,15 

DE (N= 13) 151,29±1,5 20,74±0,4* 24,00±0,5* 7,91±0,15 

Os dados são expressos em média±EPM. N, número de animais; DS, diabéticos 

sedentários (256 células); DE diabéticos exercitados (233 células); CN, controle não-

diabético (190 células); CNE controle não diabético exercitado (149 células). *, 

diferente de DS na mesma coluna; # diferente de DS e DE na mesma coluna; p<0,05. 

 

Em relação à largura celular, observa-se que o diabetes reduziu a largura dos 

miócitos nos animais sedentários (DS vs CN) e treinados (DE vs CNE). Todavia, o 

PN aplicado aumentou significativamente a largura dos cardiomiócitos nos animais 

diabéticos (DE vs DS). Isso não ocorreu nos animais não diabéticos (CNE vs CN). 

Houve redução significativa do volume celular no grupo DS comparado ao 

grupo CN, o que reflete o efeito do diabetes. O programa de natação aplicado 

aumentou significativamente o volume celular nos animais diabéticos (DE vs DS), 

mas não nos animais não diabéticos (CNE vs CN). 

Observa-se também que a razão comprimento/largura dos cardiomiócitos não 

foi afetada pelo diabetes ou pelo programa de natação.    

De acordo com Dyntar et al., 2001; Dyntar et al., 2006, a redução nas 

dimensões dos miócitos cardíacos de animais diabéticos é decorrente de altas 

concentrações de glicose que levam ao desenvolvimento de disfunções celulares 

como redução do contato entre os miócitos, inibição da formação miofibrilar e 

diminuição na expressão de miosina de cadeia pesada e actina cardíacas. Porém, 

deve-se considerar que os animais não diabéticos eram maiores que os animais 

diabéticos, por isso apresentaram cardiomiócitos com dimensões maiores. Estes 
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dados são coerentes com as maiores massas ventriculares apresentadas pelos animais 

não diabéticos. Conforme discutido anteriormente, os cardiomiócitos de animais 

diabéticos apresentam redução do número de receptores para GH (Menon et al. 

1994), o que pode contribuir para o menor tamanho dos miócitos cardíacos em DS e 

DE, como sugere Kawaguchi et al.(1997). 

O programa de natação, por outro lado, promoveu aumento na largura e no 

volume dos miócitos cardíacos dos ratos diabéticos. Isso sugere que a inibição do 

crescimento celular provocada pelo DM foi atenuada pelo exercício físico aplicado. 

O aumento na largura celular sugere formação de novos sarcômeros em paralelo que 

resulta em aumento da espessura da parede ventricular (Mooren & Volker, 2005).  

O aumento do volume dos miócitos cardíacos nos animais diabéticos em 

resposta ao exercício também denota hipertrofia celular. Esta resposta reflete a 

hipertrofia ventricular induzida pelo exercício nestes animais. O exercício aeróbio 

implica em sobrecarga volumétrica ao miocárdio (Diffee, 2004). Isso resultaria em 

aumento, principalmente no comprimento dos miócitos, mantendo a mesma relação 

do volume mitocondrial com o volume celular. Todavia, em animais diabéticos o 

coração sofre sobrecarga pressórica (Fang et al., 2004). Uma sobrecarga de pressão 

induz aumento do volume dos miócitos, sem alterar o comprimento. Há também o 

aumento da densidade mitocondrial, mas sem alteração no volume celular (Searls et 

al., 2004). Essas adaptações a diferentes sobrecargas ocorrem para reduzir o estresse 

nas paredes do miocárdio (Atchley et al., 2007).  

Considerando que o PN não promoveu aumento nas dimensões dos 

cardiomiócitos dos animais não diabéticos, parece que o aumento das dimensões 

celulares observada nos animais diabéticos exercitados foi uma adaptação ao 

diabetes e ao exercício conjuntamente. De fato, o aumento da massa relativa do 

ventrículo nos animais do grupo DE foi mais pronunciado que nos animais CNE 

(33,3% vs 31,5%, respectivamente). 

O aumento na largura dos miócitos, sem aumento no comprimento, é um 

indicativo de hipertrofia concêntrica, tanto em condições fisiológicas quanto 

patológicas (Mooren & Volker, 2005). Entretanto, a relação do comprimento com a 

largura dos miócitos, no presente estudo, não foi alterada nos animais diabéticos e 

não diabéticos. Isto sugere que a hipertrofia ventricular em resposta ao programa de 

natação aplicado não caracterizou hipertrofia concêntrica ou excêntrica nos animais. 

Porém, uma limitação deste estudo foi não ter medido o diâmetro da cavidade 
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ventricular e a espessura da parede ventricular (histomorfometria ou 

ecocardiografia), o que auxiliaria no esclarecimento deste ponto.   

A hipertrofia celular induzida por exercício tem implicação direta no nível de 

força desenvolvida por cardiomiócitos (Natali et al., 2002) que, por sua vez, tem 

implicação na função ventricular. Bidasee et al.(2008) demonstraram melhoras na 

contratilidade cardíaca in vivo em animais diabéticos exercitados. No presente 

estudo, os animais DE apresentaram maior amplitude de contração.  

 

5.3. Propriedades mecânicas 

 A freqüência cardíaca de ratos, em repouso, é aproximadamente 300 bpm (5 

Hz), porém, raramente miócitos cardíacos isolados respondem a esta freqüência de 

estimulação em temperatura ambiente. Por isso, optou-se por usar as freqüências de 

estimulação de 1 e 3 Hz, uma vez que com os equipamentos existentes no laboratório 

do DES-UFV é possível trabalhar apenas em temperatura ambiente.  

Além disso, optou-se por investigar apenas os miócitos que apresentaram uma 

relação positiva entre freqüência de estimulação e amplitude de contração. Alguns 

miócitos ventriculares de ratos podem apresentar esta relação negativa (Natali et al., 

2001), fato que pode mascarar os resultados. A relação positiva entre freqüência de 

estimulação e amplitude de contração resulta de movimento iônico através do 

sarcolema que aumenta a disponibilidade de íons Ca2+ no interior dos miócitos 

cardíaco e conseqüente ativação de miofilamentos.  A hipótese de que existe uma 

relação linear entre o pico de [Ca2+]i sistólico e [Ca2+] i diastólico seguidos de um 

aumento na freqüência de estimulação indica que o aumento de Ca2+, assim como o 

aumento na freqüência de estimulação, resulta em maior influxo de Ca2+ via corrente 

de cálcio tipo L (ICaL) por unidade de tempo. Um aumento na freqüência de 

potenciais de ação também causa aumento do influxo de Na+ por unidade de tempo. 

Como conseqüência, a entrada de Ca2+ via trocador Na+ / Ca2+ é favorecida, enquanto 

a saída de Ca2+ é menos favorecida. Esse evento aumenta a [Ca2+]i e estimula 

liberação de Ca2+ pelo RS, resultando em maior amplitude de contração (Langer, 

1987; Lewartowski & Pytkowski, 1987; Layland & Kentsuh, 1999; Bers, 1993; Cook 

et al. 1997, Bers, 1993; Natali, 2000).  

Após análise dos dados de contratilidade, considerando os fatores exercício, 

diabetes e região, observou-se que não houve diferença estatística entre os valores 

das regiões EPI e ENDO. Desta forma, os dados destas regiões foram colocados 
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juntos e analisados como dados de miócitos isolados do ventrículo esquerdo como 

um todo.  

5.3.1. Amplitude de contração celular 

 

A Figura 8 mostra a amplitude de contração (% de encurtamento celular) de 

cardiomiócitos dos grupos CN, CNE, DS e DE estimulados na freqüência de 1 e 3 

Hz. Verificou-se que em estimulação na freqüência de 1Hz (Figura 8 A), o diabetes 

não afetou a amplitude de contração dos cardiomiócitos (DS, 8,6 ± 0,1 % vs CN, 8,8 

± 0,2 %, respectivamente, p=0, 494). Entretanto, o programa de natação aplicado 

aumentou a amplitude de contração nesses animais (DS, 8,6 ± 0,1 % vs DE, 9,5 ± 0,1 

%, respectivamente, p<0, 001). Nos animais não diabéticos, da mesma forma, o 

programa de natação aumentou a amplitude de contração dos miócitos (CN, 8,8 ± 0,2 

% vs CNE, 9,4 ± 0,2 %, respectivamente, p =0, 045). 

Todavia, quando estimulados a 3 Hz (figura 8 B), a amplitude de contração 

foi reduzida pelo diabetes (CN, 11,0±0,2% m vs DS, 10,2± 0,2% m., 

respectivamente, p<0, 001). Entretanto, o programa de natação aumentou a 

amplitude de contração dos cardiomiócitos nestes animais (DS, 10,2± 0,2 % vs DE, 

11,6 ± 0,2%, respectivamente, p<0, 001). Entre os animais não diabéticos, da mesma 

forma, o programa de natação aumentou a amplitude de contração celular (CN, 11,0 

± 0,2 % vs CNE, 12,4 ± 0,2 %, respectivamente, p<0, 001).  

Esses resultados mostram que 105 dias de diabetes foram suficientes para 

reduzir a amplitude de contração dos miócitos cardíacos quando estimulados em 

freqüência próxima à fisiológica (3Hz), em temperatura ambiente. Esta redução da 

amplitude de contração reflete alterações importantes, tais como redução na fração 

de encurtamento, no diâmetro diastólico final, no diâmetro sistólico final do 

ventrículo esquerdo e no débito cardíaco em corações de ratos diabéticos in vivo 

(Shao, et al., 2009). Caracteristicamente, corações com cardiomiopatia diabética 

apresentam menor volume diastólico final, volume de ejeção, fração de ejeção, 

débito cardíaco e maior volume sistólico final (Loganathan, et al., 2007), alterações 

estas observadas tanto em modelos experimentais de DM quanto em seres humanos. 

Ressalta-se que Howarth et al.(2008) verificaram que dois meses de diabetes não 

foram suficientes para alterar a amplitude de contração de miócitos cardíacos 

diabéticos estimulados a 1Hz.   
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Figura 8. Amplitude de contração de miócitos do ventrículo esquerdo estimulados a 

1 Hz (A) e 3 Hz (B) em temperatura ambiente. Controle não diabético (CN) (de 106 

a 227células); controle não diabético exercitado (CNE) (78 a 173células); diabético 

sedentário (DS) (de109 a 316 células); e diabético exercitado (DE) (de 153 a 354 

células). Dados são expressos em média ± erro padrão da média. *, diferente de CN. 
**, diferente de DS (p <0,05). 

 

Alguns mecanismos são responsáveis pela redução da amplitude de contração 

do cardiomiócito. Um deles é a redução da sensibilidade dos miofilamentos 

contráteis ao Ca2+ (Bers & Weber, 2002, Bers, 2002; Fang et al., 2004; Moore & 

Volker, 2005; Howarth et al. 2008), fenômeno que pode ser afetado por diferentes 
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fatores, tais como diminuição da temperatura, acidose e altas concentrações de 

fosfato. Entretanto, cardiomiócitos de ratos Goto-Kakizaki com DM tipo 1 

apresentaram aumento da amplitude de contração associada a uma redução na 

amplitude do transiente de Ca2+. Isto sugere que a sensibilidade dos miofilamentos ao 

Ca2+ estava aumentada, o que poderia ser um mecanismo compensatório para 

preservar a função mecânica do coração no DM (Howarth & Qureshi, 2008).  

Outro possível mecanismo é a redução da [Ca]i. Estudos mostraram que a 

[Ca]i apresenta-se reduzida em cardiomiócitos de animais com diabetes experimental 

(Lagadic-Gossmann et al., 1996; Ren & Bode, 2000). Essa alteração da [Ca]i pode 

ser explicada principalmente pela diminuição da taxa de armazenamento de Ca2+ pelo 

RS e redução na liberação de cálcio pelo RS. Em cardiomiócitos de animais com 

diabetes experimental, o armazenamento de cálcio do RS estava reduzido em função 

do aumento da atividade do NCX e da diminuição da recaptação de Ca2+ pelo RS via 

SERCA2 (Stolen et al., 2009). Há evidências que a liberação de Ca2+ do RS via 

RyR2, está alterada nos cardiomiócitos de animais diabéticos, pois os RyR2 sofrem 

redução da expressão e/ou função na presença de DM (Bidasee et al. 2001, 2003, 

2008). Além disso, uma redução na densidade de túbulos transversos destes miócitos 

pode alterar o espaço entre os canais de cálcio tipo L e os RyR2, que se tornam 

menos eficientes durante o acoplamento excitação-contração (Stolen et al., 2009). 

Em conseqüência, pode ocorrer redução na amplitude de contração.  

O programa de natação empregado no presente estudo aumentou a amplitude 

de contração dos miócitos de animais diabéticos e não diabéticos. Para os animais 

diabéticos, isso indica que o exercício promoveu adaptações positivas nos 

cardiomiócitos de maneira a atenuar ou recuperar algumas anormalidades mecânicas. 

Isto tem impacto importante no ventrículo esquerdo desses animais. Por exemplo, 

corações de ratos diabéticos exercitados apresentam melhoras na contratilidade 

cardíaca, especificamente com aumento, in vivo, no débito cardíaco, na fração de 

encurtamento e no diâmetro diastólico final do ventrículo esquerdo, assim como 

redução no diâmetro sistólico final do ventrículo esquerdo, in vivo (Loganathan et al., 

2007; Bidasee et al., 2008; Shao et al., 2009;). Os achados do presente estudo, em 

cardiomiócitos isolados, auxiliam na explicação da melhora da função cardíaca 

observada em animais com diabetes experimental após um programa de exercício. 

  Em miócitos cardíacos isolados de animais não diabéticos, alguns 

mecanismos têm sido propostos como responsáveis pelo aumento da amplitude de 
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contração em resposta ao exercício físico regular, a saber: aumento na sensibilidade 

dos miofilamentos ao Ca2+, aumento da [Ca2+]i e hipertrofia do aparato contrátil dos 

cardiomiócitos (Diffee, 2004; Kemi 2007; Kemi et al., 2008; Wisloff et al., 2009).  

 Em cardiomiócitos de animais diabéticos, apesar de alguns resultados em 

contrário (Howarth et al., 2008; Howarth et al., 2009), há evidências que o exercício 

físico regular promove aumento na amplitude de contração (Stolen et al., 2009; Shao 

et al; 2009). Estes autores justificaram o aumento da amplitude em função da 

normalização da função do NCX, da CaMKII e da redução do vazamento de Ca2+ do 

RS e aumento do conteúdo de Ca2+ do RS. Estas adaptações promovem o aumento 

do inotropismo dos cardiomiócitos após o treinamento físico. 

5.3.2. Tempo de contração celular 

 

5.3.2.1. Tempo para o pico de contração 

A Figura 9 A mostra que os miócitos dos animais diabéticos sedentários 

apresentaram tempo para o pico de contração superior ao dos animais não diabéticos 

sedentários (DS, 500,0 ±5,9 ms vs CN 417,0±7,0ms, respectivamente, p<0, 001), 

quando estimulados a 1 Hz. Entretanto, o programa de natação foi capaz de reduzir 

significativamente o tempo para o pico de contração nos animais diabéticos (DS, 

500,0±5,9 ms vs DE, 477,0±5,6ms, respectivamente, p=0, 005). Porém, em animais 

não diabéticos, o programa de natação aplicado não alterou significativamente o 

tempo para o pico de contração (CN, 417,0 ±7,0ms vs CNE, 402,0 ± 8, ms, p=0, 

157).  

 Quando estimulados a 3 Hz (figura 9 B), os miócitos cardíacos dos animais 

do grupo DS apresentaram tempo para o pico de contração mais longo, quando 

comparados aos do grupo CN (361± 5,7 ms vs 319,0± 5,8 ms, respectivamente, p<0, 

001). O programa de natação foi capaz de reduzir significativamente o tempo para o 

pico de contração nos animais diabéticos (DS, 361± 5,7 ms vs DE, 333,0 ± 4,8 ms, 

p<0, 001). Nos animais não diabéticos, da mesma forma, esse programa reduziu o 

tempo para o pico de contração dos miócitos (CNE, 289,0± 6,8 ms vs CN, 319,0 ±5,8 

ms, p<0, 001).   
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Figura 9. Tempo para o pico de contração de miócitos do ventrículo esquerdo 

estimulados a 1Hz (A) e 3Hz (B). Controle não diabético (CN) (de 106 a 227células); 

controle não diabético exercitado (CNE) (78 a 173células); diabético sedentário (DS) 

(de109 a 316 células); e diabético exercitado (DE) (de 153 a 354 células). Dados são 

expressos em média ± erro padrão da média. *, diferente de CN. **, diferente de DS, p 

<0,05. 

 

5.3.2.2. Velocidade máxima de contração (m/s) 

Os dados de velocidade máxima de contração estão apresentados na Figura 10 

reforçam aqueles da Figura 9. Quando estimulados a 1 Hz, os cardiomiócitos dos 

animais diabéticos sedentários apresentaram redução de aproximadamente 21,4% na 

velocidade máxima de contração, quando comparados a animais não diabéticos (DS, 

44,3±1,3m/s vs CN, 56,3±1,5m/s, p<0, 001). O programa de natação, por sua vez, 

aumentou em 13% a velocidade máxima de contração nos animais diabéticos (DE, 

50,4 ±1,2 m/s vs DS, 44,3±1,3m/s, p<0, 001). Nos animais não diabéticos, da 

mesma forma, o programa de natação aumentou em 12 % a velocidade máxima de 

contração (CNE, 63,3±1,8 m/s vs CN, 56,3±1,5m/s, p=0, 004). 
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Quando estimulados a 3 Hz (Figura 10 B), a velocidade máxima de contração 

foi significativamente reduzida nos animais diabéticos sedentários, comparados aos 

não diabéticos sedentários (DS, 62,3± 2,4 m/s vs CN, 88,3±2,5m/s, p<0, 001). O 

programa de natação aumentou a velocidade máxima de contração nos 

cardiomiócitos dos animais diabéticos (DE, 73,2± 2,0m/s vs DS, 62,3± 2,4m/s, 

p<0, 001). Nos animais não diabéticos, houve aumento significativo da velocidade 

máxima de contração nos cardiomiócitos dos animais do grupo CNE, comparado ao 

CN (96,9± 2,9m/s vs 88,3±2,5m/s, respectivamente, p=0, 045). 
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Figura 10.  Velocidade máxima de contração de miócitos do ventrículo esquerdo 

estimulados a 1 Hz (A) e a 3Hz (B). Controle não diabético (CN) (de 106 a 

227células); controle não diabético exercitado (CNE) (78 a 173células); diabético 

sedentário (DS) (de 109 a 316 células); e diabético exercitado (DE) (de 153 a 354 

células). Dados são expressos em média ± erro padrão da média.*, significativamente 

diferente de CN, p<0,05. **, Significativamente diferente de DS, p <0,05. 
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Estes dados mostram que o diabetes promoveu um prolongamento do tempo 

necessário para o pico de contração celular e reduziu a velocidade máxima de 

contração, indicando que cardiomiócitos de animais com diabetes se contraem mais 

lentamente que seus controles não diabéticos.  Esta alteração tem implicações 

negativas na função cardíaca destes animais. 

A velocidade de contração das células cardíacas é controlada pelas proteínas 

reguladoras da movimentação de Ca2+ intracelular e pela taxa de hidrolise de ATP 

que, por sua vez, regula a taxa de formação de pontes cruzadas (Diffee, 2004; Bers, 

2002).  Em função da redução da quantidade de substrato (glicose) para produção de 

energia (ATP) em cardiomiócitos de animais diabéticos, a oxidação de ácidos graxos 

aumenta, porém, a velocidade de produção de ATP por essa via é mais lenta (An & 

Rodrigues, 2006). Em conseqüência, o processo contrátil fica mais lento.   

Em relação à regulação da movimentação de Ca2+, sabe-se que cardiomiócitos 

de animais diabéticos apresentam redução na expressão de proteínas regulatórias da 

movimentação de Ca2+ (ex. RyR2, CaMKII, PLB, SERCA2 e NCX - Bidasee et 

al.,2001; Kim et al., 2001; Choi et al., 2002; Bidasee et al.,2003 ; Bidasee et al., 

2004; Shao et al., 2009; Stolen et al., 2009), o que pode comprometer o acoplamento 

excitação contração. Além disso, há evidências que o DM reduz a funcionalidade 

(capacidade de vincular [3H] rianodina) e a expressão dos RyR2 (Bidasee et al. 2001, 

2003, 2008) em apenas 4-6 semanas.  

A redução na velocidade de contração em cardiomiócitos de animais com DM 

pode ser explicada, pelo menos em parte, pela redução da densidade de receptores 

RyR2 e /ou redução no número de receptores funcionais e pela diminuição da 

sensibilidade desses receptores e das proteínas contráteis aos íons Ca2+. Essas 

alterações levam à dessincronização da liberação de Ca2+ e compromete o processo 

contrátil (Bidasee et al., 2001; Fang et al., 2004 Shao et al., 2009). 

  Nesse sentido, a estabilidade reduzida de RyR2 pode comprometer a 

liberação e o armazenamento de Ca2+ pelo RS num processo descrito por Stolen et 

al.(2009) como vazamento de Ca2+. Esses autores sugerem que a disfunção de 

SERCA2, o aumento de NCX e a hiperfosforilação de CaMKII podem explicar o 

conteúdo reduzido de Ca2+ do RS. A hiperfosforilação de CaMKII, poderia alterar a 

função dos RyR2 e promover o vazamento de Ca2+ do RS. Além disso, o aumento da 

atividade de NCX compete com a SERCA2 pela remoção citoplasmática de Ca2+ 

diminuindo o conteúdo de Ca2+ armazenado pelo RS. Conseqüentemente, há uma 
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falta de sincronia entre liberação de Ca2+ do RS e acoplamento excitação-contração. 

Em outras palavras, a disponibilidade de Ca2+ para a contração celular é retardada.  

 Dessa forma, na presença de DM, as alterações nos RyR2 citadas 

anteriormente, podem explicar o prolongamento no tempo para o pico de contração e 

a velocidade máxima de contração mais lenta das células cardíacas nos animais de 

DS e DE, quando comparados aos controles CN e CNE. 

Entretanto, após o programa de natação, houve redução no tempo para o pico 

de contração e aumento na velocidade máxima de contração dos cardiomiócitos, 

tanto em animais diabéticos como em não diabéticos, comparados aos seus controles 

sedentários. As adaptações ao exercício regular que aceleram a disponibilidade de 

Ca2+ no citosol e aumentam a taxa de hidrolise de ATP, contribuem para aumentar a 

velocidade da contração celular e reduzir o tempo para o pico de contração em 

cardiomiócitos.  

A velocidade de disponibilidade de Ca2+ no citosol é regulada principalmente 

pela velocidade de saída de Ca2+ do RS. Em cardiomiócitos de animais diabéticos 

db/db a restauração da função contrátil em resposta ao treinamento físico se deve 

principalmente à restauração da sincronia na liberação de Ca2+ do RS, paralela à 

redução da fosforilação de CAMKII citosólica que é responsável pela fosforilação 

dos RyR2 (Stolen et al., 2009).  

Há evidências que o exercício físico regular aumenta a expressão e ou 

atividade dos RyR2, a sensibilidade de RyR2 e dos miofilamentos aos íons Ca2+  em 

animais  diabéticos e não diabéticos (Diffee et al., 2001;  Wisloff  et al., 2002; Diffee 

& Nagle, 2003; Diffee, 2004;  Kemi et al., 2008; Shao et al., 2009). Todavia, o 

exercício regular não altera o influxo Ca2+ através da membrana celular, via canais 

Ca2+ de tipo L, principal responsável pela ativação dos RyR2.  

Além disso, o exercício físico é capaz de aumentar a densidade e 

responsividade dos receptores -adrenérgicos (Bidasee et al., 2008), que podem 

afetar a velocidade de contração celular.  

Coletivamente, essas adaptações resultam em melhora nas propriedades 

contráteis dos cardiomiócitos em resposta ao exercício e aumento na capacidade 

contrátil do miocárdio e, conseqüentemente, em aumento do volume de ejeção e 

debito cardíaco destes animais. 
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5.3.3. Tempo de relaxamento celular 

 

5.3.3.1. Tempo para 50% de relaxamento 

A Figura 11A mostra que os cardiomiócitos dos animais diabéticos, quando 

estimulados a 1 Hz, exibiram um aumento significativo no tempo para 50% do 

relaxamento (DS, 781,0±11,4 ms vs CN, 708,0±13,4 ms, p<0, 001). O programa de 

natação reduziu o tempo para 50% do relaxamento nos animais diabéticos (DE, 

737,0±10,8 ms vs DS, 781,0±11,4 ms, p=0, 005). Nos animais não diabéticos, da 

mesma forma, o programa de natação reduziu o tempo para 50% do relaxamento 

(CN, 708,0±13,4 ms vs CNE, 646,0±15,5 ms, respectivamente, p=0, 002). 

Quando estimulados a 3 Hz (Figura 11 B), verificou-se que o tempo para 50% 

do relaxamento estava significativamente aumentado nos cardiomiócitos dos animais 

diabéticos (DS, 756± 22,1 ms vs CN, 619,0± 22,2 ms, respectivamente, p<0, 001). O 

programa de natação reduziu o tempo para 50% do relaxamento nos cardiomiócitos 

destes animais (DS, 756± 22,1 ms vs DE, 698±18,6 ms p=0, 044). O mesmo ocorreu 

nos cardiomiócitos dos animais não diabéticos (CNE, 516,0± 26,1 ms vs CN, 619,0± 

22,2 ms, p=0, 003). 

 

5.3.3.2. Velocidade máxima de relaxamento 

Os dados relativos à velocidade máxima de relaxamento celular estão 

apresentados na Figura 12 e complementam aqueles apresentados na figura 11. 

Quando estimulados a 1 Hz (Figura 12 A), a velocidade máxima de relaxamento dos 

cardiomiócitos não foi alterada pelo diabetes (CN, 44,5±1,7m/s vs 42,5 ±1,4m/s, 

p=0, 386). Entretanto, o programa de natação aplicado aumentou, em 

aproximadamente 11%, a máxima velocidade de relaxamento dos cardiomiócitos nos 

animais diabéticos (DE, 47,4±1,3 m/s vs DS, 42,5±1,4m/s, p=0, 015). Nos 

animais não diabéticos, da mesma forma, o programa de natação aumentou, em 

aproximadamente 15% a velocidade máxima de relaxamento (CN, 44,5 ± 1,7 m/s 

vs CNE, 51,5 ± 2,0 m/s, p =0, 008). 
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Figura 11. Tempo para 50% do relaxamento de miócitos do ventrículo esquerdo 

estimulados a 1Hz (A) e 3Hz (B). Controle não diabético (CN) (de 106 a 227células); 

controle não diabético exercitado (CNE) (78 a 173células); diabético sedentário (DS) 

(de109 a 316 células); e diabético exercitado (DE) (de 153 a 354 células). Dados são 

expressos em média ± erro padrão da média. *, significativamente diferente de CN, 

p<0,05. **, Significativamente diferente de DS, p <0,05. 

 

Na freqüência de 3 Hz (Figura 12 B), é possível observar que os 

cardiomiócitos dos animais diabéticos sedentários apresentaram menor velocidade 

máxima de relaxamento que os controles não diabéticos (DS, 63,0± 2,7 m/s vs CN, 

78,0± 2,7m/s p<0.001. O programa de natação aumentou a velocidade máxima de 

relaxamento nos animais diabéticos (DS, 63,0± 2,7 m/s vs DE, 71,0± 2,0m/s, p=0, 

020). Paralelamente, nos animais não diabéticos, o programa de natação aumentou 

significativamente a velocidade máxima de relaxamento dos cardiomiócitos (CN, 

78,0 ± 2,7m/s vs CNE, 88,0±3,0m/s, p=0, 014). 
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Figura 12. Velocidade máxima de relaxamento de miócitos do ventrículo esquerdo 

estimulados a 1Hz (A) e 3Hz (B). Controle não diabético (CN) (de 106 a 227células); 

controle não diabético exercitado (CNE) (78 a 173células); diabético sedentário (DS) 

(de109 a 316 células); e diabético exercitado (DE) (de 153 a 354 células). Dados são 

expressos em média ± erro padrão da média. *, significativamente diferente de CN, 

p<0,05. **, significativamente diferente de DS, p <0,05.  

Esses resultados mostram que 105 dias de diabetes induzida por STZ 

prolongou o tempo de relaxamento celular e reduziu a velocidade máxima de 

relaxamento, demonstrando que cardiomiócitos de animais diabéticos relaxam mais 

lentamente que aqueles de animais não diabéticos.  

Sabe-se que para o cardiomiócito relaxar é necessário que o Ca2+ seja 

removido do citosol. Isso depende principalmente do retorno do Ca2+ para o RS (via 
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SERCA2, PLB), para o meio extracelular (NCX, Ca2+ ATPase do sarcolema) e para 

a mitocôndria (transporte de Ca2+ mitocondrial). Há evidências que cardiomiócitos de 

animais diabéticos apresentam expressão e função de SERCA2 e PLB reduzidas 

(Bidasee et al., 2001; Choi et al., 2002; Bidasee et al., 2004; Vasanji et al., 2006; 

Bidasee et al., 2008). Isto diminui a velocidade com que esses íons são removidos do 

citosol. Essas alterações foram associadas ainda à depressão da PKA e CaMKII, 

responsáveis pela fosforilação de PLB. Além disso, a não fosforilação de PLB por 

CaMKII diminui a afinidade de SERCA2 por Ca2+ e inibe a recaptação de Ca2+ pelo 

RS, o que contribui para tornar mais lento o relaxamento celular (Choi et al. 2002).  

Em relação ao NCX, cardiomiócitos de animais com diabetes apresentam 

expressão reduzida de proteínas de NCX e seu RNAm, o que dificulta o retorno de 

Ca2+ para o sarcolema e contribui para o aumento da [Ca2+]i diastólico (Hattori et al. 

(2000). 

O relaxamento mais lento tem impacto importante no ciclo cardíaco levando a 

disfunção diastólica e redução da eficiência do coração desses animais (Belke & 

Dillaman, 2004; Shao et al., 2009; Stolen et al., 2009). Estes achados em nível 

celular são compatíveis com aqueles observados no órgão. Em estudos experimentais 

corações in vivo foram observadas disfunções diastólicas (Shao et al., 2009; 

Loganathan et al., 2007).  Além disso, o coração de diabéticos pode apresentar 

propriedades de relaxamento comprometidas, como prolongado tempo de 

desaceleração, dissincronia diastólica, relaxamento atrasado e enchimento anormal 

(Burguess et al., 2007).  

O programa de natação aplicado aqui, por sua vez, provocou uma redução no 

tempo para 50% do relaxamento e aumentou a velocidade máxima de relaxamento 

dos miócitos cardíacos dos animais diabéticos e não diabéticos. Esses resultados 

indicam um efeito positivo do PN em melhorar a função contrátil dessas células em 

animais não diabéticos e retornar a velocidade de relaxamento dos cardiomiócitos 

aos níveis dos animais não diabéticos sedentários (CN).  

Há evidências de que o aumento da velocidade de relaxamento dos 

cardiomiócitos de animais diabéticos em resposta ao exercício regular ocorre, 

principalmente, pelo aumento da velocidade de remoção de Ca2+ do citosol. Isto se 

deve ao aumento da expressão de SERCA2 e PLB (Shao et al., 2009; Stolen et al., 

2009), normalização da expressão e função dos NCX, redução na fosforilação de 

CaMKII e restauração da densidade de túbulos transversos (Stolen et al. 2009). Em 
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animais não diabéticos, da mesma forma, foi demonstrado que o exercício físico 

regular promove aumento no seqüestro de, via SERCA2 e PLB (expressão e função), 

mas sem alterações no NCX (Wisloff et al., 2002, Kemi et al., 2007).   

O relaxamento mais rápido dos cardiomiócitos tem impacto importante na 

função cardíaca destes animais diabéticos e não diabéticos, revelado através do 

aumento da capacidade de trabalho, do volume de ejeção e do débito cardíaco 

(Stolen et al., 2009; Loganathan et al., 2007; Kemi et al., 2008).  

 

6. CONCLUSÕES  

Concluiu-se que o programa de natação aplicado não alterou de forma distinta 

o comprimento, largura e volume celulares, bem como a amplitude de contração, 

tempo de contração e tempo de relaxamento celular em miócitos cardíacos isolados 

de diferentes regiões (EPI e ENDO) do VE de ratos com DM tipo 1 experimental. 

Porém, de forma independente da região de origem dos cardiomiócitos, o programa 

de natação: 

  

1) aumentou a largura e o volume celular nos animais com DM tipo 1 

experimental, mas não alterou o comprimento celular nestes animais ou nos 

animais não diabéticos; 

2) aumentou a amplitude de contração celular nos animais com DM tipo 1 

experimental e nos animais não diabéticos;  

3) aumentou a velocidade de contração celular nos animais com DM tipo 1 

experimental e nos animais não diabéticos; 

4)  aumentou a velocidade de relaxamento celular nos animais com DM tipo 1 

experimental e nos animais não diabéticos. 

 

Neste trabalho nós verificamos os efeitos do exercício físico em 

atenuar as disfunções morfológicas e contráteis em cardiomiócitos de animais 

com diabetes experimental.  Esses achados são importantes para o 

entendimento, em nível celular, dos benefícios do exercício físico para o 

músculo cardíaco de indivíduos com diabetes mellitus.  Todavia, novos 

estudos são sugeridos para que se possa  conhecer os mecanismos 

moleculares responsáveis pelas melhoras da contratilidade  dos miocitos 

cardíacos observadas no presente estudo. 
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