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RESUMO

SILVA, Mércia Ferreira da, D.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, outubro de 2014.
Efeitos do treinamento fisico combinado com insulinoterapia sobre o miocardio de
ratos com diabetes induzidaOrientadora: I1zabel Regina dos Santos Costa Maldonado.

O Diabetes Mellitus Tipo 1 (DMT1) ocorre devido a diminuicdo na secrecao de insulina
pelo pancreas, comprometendo varios 6rgaos. Esta frequentemente associado a disfuncdes
cadiacas que caracterizam a cardiomiopatia diabética. O tratamento farmacol6gico do
DMT1 faz-se por meio da insulinoterapia e o exercicio fisico tem sido usado como
estratégia nao-farmacoldgica. Assim, o objetivo do presente estudo foi verificar os efeitos
de um programa de treinamento em natacdo associado ao tratamento com insulina sobre o
miocardio de ratos com DMT1 experimental. Sessenta ratos Wistar com 30 dias de idade
foram separados em seis grupos experimentais (n=10), a saber: controle Sedentério (CS);
diabético sedentario (DS); diabético sedentério tratado com insulina (DSI); eontrol
exercitado (CE); diabético exercitado (DE); e diabético exercitado tratado com insulina
(DEI). O diabetes foi induzido por uma injecao intraperitoneal de estreptozootocina (60
mg/kg de massa corporal) diluida em tampao citrato de sédio (0,1 M, pH 4.5), enquanto os
animais controles receberam a mesma dose do veiculo. O tratamento com insulina foi
iniciado sete dias ap0s a inducao do diabetes e consistiu de uma injecdo subcutanea diaria
de 1-4 Ul de insulina, durante oito semanas. O tratamento com exercicio foi iniciado sete
dias apo6s a inducao do diabetes ou uso do veiculo e consistiu de 90 minutos diarios de
natacdo, 5 dias por semana, durante oito semanas. O projeto recebeu aprovacdo da
Comissdo de Etica no uso de animais da Universidade Federal de Vicosa (n® 51/2011).
Apoés os tratamentos os animais foram avaliados por eletrocardiograma e ecocardiograma
para andlise do ritmo cardiaco e da funcdo ventricular esquerda, respectivamente. Em
seguida, os animais foram submetidos a eutanasia e tiveram os coracdes removidos para
andlise do transiente intracelular global de calcio®[gada ultraestrutura e da funcéo
mitocondrial. O diabetes reduziu a fracdo de encurtamento e a fracdo de ejecao do VE e
prolongou os intervalos QT e QTc, além de reduzir a frequéncia cardiaca de repouso dos
animais. O treinamento fisico associado ao tratamento com insulina aumentou a frequéncia
cardiaca de repouso, as fracfes de encurtamento e de ejecdo e reduziu os intervalos QT e
QTc. O diabetes reduziu a amplitude e prolongou o tempo para o decaimento do transiente
de [C&";, aumentou a captacdo mitocondrial de célcio, a expressdo de NADPH oxidase 4

(Nox 4) e de proteina desacopladora 2 (UCP 2) e reduziu a expressdo de superoxido

XVi



dismutase (SOD). Por outro lado, o programa de natacdo associado ao tratamento com
insulina aumentou a amplitude e reduziu o tempo para o decaimento do transiente de
[Ca™];, a expressdo de Nox4 e de UCP2. Mitocdndrias isoladas dos ratos diabéticos
produziram menores quantidades deOH que as dos controles. A associagdo dos
tratamentos normalizou a liberacdo dgbkimitocondrial desses animais. Houve aumento

na razdo GSH/GSSG nos coracdes dos animais diabéticos. Esse aumento nao foi afetado
pelos tratamentos, tanto isolados quanto combinados. Ocorreu maior oxidacdo de proteinas
no miocardio dos animais diabéticos, tendo sido esse efeito revertido pelo tratamento com
insulina, isoladamente ou em combinacdo com o treinamento fisico. O diabetes induziu
desorganizacao das cristas mitocondriais e aumentou o volume mitocondrial. A combinacao
dos tratamentos atenuou essas anormalidades. Em conclusdo, o treinamento em natacéo
associado a terapia com insulina, durante oito semanas, atenua os efeitos deletérios do

DMT1 sobre o miocardio de ratos.
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ABSTRACT

SILVA, Marcia Ferreira da, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, october,Effdets of
physical training combined with insulin therapy on the myocardium of rats with
induced diabetes Adviser: Izabel Regina dos Santos Costa Maldonado.

The Type 1 Diabetes Mellitus (T1DM) occurs due to decreased insulin secretion in the
pancreas, which undertakes various organs. This disease is often associated with cardiac
dysfunctions that characterize diabetic cardiomyopathy. The pharmacological treatment of
T1DM is done by insulin and exercise has been used as a non-pharmacological strategy. The
aim of this study was to investigate the effects of a swimming training program associated
with insulin therapy on the myocardium of rats with experimental TLDM. Sixty male Wistar
rats with 30 days of age at the onset of the experiment were divided into six experimental
groups (n = 10), namely: sedentary control (CS); sedentary diabetic (DS); sedentary diabetic
treated with insulin (DSI); exercised control (CE); exercised diabetic (DE); and insulin-
treated diabetic exercised (DEI). Diabetes was induced by an injection of streptozotocin (i.p.
60 mg / kg body weight) diluted in sodium citrate buffer (0.1M, pH 4.5), whereas control
animals receive the same dosage of the vehicle. The insulin therapy was initiated seven days
after the induction of diabetes and consisted of a daily subcutaneous injection of 1-4 IU of
insulin (i.p), for eight weeks. The exercise training was initiated seven days after the
induction of diabetes or the use of placebo and consisted of swimming 90 minutes/day, five
days/week, for eight weeks. The project was approved by the Ethics Committee on the use of
animals of the Federal University of Vigcosa (No. 51/2011). After treatments, the animals
were evaluated by electrocardiography and echocardiography to analyze teeartdrdeft
ventricular function, respectively. Then the animals were euthanized and the hearts were
removed to analyze the intracellular global calcium transient*{[{;aoxidative stress, as

well as mitochondrial ultrastructure and function. Diabetes reduced both fractional shortening
and ejection fraction of the left ventricle, prolonged QT and QTc intervals and reduced
resting heart rate. The exercise training program associated with insulin treatment increased
the resting heart rate, fractional shortening and ejection fraction and reduced the QT and QTc
intervals. Diabetes reduced the amplitude and prolonged the decay time of fflg [Ca
increased mitochondrial calcium uptake, the expression of NADPH oxidase 4 (Nox 4) and of
uncoupling protein 2 (UCP 2), and decreased the expression of superoxide dismutase (SOD).
Exercise training associated with insulin treatment increased the amplitude and decreased the

decay time of the [C4];, the expression of UCP2 and of Nox4. Mitochondria isolated from
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diabetic rats produced smaller quantities @OF as compared to controls. Neither exercise
training nor insulin treatment alone affected mitochondrigDHproduction. However, the
combination of treatments normalized mitochondriglOi release. It was observed an
increased GSH / GSSG ratio in the hearts of diabetic animals. Such change was not affected
by the treatments either isolated or in combination. There was higher protein oxidation in the
hearts of diabetic rats; however, this effect was attenuated by either insulin treatment itself or
in combination with exercise training. DMT1 disrupted mitochondrial cristae and augmented
mitochondrial volume. Exercise training combined with insulin treatment attenuated such
abnormalities. In conclusion, swimming training associated with insulin therapy during eight

weeks attenuates the deleterious effects of DMT1 on the myocardium of rats.
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1. INTRODUCAO

Dados recentes indicam que Diabetes Mellitus (DM) é uma doenca cronica que
afeta 382 milhdes de pessoas. A perspectiva € que em 2035 esse numeros aumente para 592
milhdes (IDF, 2014). O DM é um disturbio do metabolismo de carboidratos que apresenta,
entre outras manifestacdes, a hiperglicemia continua ou intermiteBf&. Tpo 1 (DMT1)
tem como causa primaria a destruicdo auto-imune das células beta-pancreéticas, responsaveis
pela producéo de insulina, ao passo que a causa do DM tipo 2 (DMT2) é devido a resisténcia
das células alvo a insulina (Fang et al., 2004; Aires, 2008; Howarth et al., 2008).

Na auséncia de insulina, a hiperglicemia crénica advinda do DMT1, causa alteracdes
funcionais, estruturais e metabdlicas em nivel celular e tecidual que comprometem diferentes
orgaos. No miocardio, DM desenvolvera cardiomiopatia diabétigae gerea distirbios no
ritmo e na contratilidade do miocardio que, em associa¢ao a outras alteracdes, prejudicam o
desempenho cardiaco. Ratos com diabetes induzido por estreptozotocina apresentam redugao
da frequiéncia cardiaca, da fracdo de ejecao, do volume de ejecao, do débito cardiao, e aind
exibem contracdes espontaneas no atrio direito e aumento do conteddo de colageno no
intersticio cardiaco. Em nivel celular, cardiomiocitos de animais com diabetes apresentam
aumento do estresse oxidativo (producdo de espécies reativas de oxugénio), aumento da
biogénese mitocondrial, aumento da expressédo de célcio-calmodulina quinase Il (CaMKIlI),
aumento da captacdo mitocondrial de’’Caentre outras alteracbes (Fang et al., 2004,
Bidasee et al., 2008)uncan, 2011, Nishio et .al2012, Dhalla et al., 2012; Teshima et al.,
2014).

Essas alteragBes resultam em disfungéo sistélica e diastdlica, principalmente pela
diminuicdo da complacéncia e da contratilidade do miocéardio (Das, 1989; Loganathan et al.,
2007; Saunders et al., 2008). Ocorre também o comprometimento da funcdo dos receptores
de rianodina (RYR) e ATPase sarcoplasmética (SERCA), consequentemente, ha reducéo no
contetido de CGaliberado pelo reticulo sarcoplasmatico, aumento dt” @mplasmaticoe
comprometimento da contracao e relaxamento dos cardiomidcitos (Shao et al., 2009; Silva et
al., 2010.

Nessa situacdo, as mitocondrias cardiacas tém um papel crucial, principalmente, na
resposta adaptativa servindo como um local de depésito do excessd' dati@aelular
(Dhalla et al., 1982). Entretanta, utilizacdo de acidos graxos como fonte primaria de
energia, por um periodo prolongado, resulta em aumento do estresse oxidativo e

comprometimento da morfologia e fungdo dessas organelas no coracdo diabético (Searls et
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al., 2004; Dhalla et al., 2014). A elevada producédo de espécies reativas de oxigénig (EROS)
induzida pelo aumento do metabolismo de lipideos incorre em aumento do danwmxidati
nos cardiomiécitos. Esse dano celular esta relacionado diretamente com a oxidagdo de
proteinas, conversao de lipideos em produtos reativos, nitragdo de tirosina, assim como
geracado de espécies reativas de nitrogénio e interacdo com DNA mitocondrial. Além disso, o
aumento dos niveis de EROS no DMT1 est4 associado a diminuicdo da eficiéncia de
superoxido dismutases (superoxido dismutase de zinco e superoxido dismutase de
manganés), catalagedo sistema glutationa peroxidase no miocardio (Bugger & Abel,
2010).

Por outro lado, estudos em animais e seres humanos com DMT1 tem mostrado que a
terapia com insulina reduz alteracdes estruturais e bioquimicas no coracdo de diabéticos.
Além de possibilitar o controle glicémicojresulina promove outros beneficios celulares que
contribuem para a reducédo das complicacfes cardiacas decorrentes do diabetes. Moreira et al.
(2006) verificaram que disfuncdes mitocondriais como aumento da captacdo mitocondrial de
C&”*, aumento da producéo de,®ie aumento de coenzima Q foram normalizadas apés 4
semanas de terapia com insulina. Na mesma linha, Lahaye et al. (2012) mostracam que
tratamento com insulina aumenta a expressdo de SERCA em cardiomiécitos de ratos
diabéticos, o que pode atenuar a disfuncéo diastélica.

O exercicio fisico, por sua vez, tem sido recomendado como tratamento nao
farmacolégico no controle dDM minimizando as alteragfes estruturais e funcionais nos
orgaos afetados pela doenca. Os beneficios da atividade fisica regular na funcéo cardiaca de
diabéticos incluem aumento na oxidacdo de glicose, no volume de ejecdo, no débito cardiaco
e reducdo da pressao arterial e da viscosidade sanguinea, além de melhora na sensibilidade
dos baroreflexos, na variabilidade da frequéncia cardiaca, na extensibilidade e desempenho
do miocardio, dentre outros (Albright et al.,2000; Loganathan et al;,20Q&nathan et al
2012. Além disso, 0 exercicio fisico atenua as disfuncdes contrateis em cardiomiocitos
isolados do ventriculo esquerdo, o que contribui para o melhor funcionamento cardiaco na
presenca de diabetes mellitus como sugere Silva et al. (2010).

Estudos tém buscado esclarecer os mecanismos celulares e moleculares responsaveis
pelos potenciais efeitos benéficos do exercicio fisico regular sobre a funcdo cardiaca em
modelos experimentais de DMT1 (Howarth et al., 2008; Bidasee et al., 2008; Shao et al.,
2009; Howarth et al.,2009; Silva et al., 2D1Borém, poucos estudos (Lahaye et al., 2010;
Lahaye et al., 2012) tem analisado os efeitos da combinagdo entre o treinamento fisico e

insulina sobre o miocardio de animais ou seres humanos com DMT1.



Assim, o presente estudo foi desenvolvido para investigar os efeitos do exercicio
fisico regular associado ao tratamento com insulina sobre o miocardio de ratos com diabetes
mellitus tipo 1 experimental, relacionando parametros moleculares, funcionais e estruturais

dos cardiomiécitos com a disfuncéo cardiaca observada na cardiomiopatia diabética.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Investigar os efeitos de um programa de treinamento em natacdo associado ao

tratamento com insulina sobre o miocéardio de ratos com diabetes mellitus tipol experimental
2.2. Objetivos Especificos

a) Verificar os efeitos do tratamento com isnulina sobre o transiente dé&';[Ca
funcdo mitocondrial, o estresse oxidativo e a ultraestrutura de cardiomiécitos de
ratos com DMT1 experimental,

b) Verificar os efeitos do treinamento com natacdo sobre o transiente d&; [Ga
funcdo mitocondrial, o estresse oxidativo e a ultraestrutura de cardiomiocitos de
ratos com DMT1 experimental,

c) Verificar se a combinacao de isulinotreapia e treinamento fisico induzem efeitos mais
pronunciados sobre o transiente de *[a a funcdo mitocondrial, o estresse
oxidativo e a ultraestrutura de cardiomiocitos de ratos com DMT1 experimental
guando comparado aos efeitos induzidos separadamente por cada um dos dois

tratamentos.

3. HIPOTESE



O treinamento fisico associado a insulina é mais eficiente em atenuar as disfuncdes

cardiacas em animais diabéticos do que ambos os tratamentos isolados.

4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1. O modelo experimental de diabetes induzido por estreptozotocina

A acao diabetogénica da estreptozotocina (STZ), substancia isolada do Streptomyces
achromogenes, foi descrita inicialmente por Rakieten et al. (1963) e Evans et al. (1965). A
injecao intravenosa de solugdes de STZ induziu diabetes em ratos e cées e, a partir desses
achados, o diabetes passou a ser induzido com sucesso em diferentes modelos experimentais.

A acado diabetogénica da STZ esta relacionada a citaledie e glicosilacdo de
proteinas das ilhotas pancreaticas, uma vez que STZ inibe seletivamente a enzima O-
GLcNAcase, responsavel pela remocdo de N-acetilglucosamina da proteina, causando
apoptose das células [leta-pancredticas (Konrad et al., 2001). Outro mecanismo proposto para
o efeito diabetogénico da STZ é que a droga promove lesdo nas células []etaIpancreaticas
por reduzir os niveis de NAD (Nicotinamida adenina dinucleotideo) disponivel (Akbarzadeh
etal., 2007)

Os ratos com diabetes induzido pela estreptozootocina apresentam algumas
caracteristicas como menor massa corporal, glicosuria, polifagia, hipoinsulinemia e
hiperglicemia (Hakim et al., 1997). A patofisiologia deste tipo de diabetes inclui distarbios do
ritmo e disfuncdo contratil do coracdo. Além disso, ratos com diabetes induzido com STZ
apresentam reducdo da atividade fisica diaria, temperatura corporal e na variabilidade da
frequéncia cardiaca (Howarth et al., 2006). Reducao na freqtiéncia cardiaca (FC) @escorac
isolados (De Angelis et al., 2000) e contracdes espontaneas no atrio direito (Sellers & Chess-
Williams, 2000) sugerem que alteracdes intrinsecas responsaveis pelos distlrbios no ritmo

cardiaco.

4.2 Alteracbes no metabolismo energético de cardiomiécitos de ratos diabéticos



Em condicdes fisioldgicas normais, o musculo cardiaco utiliza multiplos substratos
energeéticos, tais como carboidrato, acidos graxos, aminoacidos e cetonas. Porém, mudancas
no metabolismo energético, em funcdo de alteragbes no fornecimento e utilizacdo de
substratos, podem levar ao desenvolvimento de anormalidades metabdlicas e,
consequentemente, cardiomiopatia diabética (Saunders et al., 2008).

No interior dos cardiomiécitos, a glicose € convertida em energia, através da
glicolise, numa série de reacdes que ocorrem para a conversao de glicose em piruvato e
trifosfato de adenosina (ATP). Fosfofrutoquinase 1 (PFK1), enzima chave na via glicolitica,
cataliza a producdo 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
inorganico (Pi), sendo é inibida por frutose 1,6 bifosfato e pH. Essa e outras enzimas da via
glicolitica sofrem inibicdo em resposta a hiperglicemia (Donthi et al., Zta4#jey et al.,

2005). Além disso, estudos com fracdes de células mostraram que as enzimas glicoliticas
estdo agrupadas préximas ao reticulo sarcoplasmatico (RS) e sarcolema, sugerindo que as
reacles glicoliticas ndo sao distribuidas no citoplasma, mas ocorrem em um sigbdomin
(Stanley et al., 2005).

Dessa forma, estudos que analisam os efeitos da inibicdo de enzimas da via glicolitica
sugerem que o ATP gerado pela glicélise é, preferencialmente, utilizado pelo RS para a
captacdo de Ghe pelo sarcolema para manter a homeostase idnica. Além disso, a inibicdo
da glicélise piora o relaxamento celular em situacbes de isquemia e de reperfusdo do
miocardio, sugerindo que o ATP gerado pela via glicolitica € essencial para o relaxamento
celular (Stanley, 2005; An & Rodrigues, 2006).

Por outro lado, na presenca de DM, o coracédo rapidamente, se adapta passando a usatr,
exclusivamente, acidos graxos para a producdo de ATP. A hiperglicemia resultante da
diminuicdo da utilizacdo de glicose pelas células e do aumento na producdo hepética de
glicose incorre em aumento da lipdlise no tecido adiposo, contribuindo para elegacédo d
sintese de lipoproteinas e circulacdo de acidos graxos. Esses substratos sao rapidamente
convertidos e acumulados no musculo cardiaco sob a forma de triglicerideos e ceramida,
contribuindo para a lipotogidade e reducdo da funcéo cardiaca. Além disso, o consumo de
oxigénio pelo miocardio aumenta em funcdo da maior utilizacéo de lipideos como substrato
energético (Buchanan, et al., 2005; An & Rodrigues, 2006).

Por serem as principais geradoras de energia no miocardio, as mitocéndrias séo

organelas alvo em doencgas ligadas diretamente ao metabolismo energético. Disfuncdes
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mitocondriais, na presenca de DM, podem causar efeitos deletérios nas células cardiacas.
Animais knockout para Antl (gene que controla as modificacbes no conteido de ATP
mitocondrial e ADP citosélico) ou Tfam (fator de transcricdo mitocondrial que regula a
biossintese e a expressdo génica) apresentam déficit de energia nas célulzes cardia
situacdo de cardiomiopatia diabética (An & Rodrigues, 2006). Além disso, o diabetes
compromete também a utilizacdo de lactato como fonte de energia em células cardiacas. Em
estudos com animais diabéticos verificou-se que a utilizagdo de lactato parece sofrer redugéo
provavelmente, em decorréncia da diminuicdo da lactato desidrogenase (LDH) ou de
transportadores de lactato nos cardiomiocitos (An & Rodrigues, 2006).

Outras enzimas importantes da via glicolitica também podem estar alteradas no
coracado de diabéticos. Chatham & Seymour (2002) observaram que cardiomidcitos de ratos
com DM tipo 2 apresentavam depressdo na atividade enzimatica de piruvato desidrogenase
(PDH) e concomitante reducéo na oxidacéo de piruvato, podendo aumentar o desequilibrio na
utilizacdo de substratos pelas células cardiacas.

Paralelamente, o excesso de glicose pode afetar o crescimento e o desenvolvimento
das células cardiacas, assim como 0 seu processo contratil. Por exemplo, cardiomiécitos
expostos a altas concentracdes de glicose, acido palmitico e ceramida exibem anormalidades
nas proteinas contrateis e consequente desorganizacdo da maquinaria contratil cardiaca, além
de reducdo no contato intercelular e concomitante apoptose. H4 também reducéo na formacao
de novas miofibrilas, em particular quanto aos filamentos de miosina de cadeia pesada
(Dyntar et al., 2006).

Ademais, o0 aumento na concentracdo extracelular de glicose implica em
prolongamento do potencial de acdo dos midcitos cardiacos, afetando o acoplamento
excitacao-contracdo com aumento do tempo de relaxamento (Ren & Davidoff, 1997). Para
esses autores as vias de sinalizacdo que levam a alteracdes no acoplamento excitacdo-
contracdo na presenca de DM ainda ndo estdo bem definidas. No entanto, sugere-se que as
altas doses de glicose extracelular intereferem no acoplamento excitagdo-contracao do
cardiomiécito comprometendo os eventos iniciais por induzir mudancas em prateinas
(ex. canais idnicos) ou proteinas regulatérias (proteina kinase C- PKC ou calcio calmodulina
kinase II- CAMKII). Muitas proteinas regulatérias sdo conhecidas principalmente por
alterarem diretamente a fungdo de canais ibnicos ou bombas na membrana celular [PKC, por
exemplo, deprime o fluxo de potassio’Kpara fora da célula e a atividade de canais
liberadores de G4. A depress&o da corrente idnica de &m ratos, poderia ser responsavel

pelo prolongamento do potencial de agédo das células cardiacas (Bers, 2002).



Além disso, Mazumder et al. (2004) mostraram que coracdes de animais diabéticos
como os camundongos ob/ob consomen 30% mais oxigénio quando comparados & coragde
de ndo-diabéticos, enquanto geram a mesma ou menor quantidade de for¢ca contrétil. Para
Bayeva, Sawicki & Ardehali (2013) as razdes para essa ineficiéncia metabdlica do coraca
de diabéticos sdo multiplas e relacionadas as disfuncdes no balanco energético dos
cardiomidcitos. Um dos fatores relacionados a essas disfuncdes é o aumento do metabolismo
de acidos graxos que aumenta o consumo de oxigénio pelo miocardio. Ainda, esse aumento
na oxidacao lipidica esta associado a desacoplamentmndt@l ea reducéo do potencial
de membrana das mitocondrias por UCP2 e UCP3.

Logo, as alteracBes no metabolismo energético dos cardiomiociiigl rpyecedem
as demais anormalidades na estrutura e funcéo cardiaca.

4.3. Efeitos do traamento com insulina ou do treinamento figio aerobico sobre o

metabolismo energético de cardiomiocitos de ratos diabéticos

Os tratamentos medicamentosos com insulina e hipoglicemiantes e aqueles né&o-
medicamentosos com dieta e exercicio fisico tém sido indicados para portadores de DM com
0 objetivo de aumentar a utilizacdo de substratos energéticos pelas células, em especial a
glicose, para que as complicacbes metabdlicas e as alteracbes na estrutura e funcionamento
celular sejam atenuadas (Lahaye et al 2012).

A insulina € um horménio anabdlico produzido pelas células beta-pancreéticas que
atua como regulador chave do metabolismo de substratos pelas células, especialmente no
metabolismo de glicose. Esse horménio regula também a expressado génica, a proliferacao
celular, o fluxo de ions e a apoptose (Myers et al.,1996). Em cardiomidcitos, a insulina
estimula diretamente a captacéo de glicose pelo aumento na translocacéo de transportador
de glicose-4 (GLUT-4) até a superficie celular. Além disso, esse hormonio inibe aliberac
de acidos graxos nao-esterificados (NEFAS) pelo tecido adiposo, estimulando a glicdlise e
dessa forma aumentando a oxidacdo dos carboidratos. Este efeito da insulina sobre o
metabolismo cardiaco de glicose é determinado pela concentracéo local de insulina e pela
intensidade do exercicio/contracdo (Taegtmeyer, Mc Nuety & Young, 2002).. Além disso, a
insulina atua na regulacdo do tamanho do coragao, na expressao de isoformas de miosina,
assim como na modulacédo do tipo de substrato que sera utilizado pelas células cardiaca
(glicose ou acidos graxos). Com o objetivo de verificar os efeitos da insulina sobre o tamanho
do coracéo, Belke et al. (2002) utilizaram ratos knockout para receptor de insulina e

mostraram que esses animais apresentavam coracdo 20-30% menor que seus controles
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devido a reducdo no tamanho dos cardiomiocitos. Além disso, essas células apresentaram
expressao reduzida de GLUT1 e miosina de cadeia pesada.

As acgbes diretas da insulina sobre o metabolismo cardiaco estdo ligadas
especialmente ao rapido efeito da insulina sobre a atividade especifica de enzimas chave e
transportadores. Os efeitos da insulina sobre a expressdo protéica também sdo notados ,
principalmente quando mudancas importantes acontecem durante a inanicdo e diabetes
(Brownsey et al., 1997)No que se refere ao metabolismo de substratos para a produgéao de
energia, a insulina atua estimulando a captacdo de glicose pelas células cardiacas por
estimular a translocacdo de GLUT 4 . Além disso, o papel da insulna na expressédo de
proteinas de GLUT tem sido identificado como forma de examinar os efeitos diretos desse
horménio in vitro e mudangas durante a inani¢cdo e no diabetes , situagdes onde o transporte
de glicose no coracéo € bastante reduzido (Brownsey et al., 1997).

Além do exposto, a concentracdoo de glicogénio em diabéticos tipo 1( dependentes
de insulina) € aumentada, enquanto situacdo contraria ocorre no figado e nos musculos
esqueléticos. Porém , o aumento nas taxas de glicogénio no coracdo, em situacbes de
diabetes, ocorre sem aumento na oxidacdo de glicose. Isso esta associado principalmente
devido ao bloqueio na habilidade da insulina em induzir a ativacdo de glicogénio sintase
(Laughlin et al 1994). Assim, é possivel que o tratamento com insulina restabeleca as
concetracoes de glicogénio cardiaco e consequentemente a oxidacdo de glicostufasdas
cardiacas. A insulina estd ligada ainda a oxidacdoo de piruvato, na oxidacdo de &cidos
graxos e na regulacéo da glicolise nas células cardiacas. O complexo piruvato desidrogenase
€ 0 maior alvo para a acdo da insulina. Assim, os efeitos da insulina surgem através do
controle da entrega de substratos para o miocardio e também pela acédo direta da insulina
sobre a atividade especifica de piruvato desidrogenase. Dessa forma, a insulina aumenta a
atividade de piruvato desidrogenase, estimulando a producdo de ATP mitocondrial.

A regulacédo de GLUT e piruvato desidrogenase tem um papel importante no controle
da glicolise que é geralmente coordenada com as taxas de oxidacao de piruvato, aumentando
em resposta a insulina e ao aumento da carga de trabalho cardiaco. Ainda, a inscdina exe
uma rapida influencia sobre fosfofrutoquinase 1, regulando a sua atividade e
consequentemente a velocidade da glicolise (Brownsey et al., 1997). A insulina também
regula o metabolismo de acidos graxos, sendo que essa regulacao é dependente da regulacdo
do transporte de glicose e piruvato desidrogenase nos cardiomiocitos. A acado da insulina

na oxidacdo de acidos graxos se dara principalmente através da regulacdo de lipases como



lipoproteina lipase e carnitina palmitoil transferase I, enzimas criticas no metabolismo de
lipideos no coracéo.

Isso indica que a administracdo de insulina em pacientes ou modelos experimentais
com diabetes mellitus tipo 1 pode minimizar as altera¢cdes metabodlicas em cardiomidcitos e
dessa forma restaurar a funcdo contratil dessas células e assim a funcéo cardiaca como um
todo.

Estudos buscam esclarecer os efeitos do exercicio fisico na homeostasia da glicose,
tanto no musculo cardiaco quanto no musculo esquelético, que possam causar redugdo 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).

Loganathan et al. (2012) verificaram que os efeitos deletérios do diabetes sobre a
performance cardiaca estdo associados a elevacao dos niveis de diacilglicerol (ativador de
PKC). A ativacdo de PKC resulta em cardiomiopatia com fibrose intersticial e hipertrofia.
Consequentemente, o aumento de diaciacilglicemla ativacdo de PKC, no coracao
diabético, € um passo critico na patologia da cardiomiopatia diabética. Porém, esses autores
subemeteram ratos BBDR a oito semanas de exercicio em esteira rolante e verificaram que
0s animais diabéticos exercitados apresentaram niveis menores de diacilglicerol quando
comparados a seus controles sedentarios.

Além disso, Pold et al., 2005 e Fujii et al., 2006 sugerem que o exercicio fisico
promove aumento na ativacdo de enzimas que regulam o metabolismo de glicose e &cidos
graxos, como a proteina quinase ativada por adenosina monofosfato (AMPK), o que elevaria
a oxidacao de glicose e lipideos nas células cardiacas e reduzindo as complicacbes
metabolicas provocadas pela hiperglicemia.

Outros estudos mostraram que os niveis de fosfocreatina, reduzidos em animais com
diabetes, foram aumentados em resposta ao exercicio fisico (Meklehy1992; Mokhtar et
al.,1993). Esses autores observaram que a fosforilacdo oxidativa e a respiracdo mitocondrial
estavam elevadas apdOs o exercicio em esteira, 0 que poderia explicar a melhora da funcao
cardiaca apresentada pelos animais diabéticos exercitados.

De acordo com Davidoff et al. (2004), animais com alta ingestdo de carboidratos
exibiam disfun¢des nas células cardiacas, porém, quando foram tratados com bezafibrate, um
redutor dos niveis séricos de lipideos, ou realizavam corrida voluntaria, as alteracdes
cardiacas foram revertidas. Para estes autores o aumento na oxidagcdo de glicose e na
sensibilidade a insulina levam a prevencédo das disfun¢des contrateis nos midcitos cardiacos

afetados pelo DM.



Nessa perspectiva parece que as alteracdes intracelulares (moleculares e estruturais)
decorrentes do DM séo subjacentes as disfungBes sistdlicas e diastélicas causadas pela
hiperglicemia. Porém, as adaptacdes do miocardio ao exercicio fisico sdo capazes de atenuar
essas disfungdes, tornando mais eficiente o musculo cardiaco em situagdo de cardiomiopatia

diabética.

4.4. Efeitos do diabetes na funcdo cardiaca e na homeostasia dé'Ca

A funcado cardiaca de bombear o sangue tem por objetivo atender as demandas do
organismo e reflete alteracbes de volume e pressdo em cada camara cardiagareless
artérias na medida em que o coracdo completa cada ciclo. Estas ac¢des resultam em um débito
cardiaco que compreende, resumidamente, frequéncia cardiaca, volume sistOkco e
contratilidade do miocardio (Aires, 2008).

Em nivel celular, o acoplamento excitacdo-contracdo € um processo iniciado pela
estimulacdo elétrica dos midcitos cardiacos através do potencial de acédo (PA). Esse processo
compreende quatro fases, descritas em cardiomidcitos de ratos da seguinte forma: Fase O -
inicia o PA através de rapido influxo de sodio (Npelos canais de sédio dependente de
voltagem, gerando uma correntgy)le rapida despolarizacéo; Fase 1 - inicia-se com a lenta
inativacdo dos canais de Na consequente inativacio da,, Iseguida de rapida ativacéo de
canais de potassio (¥ gerando uma corrente de repolarizacdo precoce, transiente de
potassio para foraf), dominante nessa fase; Fase 2 - apds a repolarizacdo precoce, o PA
atinge um platd (fase 2) e o potencial de membrana permanece em um estado relativamente
despolarizado. Ap6s um aumento na concentracdo intracelular de calth §@avés da
liberagéio sarcoplasmatica de?Gao potencial reverso do trocador sédio e célcio (NCX)
assume uma direcdo positiva, gerando um potencial de membrana mais negativo. A
diminuicdo na condutancia de’ Kmediatamente depois da despolarizac¢éo via corrente de
potassio (k) também ajuda a manter o platd do PA; Fase 3 - a fase de plat6 finaliza com a
repolarizacdo da membrana celular caracterizando a fase 3 do PA; e Fase 4 - 0s midcitos
ventriculares mantém uma diferenca de potencial de 70 a 90 mV através da membrana com o
interior da célula sendo negativa em relacdo ao exterior, caracterizando o repouso celula
(Katz, 1992; Bers, 1993).

A presenca de Gano citosol é essencial na atividade cardiaca, p@gbativa os
miofilamentos no processo de contracdo. Durante o PA, apesar de pequena quantidade de

C&" entrar no citosol através dos canais dé&"@po T e NCX, a grande maioria dos fons
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Cd* entra no citosol dos midcitos cardiacos através dos canais®deip@al (também
denominados de receptores de diidropiridina). Estes fof$ €m responsaveis pela
estimulacdo dos receptores de rianodina tipo 2 (RyR2), localizados na membrana do reticulo
sarcoplasmatico (RS), préximos aos canais d& @po L dos tdbulos transversos do
sarcolema, e induzem a liberacdo d&*Garmazenado no RS, processo conhecido como
liberagdo de CA induzida pelo C& (Bers, 2002). A combinacéo da entrada dé'@aa
liberagéio de CA pelo RS provocam o aumento da {Ga permitindo a ligacdo do €aa
troponina C, 0 que ativa o processo de contracdo celular. A magnitude desse evento é
modulada por vérios fatores, entre 0s quais aqueles que agem primariamente nos
componentes responsaveis pelo influxo d& @as relacionados as proteinas reguladoras da
movimentacdo intracelular desse fon. O influxo dé*Qmde ser modulado ainda por
estimulagdo simpatica através de receptores B-adrenérgicos. A estimulacdo desses receptores
por catecolaminas, ativa a adenilato ciclase e, concomitantemente, a formacdo de adenosina
monofosfato ciclica (AMPc). Esse processo resulta em ativacdo de proteinas quinases e
fosforilacdo de proteinas presentes no sarcolema (ex. célcio calmodulina quinase Il -
CaMKIl, proteina quinase A -PKA e Proteina G), causando aumento rfd]; [€a
favorecendo a ligacdo entre moléculas de actina e miosina, o que resulta em contracdo dos
miécitos cardiacos (Bers, 2002). A liberacdo dé*@wduzida pelo influxo d&€a* é um
mecanismo inato de feedback positivo, entretanto, a sua cessacao é essencial para o
enchimento diastélico. A deplecdo do contetido ¢ @@ RS e a inativacdo dos RyR2 sdo
mecanismos responsaveis por essa cessacao (Bers, 2002).

Hé& evidéncias de que a liberacdo dé"@a RS n&o é uniforme em cardiomiécitos de
ratos diabéticos (Shao et al., 2007). A fosforilacdo aumentada da CaMKIl e da PKA pode
alterar a sensibilidade dos RyR2 & ativacdo pelt’ (lehrens et al., 2004). Existem
evidéncias de que a expresséo e a funcdo dos RyR2 estado alteradas no miocardio de ratos com
diabetes induzido por STZ (Bidasee et al.,2004; Stolen et al.,2009).

Para que o relaxamento do cardiomidcito ocorra, 4 TCdeve ser reduzida, o que
provocara a dissociacdo do’Cda troponina C. A reducéo da fCJaocorre pelo transporte
de C&" para fora do citosol. A maioria dos ions*C@-92% em ratos) é sequestrada para
dentro do RS pela aATPase do RS (SERCA 2), que é regulada pela fosfolambana (PLB).
Outros fons de Ga(~7% em ratos) sdo levados para o meio extracelular pelo trocador sédio-
célcio (NCX) e pela C3 ATPase presente no sarcolema. Parte dd 34% em ratos) é
levada para dentro das mitocondrias pelo transporte ffen@condrial (Bassani, 1994;
Bers, 2002).

11



A desorganizacdo da regulacdo do*‘Caos midcitos cardiacos é considerada a
principal causa de disfuncdes contrateis e arritmias em condicfes patologicas (Bers, 2002).
Considerando a importancia do“Cao processo contratil do miocardio e no ciclo cardiaco,
muitos autores tém investigado as alteracdes nas estruturas reguladoras da homeostasia de
Cd" na presenca de DM que possamtribuir para o desenvolvimento da cardiomiopatia
diabética.

Nessa perspectiva, Ren & Bode (2000) buscaram determinar se a disfuncdo cardiaca
em animais geneticamente predispostos ao diabetes estava associada a alteracdes no
acoplamento excitacdo-contracdo em nivel celular. Verificaram que as maiores
anormalidades mecéanicas em miocitos cardiacos de diabéticos envolvem a diminuicdo da
amplitude de contracdo, da velocidade de encurtamento e relaxamento, além da diminuicédo
da [C&"i de repouso e do transiente de’C&sses eventos contribuem para a depressédo da
funcdo mecéanica dos midcitos e, consequentemente, para reducédo do rendimento cardiaco.

Em animais tratados com frutose, resistentes a insulina, verificou-se que as
anormalidades observadas no miocardio destes animais se devem, principalmente, as
alteracdes na estrutura cardiaca e a reducéo da expressao da SERCA 2, da proteina quinase
dependente de AMPc e da proteina quinase dependenté‘dea€aélulas cardiacas. Essas
complicacBes ocorrem em estagios anteriores a manifestacdo do diabetes tipo 2 (Vasaniji et
al., 2006).

Para verificar a associacdo entre cardiomiopatia e distirbios na sinalizac&®,de Ca
Kim et al. (2001) utilizaram modelo experimental de diabetes induzido por STZ. Eles
demonstraram que a depressao da funcdo cardiaca apresentou correlacdo positiva com as
alteracbes nos mecanismos responsaveis pela liberacdo e recaptaciiopeéoGS. Essas
alteracdes no ciclo de €aestavam relacionadas as proteinas reguladoras tfonGsa
miécitos cardiacos, a saber: diminuicdo da funcdo dos RyRs, reducdo na expressao de
SERCA2 e do NCX, além da nédo fosforilacdo da fosfolambam, proteina reguladora da
SERCAZ2. Estas alteragbes foram os fatores mais importantes no desenvolvimento da
disfuncao sistdlica e diastélica na presenca de cardiomiopatia diabética.

Assim, distarbios no metabolismo da glicose, com concomitante hiperglicemia e
hiperinsulinemia, podem causar alteracdes na homeostasid‘déi€avidéncias de que tais
disturbios afetam a funcéo contratil de miocitos cardiacos, sendo observadas alteracdes das
proteinas regulatérias, SERCA 2 e NCX, e nas proteinas contrateis (Zarain- Herzberg et al.
1994).
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A relacdo entre a homeostasia d€¢'Gaa cardiomiopatia diabética foi investigada
também por Noda et al. (1992). Estes autores mostraram que cardiomiécitos de animais
diabéticos, quando estimulados, exibiram valores inferiores dfd]i{Gs comparados aos
animais controle ndo diabéticos. Isso indica que nos midcitos cardiacos de ratos diabéticos, os
mecanismos de liberacdo e recaptacdo dé €stavam deficientes, o que compromete a
funcdo cardiaca. Alteracfes semelhantes foram observadas por Lacombe et al. (2007), onde a
liberacdo de C& pelo RS e a amplitude do transiente dé*@stavam reduzidas, 50% e
20%, respectivamente, nos midcitos cardiacos de ratos apds a inducdo do DM. No mesmo
estudo, foram encontrados niveis reduzidos de SERCA2 nos miécitos cardiacos dos animais
diabéticos, comparados aos dos animais do grupo controle.

Em relacdo a contratilidade de cardiomidcitos de animais diabéticos, Yu et al. (1994)
observaram reducdo na amplitude de contracéo, que foi explicada pela reducao do nimero de
sitios de ligacdo de aao RyR2, indicando reduzida liberacdo dé*@alo RS. A reducéo
desses sitios de ligacdo poderia explicar a diminuicdo de 44% da fracdo de encurtamento,
diminuicdo de 58% da taxa maxima de encurtamento e de 56% da taxa méxima de
relaxamento observadas nos cardiomiécitos destes animais.

Na mesma linha, Bracken et al. (2006) investigaram os efeitos do diabetes induzido
por STZ no transporte de €aem cardiomiécitos ventriculares de ratos. A amplitude do
fluxo de C&" e a amplitude de contracéo dessas células estavam reduzidas ap6s a inducéo do
DM. Estes resultados podem ser explicados pelas alteracdes na mobilizac&d mies Ca
miécitos ventriculares, assim como pelas reducdes na atividade dos canais*de Ca
dependentes de voltagem e pelas diminui¢cdes nos niveis de NCX, o que limitaria a liberacao
do C&"* para o processo contratil, além de aumentar sua concentracéo no citosol em funcéo
da recaptacao reduzida.

Esses defeitos na sinalizacdo intracelular d6'@a DMT1 ocorrem paralelamente
a disfuncdo contratil e contribuem para o declinio d&'[Cem casos de cardiomiopatia
diabética (Choi et al., 2002). Esses estdo relacionados, principalmente, a reducdo da
expressdo dos RyR2 do RS, além da depresséo da atividade do NCX e aumento da populacao
de PLB em estado desfosforilado, o que leva ao aumento da relacdo PLB/SERCAZ2 durante o
transiente deCa*. Juntas, essas disfuncdes podem comprometer o ciclo cardiaco, pois
causam disfuncéo sistdlica e diastolica, pioram a funcéo ventricular esquerda e reduzem a
capacidade de trabalho do miocérdio.

Dessa forma, disfuncbes na contracdo e relaxamento do miocéardio na presenca de

cardiomiopatia diabética podem ser explicadas, pelo menos em parte, pela expresséao reduzida
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de proteinas regulatérias da homeostasia dé iBmacelular, tais como RyR2, SERCA2 e

NCX. Além dessas disfuncdes, Loganathan et al. (2007) e Fang et al. (2004) mostraram,
através de ecocardiografia, que animais e humanos diabéticos apresentam diminuicdo da
fracdo de encurtamento, indicando depressado da funcéo contratil.

Esses achados indicam que, independente do tipo de diabetes, disfuncbes nos
mecanismos reguladores do fluxo d&'Gatracelular podem comprometer o ciclo cardiaco
em nivel celular e tecidual o que contribui para a reducdo da funcdo cardiaca apds a
instalacédo da cardiomiopatia diabética.

Entretanto, estudos tém documentado que as alteracdes na homeostasts de Ca
apenas, ndo explicam o déficit contratil na cardiomiopatia diabética. Alguns autores sugerem
gue o remodelamento do ventriculo esquerdo em resposta ao diabetes tem papel crucial na
disfuncdo contrétil (Zhang et al. 2008). Por exemplo, os niveis de proteinas NCX, e
respectivo mRNA, apresentaram reducédo de 30% nos cardiomidcitos dos animais diabéticos,
guando comparados aos nao diabéticos (Hattori et al., 2000). Para Kim et al. (2001), a
reducdo na [C&']; em cardiomidcitos de ratos diabéticos se devem, principalmente, &
diminuicéio da afinidade da SERCA2 pelos foné'Gaque reduz a recaptacéo dé'Geelo
RS e aumenta a concentracdo citosolica desse ion. A diminuicdo da fosforilacdo da PLB
também é um fator que contribui para a reducdo na taxa de recaptacd.de Ca

Na presenca de cardiomiopatia diabética, as concentragdes sistolicas e diastolicas de
Cd&* em midcitos cardiacos apresentaram reducdo de 52% e 43%, respectivamente, se
comparadas as dos controles. Cardiomidcitos de animais diabéticos apresentaram ainda
prolongamento no transiente de*Ca declinio da fase sistélica do transiente. Além disso, a
liberacdo de C& induzida por cafeina foi reduzida em animais com diabetes (Lagadic-
Gossmann et al., 1996).

Esses desequilibrios na homeostasia dd &sociados as alteracdes na sensibilidade
dos miofilamentos ao Gasugerem que anormalidades na recaptacdo e liberacdo®de Ca
durante o ciclo contracao-relaxamento de midcitos cardiacos de ratos diabéticos podem ser o0s
principais mecanismos responsaveis pelo desenvolvimento de disfuncdes sistdlicas e
diastdlicas no ciclo cardiaco (Singh et al., 2006).

De forma semelhante, Stolen et al. (2009) verificaram que em midcitos cardiacos de
animais diabéticos ocorrem alteracdes na sensibilizacdo dos RyR2%aca@aento na
atividade de NCX, reducbes na fosforilacdo de CaMKIl, os quais podem comprometer a

homeostasia de &adesenvolvendo uma alteracdo celular denominada vazamento diastélico
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de C&". Esse fendbmeno compromete a funcdo contrati dos cardiomibcitos e,
consequentemente, o desempenho cardiaco.

As alteracdes acima comentadas sdo frequentemente associadas as cardiomiopatias
nas formas de disfuncdes sistdlicas, reducdes na frequéncia cardiaca, elevacdo da presséo
arterial, dilatacao ventricular esquerda, diminui¢cdes da fracdo de ejecdo, assim como aumento
do conteudo de colageno no miocardio e necrose de miocitos da parede ventricular esquerda.
Essas disfungBes reduzem a capacidade de trabalho do miocardio e, consequentemente, 0
débito cardiaco, interferindo no metabolismo de outros tecidos corporais e na capacidade
aerobica do individuo, quando se refere ao exercicio fisico (Fang et al., 2004, Loganathan et
al., 2007; Howarth & Qureshi, 2008; Shao et al., 2009; Stolen et al., 2009).

Dessa forma, o DM promove alteragcdes que, juntas, irdo contribuir para a reducéo da
capacidade de trabalho do miocardio, principalmente quando se refere a situacbes de
demanda energética aumentada (ex. durante o exercicio fisico) reduzindo a capacidade

cardiaca de se ajustar a novas demandas impostas aos sistemas organicos corporais.

4.5. Efeitos do tratamento com insulina ou do treinamento fisico sobre a funcéo
cardiaca e homeostasia de €ano diabetes

No coracdo, além de estar associada ao metabolismo de substratos como glicose,
acidos graxos e aminoacidos, a insulina esta envolvida na homeostasia de fons%@no Ca
na geracao de forca peo miocardio. Durante o0 processo de excitagcao/contracao por exemplo,
a insulina exerce efeito inotrépico positivo. Estes efeitos incluem aumento da geracédo de
fora maxima, do débito cardiaco e tempo de relaxamento mais rapido (Aulbach et al., 1999).
Os efeitos inotrépicos positivos da insulina séo independentes da taxa glicolitica miocardial e
metabolismo de substratos e ainda independentes dos mecanismos adrenérgicos.

Ren et al. (1999) examinaram as respostas contrateis a insulina em mausculos
papilares e midcitos ventriculares de coracfes de ratos com diabetes e mostraram que a
administracdo de insulina aumenta o encurtamento celular. Além disso, a insulina induziu
um auamento dosedependente no transiente intracelular’tier@aardiomidcitos de ratos
com diabetes quando compardos a seus controles normais. Isso sugee que a contratilidade de
células cardiacas pode ser alterada pelo diabete, mas o tratamento com insulina pode atenuar
essas alteracdes negativas, principalmente no que se refere ao encurtamento celular.

Na mesma linha, Lahaye et al. (2012) mostratam que o tratamento com insulina
durante oito semanas induziu ao aumento da expressao de proteinas assoaciadas ao ciclo de

cdco (RYR, SERCA 2, PLB e NCX1). Isso indica que a insulina pode restaurar o transente
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intracelular de C& via restauracdo da expressdo dessas proteinas e dessa forma normalizar o
a contracao e o relaxamento celular em cardiomiocitos na presenca de DMT1.

Para Aulbach et al. (1999) os efeitos da insulina sobre a fungéo cardiaca e homeostase
de C&* em cardiomidcitos esta associada principalmente a estimulacdo dos canai$ de Ca
tipo L mediado por receptores de insulina IRS e por proteina quinase dependente de AMP
ciclico. Além disso, a insulina também interage com SERCA2 via substrato receptor de
insulina (IRS) indicando que a ligacdo das proteinas IRS a SERCA 2 é modulada pela
insulina (Tsujino et al., 2006). Essa ligacdo contribui para recaptacdo de fdnpefda
reticulo sarcoplasmatico e consequentemente para a reducét diasiélico e relaxamento
das células cardiacas para que novo ciclo contracéo/relaxamento ocorra.

A maior atividade metabdlica durante o exercicio fisico requer aumento do débito
cardiaco (Blomgvist, & Saltin, 1983). Nesse sentido, ocorrem ajustes cardiovasculares para
atender a maior demanda de suprimento sanguineo dos musculos em exercicio e, a0 mesmo
tempo, ao estresse sobre as paredes ventriculares (Grossman et al., 1975).

O exercicio fisico regular, por sua vez, promove beneficios a funcdo contratil do
miocardio através de adaptacdes mecéanicas, morfoldgicas, bioquimicas e moleculares dos
midcitos cardiacos, entre outras. Estas adaptacdes resultam em aumento do volume de ejecdo
e do debito cardiaco (Diffee, 2001, Diffee, 2004; Kemi, 2007

Em condi¢Bes patoldgicas (ex. Diabetes), o miocardio também se adapta ao exercicio
fisico regular. Um programa de exercicio aerdbico (corrida em esteira, 27m/min, 60 minutos
por dia), por oito semanas, aumentou o débito cardiaco em coracdo isolado de ratos com
diabetes induzido por STZ (De Blieux et al., 1993). O programa de exercicio foi capaz de
atenuar a severidade da cardiomiopatia diabética. Em modelo experimental de diabetes em
suinos, um programa de exercicio aerdbico (caminhada) preveniu a disfuncdo cardiaca e as
alteracGes em proteinas miofibrilares (Korte et al., 2005).

Todavia, 0s mecanismos responsaveis pelos beneficios do exercicio fisico regular ao
miocardio de diabéticos ndo estdo completamente esclarecidos. Ratos diabéticos exercitados
com corrida em esteira (20-25 m/min), durante trés semanas, tiveram a piora de funcéo
cardiaca minimizada, além de aumentar a expressdo dos receptores adrenérgicos B1, sem
alterar os efeitos do diabetes na redud@iexpressido dos receptores 2 ou no aumento da
expressdo dos receptores B3 (Bidasee et al., 2008). Isso resulta em aumento da
responsividade cardiaca @timulagdo [][Jadrenérgica e consequente aumento do %Ca
citosélico, uma vez que esses receptores estao localizados na membrana celular. Eles séo

acoplados a proteina G, a qual desencadeia uma série de reagfes via adenilato ciclase e
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AMPc e induzem a liberagéo de Caelo RS, produzindo efeitos inotrépicos positivos (ex.
aumento na amplitude do transiente dé*@ada contracdo cardiaca) importantes para a
restauracdo da funcéo cardiaca em animais diabéticos.

Outro mecanismo que poderia justificar os beneficios do treinamento fisico sdo seus
efeitos no pancreas. O exercicio fisico pode também agir sobre as células beta-pancreaticas.
Um programa de 13 semanas de natacdo aumentou o numero e melhorou a funcdo destas
células em animais diabéticos, quando comparados aos controles sedentarios (Kiraly et al.,
2008). Sugere-se que a melhora dos niveis glicémicos, nos animais treinados, pode ser devido
a resposta adaptativa ao exercicio. Na mesma perspectiva, estudos deanorpie a
corrida em esteira aumentou a oxidacao de glicose e acidos graxos no miocardio de animais
com diabetes, o que representa redu¢do nos niveis de glicose e lipidios circulantes, adaptacéo
que contribui para reduzir as complicacdes cardiacas no diabetes (Paulson et al., 1992;
Broderick et al., 2005).

Com relacdoas alteracbes morfologicas, Searls et al. (2004) verificaram que um
programa de corrida em esteira, por nove semanas, atenuou disfungdes mitocondriais tais
como ruptura de membranas, reducdo da area mitocondrial e diminuiu o conteddo de
colageno no miocardio dos animais diabéticos treinados, quando comparados aos
sedentarios.

Em nivel do érgdo, os estudos tém demonstrado que o exercicio regular é capaz de
melhorar o desempenho do coracao. Por exemplo, o débito cardiaco 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 funcao cardiaca de ratos com diabetes
induzido por STZ. Os autores observaram que as reducdes na funcao ventricular esquerda, no
volume diastélico final, no volume de ejecdo e no débito cardiaco destes animais foram
minimizadas pelo exercicio. Além disso, as anormalidades na velocidade de fluxo sistélico do
ventriculo esquerdo, na aceleracdo e contracdo cardiaca e no volume sistolico final
observadas nos animais diabéticos foram restauradas para niveis basais nos animais
exercitados. Em camundongos db/db, modelo de cardiomiopatia diabética, observou-se que
um programa de corrida intervalada em esteira aumentou a fracdo de encurtamento e volume
sistolico (Stolen et al., 2009).

Em adicdo aos efeitos acima citados, o treinamento fisico reduz a rigidez do

miocardio presente no diabético, o que possibilita melhora da distensibilidade e
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hemodinamica cardiaca. Tal efeito aumenta o volume diastélico final e, consequentemente
melhora a funcao cardiaca de animais diabéticos (Woodiwiss et al., 1996).

Em nivel celular e molecular, estudos demonstraram que 0 exercicio altera a
homeostasia de &aem animais normais através do aumento da expressdo de algumas
proteinas reguladoras de“acomo SERCA 2, PLB e da CaMKIl, sem alteracéo de outras
como RyR2 e NCX (Diffee, 2004; Delgado et al., 1999, Kemi et al., 2007). Outro aspecto
importante da homeostasia @e’* é a principal entrada deste fon na membrana celular via
canais de CA tipo L. Todavia, Wang et al. (2008) investigaram os efeitos do exercicio
regular nos canais e corrente dé’Gpo L, mas ndo encontraram alteracbes e mostraram
gue o exercicio fisico promoveu aumento na amplitude de contragdo celular, reducdo no
tempo de contracao e de relaxamento, melhorando assim, a funcéo cardiaca.

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 ndo promoveram modificacdes significativas no transiente
de C&" e na contratilidade de midcitos cardiacos destes animais. Mais tarde estes
pesquisadores aplicaram outro programa de treinamento mais intenso em ratos diabéticos e
observaram que o programa de exercicio prolongou o tempo para o pico de contracdo, mas
ndo afetou a amplitude de contracdo e o transiente @enGs midcitos cardiacos destes
animais (Howarth et al., 2009). Observa-se que estes resultados ndo sao coerentes com a
melhora da func¢éo cardiaca.

Entretanto, recentemente, Shao et al. (2009) empregaram um programa de corrida em
esteira ainda mais intenso em ratos com diabetes e relataram que o0 exercicio: a) cessou a
reducdo na contratilidade cardiaca; b) aumentou a resposta do miocardio a um agonista beta
adrenérgico; c) atenuou o aumento dos sparks @le €a) minimizou a liberagéo de €a
diastolico. Além disso, o exercicio reduziu a fosforilacdo dos RyR2, normalizou a reatividade
dos RyR2 & ativacéo pelo €& as atividades da CaMKIl e PKA. Estes resultados indicam
gue o treinamento fisico, nesta intensidade, normalizou a funcédo dos RyR2 e da liberacao de
Cd" pelo RS. Estes achados s&o compativeis com a melhora da funcéo cardiaca.

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
exercicio foi capaz de restaurar a fungéo contratil dos cardiomiocitos destes animais através
da normalizacdo da funcdo do NCX, da fosforilacdo dos RyR2 e da fosforilacdo delCaMKI

Na mesma perspectiva, Silva et al. (2010) verificaram que um programa de natacao

por oito semanas,90 minutos por dia, aumentou a amplitude de contrag&o, diminuiu o tempo

18



para o pico de contracdo e o tempo para o relaxamento de cardiomiocitos isolados do
ventriculo esquerdo de ratos com diabetes tipo 1 experimental.

Portanto, parece que o modelo de exercicio é importante para que ocorram as
adaptacdes benéficas nos coracdes de diabéticos. Assim, destaca-se a necessidade de estudo
para a compreensao dos efeitos do exercicio fisico regular sobre a estrutura e funcdo do
miocardio na presenca de cardiomiopatia diabética.

4.6. Efeitos do diabetes sobre a morfologia e fungédo mitocondrial

As mitocondrias sdo cruciais em diferentes vias intracelulares de transducédo de sinais
e sdao capazes de codificar uma variedade de estimulos extracelulares em diferentes acoes
gue vao desde a producdo de energia até a morte celular ( Armstrong, 2007). A modulacéo
do C&" mitocondrial tem papel fundamental em diferentes condicées patoldgicas (Giorgi et
al., 2012).

Em cardiomiocitos, dependendo da localizagdo, as mitocondrias séo classificadas
como subsarcolemais ou interfibréar Essas organelas sao delimitadas por duas membranas,
uma interna e uma externa, separadas pelo espacgo intermembrana. A membrana interna cria
um espaco interno, a matriz e apresenta invaginacdes denominadas de cristas mitocondriais
(Hoppel et al 2009).

No processo de conversao de energia, as mitocondrias podem utilizar piruvas, acido
graxos e aminoacidos para a producdo de ATP. Esses substratos sao transportados através da
membrana mitocondrial interna e convertidos a Acetil CoA por enzimas localizadas na
matriz. O Ciclo de Krebs, converte os atomos de Acetil CoA emd® € liberado como
produto residual.O ciclo gera elétrons de alta energia que séo transportados por NADH e
FADH,. Estes elétrons séo transferidos para complexos protéicos da membrana interna e
entram na cadeia respiratéria onde ocorre a fosforilacdo oxidativa, formacdo de ATP,
utilizacdo de @e formacao de ¥ (Lehninger, 2002

A cadeia respiratéria mitocondrial consiste de uma série de transportadores de
elétrons que atuam sequencialmente e a maioria deles sao proteinas integrais de membrana.
Assim , na fosfolrilagdo oxidativa ocorrem trés tipos de transferéncia de elétrons: (1)
transferéncia direta de elétrons , tal como na redugéo%caﬂ%ﬁ (2) transferéncia como
um atomo de hidrogénio (‘H €); (3) transferéncia como um ion hidreto ();Hjue possu
dois elétrons (Lehninger, 2002). No modelo queimiosmaético proposto por Peter Mitchel
em 1961, a passagem de elétrons através de uma sequéncia de intermediarios redox na

cadeia respiratéria permite o fluxo de * lda matriz mitocondrial para o espaco
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intermembranas contra um gradiente de concentragdo. Assim, o fluXairavéls de ATP
sintetase de volta ao interior da mitocondria, desta vez através a favor do um gradiente,
estaria diretamente acoplado a fosforilacdo do ADP e consequente sintese de ATP nas
mitocondrias.

Nas células cardiacas, o acoplamento excitacdo-contracdo consome grande quantidade
de energia produzida pelas mitocondrias através da fosforilacdo oxidativa (Maack &
O'Rourke, 2007). Dessa forma, para se adaptar a constante sobrecarga do miocérdio, os
mecanismos de acoplamento sdo extremamente necessarios para a manutencdo do pool de
ATP, fosfocreatina e NADH. Para o autores acima, os reguladores mais importantes da
fosforilacédo oxidativa sdo ADP, Pi e®a Além disso, Sack (2009) relatou quem nivel
mitocondrial, ha uma significante interacdo entre dois sistemas reguladores do fluxo de
energia nos cardiomiocitos; a saber: ) creatina quinase, adenilato ciclase e a via glicolitica
gue comunicam modificacbes geradas por ATPases celulares estruturalmente organizadas;
Il) sistema baseado na participacdo mitocondrial no transiente de dDa ajusta a
oxidacado de substrato e transducdo de energia para atender a demanda celular. Assim, no
processo contrétil, as mitocdndrias acumularfi €iosélico durante o aumento do transiente
de C&". Dessa forma, as elevaces da’[ativam varias enzimas mitocondriais para
aumentar a producao de ATP.

Assim sendo, as mitocondrias estdo constantemente disponibilizando energia (ATP)
necessaria para o processo de acoplamento excitagdo-contracdo dos cardiomiécitos. Nessa
perspectiva, o papel central das mitocéndrias, na performance cardiaca, envolve adaptacdes
na estrutura e funcdo da rede mitocondrial para atender a sobrecarga. Sendo assim,
disfuncdes em nivel mitocondrial podem comprometer a disponibilidade de energia e,
consequentemente, a funcdo cardiaca em situacdes patoldégicas como DM.

Boudina et al. (2009) analisaram os efeitos do diabetes sobre a fungcdo mitocondrial e
verificaram, em animais com delec&o de receptores para insulina, que a piora da sinalizacao
insulinica promove aumento do estresse oxidativo e reducdo da capacidade de geracdo de
energia por ativacdo do desacoplamento mitocondrial, demonstrando papel da insulina na
homeostase da fun¢cdo mitocondrial no musculo cardiaco. Assim, o miocardio de diabéticos
caracteriza-se principalmente por apresentar aumento da oxidacdo de acidos glaxos
consumo miocardial de oxigénio e reducao da eficiéncia cardiaca atribuidos, principalmente,
a disfuncbes mitocondriais como aumento da atividade de proteinas desacopladoras (UCPs)
presentes na membrana interna das mitocéndrias (Boudina & Abel, 2005; Boudina et al.,
2007).
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MacDonald et al. (2011) mostraram que quatro meses de diabetes induzido por STZ
foram suficientes para promover disfuncdo mitocondrial detectada, primariamente, em
cardiomiécitos do subepicardico do ventriculo esquerdo de coragfes de ratos, o que reduz a
eficiéncia ventricular esquerda durante o ciclo contragdo-relaxamento do miocardio. Por
outro lado, Baseler et al. (20lieportaram que alteracdes na protedmica mitocondrial
contribuem para a disfuncdo no processo de importacdo de proteinas mitocondriais
codificadas no nucleo celular. Esses autores mostraram que o diabetes causa alteracdes
funcionais e estruturais na rede mitocondrial cardiaca principalmente por promover a reducao
de translocases na membrana mitocondrial interna, diminuicdo de carreadores de fosfato
mitocondriais, além de reducdo de proteinas envolvidas na morfologia das cristas
mitocondriais como a mitofilina. Além disso, 0 mesmo estudo mostrou que mitocdndrias de
cardiomidcitos diabéticos apresentam reducao de proteinas HSP 70 as quais estdo envolvidas
na translocacgao de proteinas para a matriz mitocondrial.

Concomitante a esses achados, os autores supracitados verificaram ainda que
disfungbes mitocondriais ocorrem de forma diferente quando se compara mitocondrias
intermiofibrilares com aquelas localizadas abaixo do sarcolema, sendo que as alteragdes em
proteinas de mitocéndrias intermiofibrilares sdo mais pronunciadas que aquelas que ocorrem
em mitocéndrias subsarcolemais. Ja Oliveira (2@d3lveira et al. (2003) acreditam que a
disfungéo mitocondrial durante a hiperglicemia intermitente ocorre devido a um aumento da
transicdo de permeabilidade mitocondrial, com formagdo de poros poliproteicos nas
mitocéndrias, decorrente da sobrecarga d& €aaumento do estresse oxidativo, o que
compromete a bioenergética do miocéardio diabético, causando morte das células cardiacas
com concomitante reducao da fungéo cardiaca.

No que se refere aos aspectos morfolégicos, Shen et al. (2004) mostraram que as
mitocondrias cardiacas de animais com DMT1 apresentam aumento da area e sdo mais
numerosas quando comparadas aquelas de coracbes normais, sugerindo aamento d
biogénese mitocondrial, porem sem melhoria da funcédo dessas organelas. Esses achados
sugerem que o aumento da biogénese mitocondrial durante o diabetes pode estar relacionado
a uma resposta adaptativa dessas organelas para compensar a piora da funcéo.

Além disso, esses autores verificaram que nessas mitocondrias ocorre diminuigcdo dos
niveis de glutationa redutase , indicando piora da funcdo mitocondrial e aumento do estresse
oxidativo. Na mesma linha, Searls et al. (2004) mostraram que animais com DMT1
apresentam alteracOes ultraestrutura mitocondrial, principalmente intumesncimento de

mitocOndrias e desorganizacdo de suas cristas. Esses autores sugeriram que essas
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anormalidades estdo relacionadas principalmente as disfuncbes metabdlicas em
cardiomidcitos na presenca da hiperglicemia.

Ainda, por apresentarem capacidade de acumular grande quantidadé*deasCa
mitocondrias sdo conhecidas por prevenir ou retardar a ocorréncia de sobrecarga de Ca
em cardiomidcitos, em diferentes condi¢cGes patolégicas (Dhalla et al.,1996). Assim, durante
o desenvolvimento de anormalidades no transiente d€][@s mitocondrias se adaptam
para continuar a acumular esse ion e isso seria um mecanismo protetor. Contudo, durante o
DM, o aumento do Cacitosélico, em cardiomiécitos, faz com que essas organelas se se
tornem sobrecarregadas de’Teom o tempo o que prejudica a atividade respiratéria e a
fosforilacdo oxidativa (Dhalla et al., 1996; Dhalla et al., 1998).

Em vista disso, é possivel que na presenca de diabetes mellitus, as disfuncdes
mitocondriais em cardiomidcitos sejam primariamente devido ao aumento do metabolismo

de &cidos graxos, seguido de aumento riddRaplasmatico.

4.7. Efeitos do tratamento com insulina ou do treinamento fisico sobre a nfiologia e
funcdo das mitocdndrias cardiacas em diabéticos

O tratamento antihiperglicémico no diabetes mellitus reduz a incidéncia de
complicacBes micro e macrovasculares, nefropatias, retinopatias, desacelera teavtarpsc
reduz a incidéncia de infarto do miocardio, amputacédo de membros entre outros.

A terapia com insulina tem uma fungéo importante na regulacéo de varios aspectos do
metabolismo cardiovascular e isso inclui a oxidacao de glicose, acidos graxos e aminoacidos
pelas mitocéndrias (Bertrand et al., 2008). Alteracfes na oxidacdo de substratos devido a
auséncia ou ineficiéncia da insulina podem gerar disfuncdo das mitocondrias e
consequentemente reducdo da energia produzida por essas organelas.

Remor et al. (2011) investigaram os efeitos da insulina sobre a funcdo de
mitocondrias em diferentes tecidos de animais com diabetes inuzido por estreptozotocina. No
musculo cardiaco, esses autores encontraram guxposicao a insulina reduziu os efeitos
da hiperglicemia sobre a atividade de complexos enzimaticos da cadeia respiratoria,
aumentando a capacidade oxidativa das mitocondrias. Nesse sentido, a terapia com insulina
parece ter papel essencial na manutencdo da homeostase mitocondrial no musculo cardiaco
durante o desenvolvimento do diabetes.

Nesse sentido, o tratamento com insulina durante o desenvolvimento de diabetes
mellitus tipo 1 pode minimizar as alteragbes negativas advindas da hiperglicemia

principalmente por aumentar a oxidacdo de substratos energéticos pelas mitocondrias,
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aumentando a atividade de complexos enzimaticos da cadeia respiratoria mitocondrial,
reduzindo assim as disfuncfes decorrentes das alteracdes metabdlicas. Nesse sentido,

Segundo Ascencao et al. (2011), um dos beneficios do exercicio fisico sobre a funcéo
cardiaca ereducédo da morbimortalidade estao relacionados ao efeito protetor exercido pelo
exercicio fisico nos cardiomiocitos. Para esses autores, € possivel que, sob determinadas
condicbes, o0 exercicio atenue o maior suscetibilidade da mitocéndria cardiaca a sofrer
aumento da transicdo de permeabilidade. Além disso, outro mecanismo proposto para
explicar os efeitos cardioprotetores do exercicio, pelo menos parcialmente, sdo as
transformacdes redox, assim como, o aumento da regulacdo das chaperonas mitocondriais,
melhora da capacidade antioxidante e/ou elevacdo de outras moléculas protetoras contra a
morte celular.

Além disso, Mokhtar et al. (1993) mostraram que 10 semanas de treinamento em
esteira rolante reverteram a depressao na taxa de fosforilacdo oxidativa em mitocondrias
isoladas do ventriculo esquerdo de ratos diabéticos, o que sugere melhora da funcéo
mitocondrial. Na mesma linha, Emter & Baines (2010) verificaram que o exercicio fisico
atenua ou reverte o remodelamento cardiaco patolégico criando um fendtipo fisiologico.
Nessa perspectiva, esses autores verificaram protecdo contra disfuncdo mitocondrial no
tecido ventricular apds o treinamento fisico, melhorando a funcdo ventricular esquerda e,
consequentemente, a funcéo cardiaca em suinos.

Ainda, os efeitos do treinamento fisico na funcédo mitocondrial estdo associados ao
aumento da respiracdo mitocondrial, reducdo da  susceptibilidade a transicdo de
permeabilidadealém de prevenir a elevacao de ciclofilina D, Bax, caspase 3 e 9 e aumentar
0s niveis de Bcl2 em cardiomidcitos de animais com diabetes induzido por STZ (Lumini-
Oliveira et al., 2011).

Para Searlset al. (2004) os efeitos positivos do treinamento fisico estdo atrelados
principalmente a reducao das anormalidades morfolégicas nas mitocéndrias principalmente
na reducao da area mitocondrial. Assim, a melhora da fun¢&o ventricular esquerda apds um
programa de exercicios esta relacionada, entre outros fatores, a melhora da funcéo
mitocondrial e redugdo das anormalidades morfolégicas em mitocondrias de cardiomidcitos
desse ventriculo. De maneira semelhante, Loganathan et al. (2012) submeteram ratos
diabéticos a seis semanas de treinamento em esteira e verificaram que além de diminuir 0s
niveis de diacilglicerol no miocardio, o treinamento fisico exerceu funcao protetora sobre a

morfologia das mitocéndrias cardiacas, uma vez que animais diabéticos treinados

23



apresentaram mitocondrias com membranas mais integars (membranas interna e externa
intactas) quando comparadas aos seus controles sedentarios.

Assim, parece que os efeitos do exercicio sobre a fungéo cardiaca de animais ou seres
humanos com DMT1 vao além do aumento no metabolismo energético das células cardiacas,
visto que outras adaptacbes sao importantes para atenuar ou reverter as disfuncbes

moleculares e estruturaiaduzidas pelo DMT1.

5. MATERIAL E METODOS
5.1. Animais

Foram utilizados 120 ratos (Rattus novergicus), da linhagem Wistar, com 3fedias
idade e massa corporal média de 80,2+1,8 g provenientes do Biotério Central do Centro de
Ciéncias Biolégicas e da Saude da Universidade Federal de Vigcosa. O projeto recebeu
aprovacdo da Comissdo de Etica no uso de animais da Universidade Federal de Vicosa
(protocolo n° 51/2011). ApoOs a adaptacdo de sete dias, os animais foram distribuidos,
aleatoriamente em seis grupos experimentais, a saber:

e Controle sedentario (CS, n= 10), animais que receberam injecdo de tampé&o
citrato de sddio e ndo foram submetidos ao treinamento fisico;

e Controle exercitado (CE, n= 10), animais que receberam injecdo de tampé&o
citrato de sddio e foram submetidos ao treinamento fisico;

e Diabético Sedentario (DS, n= 10), animais que receberam injecdo de
estreptozotocina e ndo foram submetidos ao treinamento fisico;

e Diabético sedentario tratado com insulina (DSI, n= 10); animais que
receberam injecdo de estreptozotocina, ndo foram submetidos ao treinamento
fisico e eram tratados com insulina;

e Diabético Exercitado (DE, n= 10), animais que receberam injecdo de
estreptozotocina e foram submetidos ao treinamento fisico;

e Diabético exercitado tratado com insulina (DEI, n= 10); animais que
receberam injecdo de estreptozotocina, foram submetidos ao treinamento

fisicoe tratados com insulina;

5.1.1 Tratamento dos animais
Os animais, dos grupos experimentais, foram alojados em gaiolas coletivas (5 animais

por gaiola) em ambiente com temperatura mantida em+328CQegime de luminosidade de
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12 horas de escuriddo e 12 horas de claridade, e receberam agua e racdo comercial ad
libitum. Todos os animais foram pesados, as 8:00 horas no primeiro dia de cada semana ao
longo do periodo experimental em uma balanca eletronica digital (Mdtasil, modelo

AS5500C) com precisédo de 0,01g. Uma semana ap0s a inducdo do diabetes, os animais dos

grupos DSI e DEI recelamn diariamente, uma dose de 1-4 Ul de insulina humana NPH.

5.2. Delineamento experimental

Os animais dos grupos experimentais foram foram alocados em gaiolas, cinco
acimais por gaiola. Esses animais passaram por sete dias de adapatacao (semana 1) antes que
0s procedimentos experimentais se iniciassem. Apos esses dias de adaptacdo, os animais
foram pesados para determinacdo da dose de estreptozootocina a ser utilizada. Ainda, apés
12 horas de jejum, a glicemia foi aferida. Ent&do, o diabetes foi induzido como descrito no
item 5.3.1 (semana 2). Sete dias apos a inducdo (semana 3) 0s animais iniciaram um
programa de treinamento fisico em natacdo com sobrecarga progressiva ( item 5.3.3, Tabela
1) com duragdo de oito semanas. Completadas oito semanas de treinamento fisico, os
animais foram eutanaziados e as anélises do transiente 8, [[Dacdo mitocondrial e

ultraestrutura dos cardiomiécitos foram realizadas em trés experimentos como descrito na
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Figura 1 . Cronologia dos procedimentos experimentais realizados nos experimentos
1,2e3.
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5.3 Procedimentos cirlrgicos
5.3.1Inducéo do Diabetes

Apos jejum de 12 horas, os animais dos grupos DS, DSI, DE e DEI receberam uma
injecdo intraperitoneal (60 mg/kg de massa corporal) de estreptozotocina (Sigma, St. Louis,
EUA), diluida em 1mL de tampé&o citrato de sodio (0,1 M, pH 4.5). Os animais dos grupos
CS e CE receberam a mesma dose de tampéao citrato de sddio (0,1 M, pH 4.5) semeSTZ. Set
dias apés a aplicacdo de STZ, os animais foram mantidos em jejum por 12 horas e na
sequencia foram coletados aproximadamentgll@e sangue foram coletados por meio de
um corte transversal na ponta da cauda do animal e a glicemia foi aferida utilizando-se o
glicosimetro One touch ultra (Johnson & Johnson, México). Aqueles animais que
apresentavam glicemia de jejum superior a 300 mg\dl foram considerados diabéticos. Esse
valor de referéncia foi utilizado com base nos estudos de Sharp & La Regina €1998)
Howarth et al. (2008). A glicemia de jejum foi determinada no primeiro dia de cada semana

em glicosimetro.

5.3.2 Implante de eletrodos para a aquisi¢cdo do eletrocardiograma

Os animais foram colocados dentro de uma camara de inducédo anestésica e receberam
isoflurano 2% e oxigénio 100% num fluxo constante de 1L /minuto. Uma vez inconscientes,
foram retirados da camara de inducéo, e colocados em decubito dorsal em uma plataforma
com os membros fixados por fita adesiva. A concentracao de isoflurano foi mantida entre 0,5
-1%, suficiente para imobilizacdo durante o exame eletrocardiografico e sob respiracéo
espontanea. Uma tricotomia de aproximadamenté faimealizada nos membros torécicos e
no membro pélvico esquerdo para insercao dos eletrodos.

5.4 Treinamento fisico

Apé6s uma semana de hiperglicemia (diabetes), os animais do grupo DE, DEI e CE
foram submetidos a um programa de treinamento fisico aerdbico em natagcédo (adaptado de
Gomes et al, 2006), por 8 semanas. Como descrito na tabela 2 No primeiro dia da primeira
semana 0s animais exercitaram na agua, sem sobrecarga, durante 10 minutos. A duracdo do

exercicio foi aumentada em 10 minutos por dia nos quatro dias subsequentes desta semana.
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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 flexivel) e a duracdoidim exerc
continuou sendo aumentada em 10 minutos por dia até que os animais atingissem 90 minutos
de natacgdo ininterruptos ao final desta semana. A partir da terceira semana, a carga foi
aumentada, semanalmente, em 1% da massa corporal até que atingissem carga total de 5% d
massa corporal na ultima semana de treinamento.

O treinamento fisico foi realizado no Biotério de Experimentacdo Animal do
Departamento de Educacdo Fisica da Universidade Federal de Vigcosa. Foram utilizados
tanques de alvenaria quadrados, com 55 cm de largura por 65 cm de profundidade, cheios de

agua com temperatura entre 28 e 30 °C.

Tabela 1. Protocolo de treinamento fisico

Semana Sobrecarga Duracéo
12 0% 10 min
28 0% 60-90 min
3? 0% 90 min
42 1% 90 min
52 2% 90 min
62 3% 90 min
72 4% 90 min
8 5% 90 min

5.5 Exames

5.5.1.Eletrocardiograma

Os eletrocardiogramas (ECG) foram obtidos apds a oitava semana de treinamento
fisico. Para tanto, os as ratos foram mantidos em repouso no biotério por 48 horas antes que
as medicdes fossem realizadas. O ECG, livre de ruidos e interferéncias, foi adquirido por no
minimo 60 segundos consecutivos.. O ECG - derivacdo DIl - foi adquirido utilizando o
sistema de aquisicdo de dados PowerLab® (AD Instruments, Sdo Paulo, Brasil), e os dados
foram analisados através do programa LabChart® Pro (ADInstruments LabChart 7, S&o
Paulo, Brasil). Analise das variaveis do ECG consistiu do calculo da média de cinco ciclos
cardiacos consecutivos usando tracados livres de ruidos. Os intervalos RR foram mensurados

e usados para determinar a frequéncia cardiaca de repouso (FCR) e os intervalos QT e Qtc
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foram determinados.
5.5.2 Ecocardiograma

Para exames de ecocardiograma animais foram anestesiados com isoflurano usando
uma concentracdo minima eficaz via mascara. A anestesia foi entdo realizada utilizando-se de
uma camara de inducdo com isoflurano a 3% e de fluxo constante (1 L / min) de oxigénio a
100% durante cerca de 3 minutos. O tempo total de exame variou de 10 - 15 minutos. A
temperatura corporal foi monitorada e controlada durante todo o exame por aplicacdo de agua
(37 ° C), colocada em sacos sobre o corpo do animal. Esse procedimento foi realizado para
prevenir a bradicardia. Contracdo e relaxamento cardiaco foram avaliados de forma né&o
invasiva por ecocardiografia transtoracica usando imagens do eixo paraestrernal curto e longo
apos oito semanas de inducdo do diabetes. Imagens ecocardiograficas bidimensionais de
modo M e imagens de Doppler pulsatil guiada por cores foram obtidas por técnicas
ecocardiograficas convencionais usando um MyLabTM30 (Esaote, Génova, Italia), com um
transdutor faseado de 11,0 MHz (Dent et al., 2001). A funcéo sistolica foi avaliada pela
medicdo fracdo de ejecdo e de encurtamento e disfuncdo diastélica por registros com
Doppler colorido pulsatil e da velocidade de fluxo transmitral diastélico méximo inicial (E)

e final (A). Todos os exames ecocardiograficos foram realizados pelo mesmo investigador e
as medicdes foram feitas posteriormente utilizando o mesmo equipamento supracitado. Cinco
medicdes foram feitas e em média por um observador cego.

5.6. Médidas e calculos

5.6.1indice de hipertrofia cardiaca

Quarenta e oito horas apds a Ultima sessao de treinamento fisico foi realizada a
eutanasia (inalacdo de gas carbbnico) alternando os animais dos grupos, CS, CE, DE, DS,
DSl e DEI sendo dois animais por dia. Os animais restantes permaneceram em Seus
tratamentos até a eutanasia. Esse procedimento foi adotado com o objetivo de manter os
tratamentos dos grupos experimentais uma vez que ndo era possivel fazer a eutanasia de
todos os animais no mesmo dia. Apds eutanasia, o coracao foi removido, lavado em solucéo
contendo 750 mM de CaCl2 para retirar o excesso de sangue e, imediatamente, pesado em
balanca de precisdo (Gehak®rasil, modelo AG 200). O indice de hipertrofia cardiaca foi

calculado pela razdo da massa do coracéo pela massa corporal.
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5.6.2 Isolamento dos midécitos cardiacos

ApOs remocao, o coracao foi canulado via artéria aorta e perfundido com solucéo de
isolamento contendo 756M de CaC} em um fluxo constante até que 0s vasos coronarios
estivessem limpos de sangue. Em seguida, trocou-se a perfusdo para a solucao livre de célcio
contendo 0,1 mM de etilenoglicbls (B-aminoetil)-N, N, N ', N'-tetra-acético acido (EGTA)
durante 4 a 6 minutos, para a destruicdo das bandas escalariformes. Na sequéncia, o0 coracao
foi perfundido com solucéo contendo 1 mi* de colagenase tipo 2 (Worthington, EUA) e
100 uM de CaC} durante 20 a 25 minutos, para a destruicdo das fibras de colageno e matriz
extracelulares. Todas as solugdes utilizadas no procedimento de isolamento foram oxigenadas
(O, 100%— White Martins, Brasil) e mantidas em temperatura de 35 °C. Ao final da perfusao
os ventriculos foram separados dos atrios e pesados. O ventriculo direito foi removido e o
ventriculo esquerdo foi aberto na regido do septo interventricular. Fragmentos finos (< 1 mm)
foram obtidos das regifes do ventriculo esquerdo e colocados em frascos contendo 5 mL da
solugdo enzimatica (colagenase) e albumina sérica bovina. Os frascos foram agitados
moderadamente durante 5 minutos, em “banho-maria” a temperatura de 37 °C, sendo o tecido
cardiaco oxigenado ¢QL00%— 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 0s midcitos cardiacos foram suspensos em soluc¢éo contendo 750
uM de CaC}. Esseprocesso foi repetido. Os midcitos cardiacos foram armazenados em
placas de Petri em refrigerador (5°C) até serem utilizados.

5.6.3 Mensuracéo do transiente de [G

O transiente intracelular de célcio [ER foi medido como previamente descrito por
Primola-Gomes et al. (2009). Os cardiomiocitos isolados do ventriculo esquerdo foram
incubados com indicador fluorescente dé*Ga OM de fluo-4 AM , Molecular Probes,
Eugene, OR, USA) permeavel a membrana plasmatica. C4FAM-(5 uM) foi preparado
em uma solugdo a base de DMSO, (30uL de DMSO em 50ug de Fluo-4 AM). As células
foram incubadas com 5ulL de Fluo-4 AM em 500 pL de célula durante 20 minutos a
temperatura ambiente. Apos, as células foram lavadas e suspendidas em solugdo tampéo
HEPES, para remover o excesso da sonda fluorescente. O transiente HédiGabtido por
estimulacdo dos cardiomiécitos através de um par de eletrodos de platina acoplado nos dois
lados internos da camara, com um pulso supra-limiar de 0,2 ms e 20 V (voltage square

pulsg. As células foram estimuladas a 1 Hz para produzir as condicbes de estado
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estacionario. As imagens de microscopia confocal foram feitas usando um microscopio
confocal Zeiss LSM 510 Meta (Zeiss GmbH, Jena, Alemanha), no Nucleo de Microscopia e
Microandlise da Universidade Federal de Vigosa. Para a aquisicdo das imagens foi utilizada
uma lente objetiva de imerséo a 6leo (63x). Fluo-4 foi excitado a 488 nm (laser de argbnio) e
intensidade de emisséo foi medida em 510 nm. As varreduras foram repetidas a cada 1,54 ms,
sendo utilizadas pra a criacdo de imagens (tempo no eixo x e fluorescéncia no €ixo vy).
processamento digital das imagens foi realizado por meio da plataforma Matlab. Os niveis
de C&" foram expressos com&/ FO sendo F representa a fluorescéncia maxima obtida

no pico do transiente deC§"]; e FO a fluorescéncia basal mensurada na fase diastélica do
transiente de [G4];. A amplitude do transiente de [€ o tempo para o pico do transiente

de [C&"]i e o tempo para decaimento do transiente d&JGaramdeterminados.
5.6.4 Analise da fungcdo mitocondrial

Apés 48 horas al Ultima sessdo de exercicio, os ratos foram eutanaziados por
deslocamento cervical e seus coracdes foram rapidamente removidos. As mitocéndrias foram
isoladas pelo método de centrifugacéo diferencial padrdo (Pedersen et al., 1978). O tecido
foi fragmentado em 4ML de meio contendo 210 mM de manitol, sacarose 75 mM, 1 mM
etilenoglicolbis (B-aminoetil)-N, N, N *, N'-tetra-acético acido (EGTA), 0,1% de BSA e 10
mM de 4 - (2-hidroxietil)-1-piperazina tampéo acido etano (HEPES-KOH), pH 7,2. A
suspensao foi homogeneizada com um Polytron (T-25 digital de Ultra-Turrax, IKA Werke
GmbH & Co.KG, Alemanha), trés vezes para 3-4 segundos, com uma velocidade do motor
fixado em 7800 x mih. Fragmentos finos em suspensdo foram entdo homogeneizados trés
vezes por 15 segundos em intervalos de 1 minutos, utilizando um homogeneizador Potter-
Elvehjem. Os homogenatos foram centrifugados a 800 x g durante 10 minutos e o
sobrenadante resultante ainda centrifugado a 6000 x g durante 10 minutos. Os sedimentos
foram entdo suspensos em meio (10 mL) contendo 210 mM de manitol, 75 mM de sacarose, e
10 mM de HEESKOH, pH 7,2, e centrifugados a 6000 x g durante 10 min. As
mitocondrias foram suspensas em 0,1 mL do mesmo meio, e usadas dentro de 3 h. O
conteudo de proteina mitocondrial foi determinado por meio da reacdo de Biureto (Gornall
et al., 1949).

5.6.5 Incubacéo padrdo das mitocondrias
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As mitocondrias foram energizadas com 5 mM de glutamato e malato (mistura de
substrato complexo 1) em um meio de incubacdo padrdo composto de 125 mM de sacarose,
KCI 65 mM, 2 mM de fosfato inorganico (K2HPO4), 10 mM HEPES-KOH, pH 7,4, a 30 °C .

5.6.6 Monitoramento do ensaio mitocondrial

A respiracdo mitocondrial foi monitorizada usando um eletrodo do tipo Clark
(Hansatech instruments, oxytherm electrode unit, UK). A producae@gfél monitorizada
espectrofluorimetricamente usandoll Amplex red (Molecular Probes, OR, EUA) e 1 IU /

mL de peroxidase (Zhou et al., 1997). Esses ensaios foram realizados na presenca de 0,1 mM
de EGTA. O influxo e o efluxo de €aforam monitorizados espectrofluorimetricamente
usando 150 nM de Calcium Green 5N (Molecular Probes, OR, EUA) como uma sonda
(Rajdev et al., 1993)0 fluxo de CA* e a producdo de ,8, foram monitorados em um
espectrofotometro de fluorescéncia (F-4500 Hitachi) com comprimento de onda (ex/em)
506/531 e 563/587, respectivamente.

5.6.7 Andlise da expressdo de RNAm

O RNA total foi isolado utilizando o reagente TRIzol (Invitrogen ®). Para analise de
RT-PCR, o RNA foi transcrito de forma reversa utilizando a transcriptase reversa IMPROM
Il (Promega ®) e utilizados em reacfes de PCR quantitativas contendo corante fluorescente
EVA-green (BioRad ®). A expressao relativa de RNAm foi determinada ap6s normalizacdo
com B-actina utilizandoo método AACt (Barbosa et al., 2013). PCR quantitativo foi
analisado utilizando Eppendorf Mastercycler Realplex4 Instrumento (Eppendorf ®). Primers

para Nox4, B-actina e UCP2 foram concebidas como descrito na Tabela 1.

Table 2. Sequéncia dos primers utilizados para os ensaios de RT-PCR para Proteina
desacopladora 2 (UCP2), NADPH oxidase -4 (Nax#4)actina

Gene Forward Reverse
Nox-4 S'TTCTGGACCTTTGTGCCTATAC3' 5'CCATGACATCTGAGGGATGATTZ3!
UCP 5'ATGTGGTAAAGGTCCGCTTC3' 5'CATTTCGGGCAACATTGGG3'

B-actin S’'CACTTTCTACAATGAGCTGCG3"  5'CTGGATGGCTACGTACATGG3’
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5.6.8 Estado redox do ventriculo esquerdo

Os niveis de proteina carbonilada e glutationa reduzida (GSH) e oxidada (GSSG)
foram avaliados no tecido ventricular esquerdo (50 mg / mL em tampéao Tris-HCI 0,1 M
gelado, pH 7,4). Os niveis de GSH e GSSG foram avaliados pelo método ortoftalaldeido
fluorimétrico (Hissin e Hilf, 1976). A proteina carbonilada foi detectada
espectrofotometricamente pela derivatizagcdo do grupo carbonila com 2,4-dinitrofenil-
hidrazina (DNPH) (Reznick e Packer, 1994; Schild et al.,1997) e a absorvancia foi
normalizada pela quantificacdo da proteina por reagente Bradfort ®. O conteudo de
superoxido  dismutase (SOD) no ventriculo esquerdo foi  determinado
espectrofotometricamente por formacdo do sal de tetrazdlio usando um Kit de ensaio para
superoxido dismutase (Cayman ®), de acordo com as instru¢des do fabricante.

5.6.9 Ultraestrutura do miocardio

Para andlise da ultraestrutura do miocardio, foram utilizados dois animais por grupo
experimental. Esse numero de animais foi utilizado devido a necessidade de se realizar
outras analises com o ventriculo esquerdo e a analise de ultraestrutura apresentar
caracteristicas peculiares que permitem a analise com numero amostral pequeno. Apés a
eutanasia, amostras do ventriculo esquerdo foram colocadas em tampéo cacodilato de sédio
0,1 M (pH 7,2) contendo 0,2 M de sacarose e transferidos para 2,5% de glutaraldeido em
tampdo de cacodilato de sédio 0,1 M (pH 7,2) e sacarose 0,2 M. Apo6s a fixagcdo com
glutaraldeido, estes fragmentos foram lavados em tampé&o de cacodilato derefddidas
em 1% de tetroxido de 6smio durante duas horas. Depois de lavar duas vezes em tampao
cacodilato, as amostras foram desidratadas em série ascendente de etanol até alcool absoluto
(70, 100 °) e impregnados na solucdo de resina LR Whithe-Leica e etanol (2:1) durante uma
hora. Posteriormente, as amostras foram impregnadas em resina pura durante uma hora e,
novamente, adicionadas em resina pura durante 16 horas a temperatura ambiente, seguida da
inclusdo em capsulas de gelatina a 60 °C durante 24 horas. Cortes ultrafinos foram obtidos
em ultramicrotomo (modelo: Leica RM 2255, Leica Microsystems, Alemamltalocade
em grades de cobre. Os cortes foram contrastados durante 15 minutos com 1% de acetato de
uranila e com citrato de chumbo durante 8 minutos. As amostras foram observadas e
fotografadas em microscopio eletrénico de transmissdo com camara digital acoplada (Zeiss

EM 109, Alemanha), no Nucleo de Microscopia e Microanalise da Universidade Federal de
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Vicosa.
5.6.10 Analise estatistica

Para a comparagdo das médias das variaveis entre os grupos foi utilizado ANOVA
2x3 (diabético/ndo-diabético vs sedentario/exercitado/insulina) seguida pelo teste post-hoc de
Tukey para comparacfes multiplas. Esta analise foi realizada através do software Statistical
Analysis System - SAS versao 9@.nivel de significancia adotado foi de 5% e os dados

estdo apresentados como média +erro padrdo da média.

6. RESULTADOS

6.1. Biometria, glicemia e parametros eletro e ecocardiograficos

O peso inicial e a massa corporal ndo foram estatisticamente diferentes entre os
animais grupos experimentais. Apds oito semanas, a massa corporal foi significativamente
menor nos animais diabéticos (DS vs.CS). O treinamento fisicovgDIBE), bem como a
terapia com insulina isolada (BS. DSI) ou os tratamentos combinados (BSIDEI) nao
alteraram o ganho de massa corporal nos animais diabéticos. Semanalmente, adglicemia
jejum foi maior em animais diabéticos comparados aos controles como pode-se observar na
Figura 1. Por outro lado, a mesma figura mostra que a massa corporal foi menor em animais
diabéticos quando comparados aos controles. O tratamento com insuliva (I38) ou a
combinacdo com treinamento fisico (& DEI) reduziram a glicemia de jejum em animais
diabéticos. O treinamento fisico isolado ndo alterou a glicemia de jejum dos animais
diabéticos. O diabetes reduziu o ganho de massa cardiasa. (DSI) e o tratamento com
insulina aumentou esse ganho. Quando comparadosvsiT® a massa cardiaca continua
menor nos animais diabéticos apesar do tratamento. O treinamento fisico isolado nédo alterou
a massa cardiaca, mas quando combinado ao tratamento com insulusa@BEB aumentou
essa massa (Tabela 3). Nos animais controle, o treinamento fiscico ndo modificou a massa
cardiaca (CS=CE). O indice de hipertrofia cardiaca (Massa do coracao/Massa corporal) ndo
foi modificado em animais diabéticos quando comparado aos controles (CS vs. DS), mas
animais diabéticos tratados com insulina (SI DEI) mostraram indices de hipertrofia
maiores do que aqueles nao-tratados YRBE). Esse parametro foi similar entre animais
diabéticos tratados com insulina e os controle. O indice de hipertrofia cardiaca néao foi

significativamente diferente entre os a animais controle sedentéarios e treinados (@S=CE).
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frequéncia cardiaca de repouso foi menor em animais diabéticos sedentarios (DS vs. CS) e o
tratamento com insulina (D&. DSI) normalizou a frequéncia cardiaca.

O treinamento fisico isolado ndo modificou a reducdo na frequéncia cardiaca
apresentada por animais diabéticos (DS vs. DE). Por outro lado, o treinamento fisico
combinado com o tratamento com insulina aumentou a frequéncia cardiaca (DE vs. DEI)
Os animais diabéticos tratados com insulina apresentaram frequénciaacsediathante
aos controles (CSs. DSI, CEvs. DEI).

No que se refere aos aspectos eletrocardiograficos (Tabela 3) o estudo verificou que
o diabetes prolongou o intervalo QT (DS vs.CS) e o tratamento com insulina reduziu esse
intervalo (DS vs. DSI), normalizando-o ( CS vs. DSI).

O treinamento fisico isolado nado alterou o intervalo QT, mas quando combinado ao
tratamento com insulina, normalizou esse intervalo. Os animais dos grupos diabéticos
tratados com insulina apresentaram intervalo QT similares aos controles.([T3; CE vs.

DEI)

O intervalo QTc nao foi alterado pelo diabetes (DS vs. CS). Porém quando
comparados os grupos DS e DE vs. DSI e DEI, os animais tratados com insulina
apresentaram intervalo QTc menores que 0s animais nao tratados pelo horménio.

Os parametros ecocardiograficos para avaliacdo da funcdo sistélica ventricular
esquerda estdo representados pela fracdo de ejecao e pela fracdo de encurtament® mostrado
na tabela 2. Nossos resultados mostraram que o diabetes reduziu a fracdo de encurtamento
(CS vs. DS) e o tratamento com insulina isolado ou o treinamento fisico isolado ndo foram
capazes de reverter essa reducdo. Por outro lado, o treinamento fisico associado ao
tratamento com insulina aumentou em 19,18% a fragcdo de encurtamento (DEI vs. DSI, DEI
vs. DE). Nos animais controle o treinamento fisico aumentou a fracdo de encurtamento em
15,6% (CS vs. CE). Os animais do grupo DS apresentaram reducao 16,20% da fracédo de
ejecdo quando comparados ao CS. O tratamento com insulina (DS vs. DSI) ou treinamento
fisico (DS vs. DE) isolados ndo modificaram essa redugdo. Por outro lado, o treinamento
fisico associado ao tratamento com insulina aumentou a fracdo de ejecdo nos animais
diabéticos (DEI vsCS, DE vs. DEI). Nos animais controle, o treinamento fisico ndo alterou

a fracdo de ejecéo (CS vs. CE).
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Figura 2. Peso corporal e glicose sanguinea dos grupos durante o periodo experimental.
Controle Sedentario (CS), Diabético sedentario (DS), Diabético sedentério tratado com
insulina (DSI), Controle exercitado (CE), Diabético exercitado (DE) e Diabético exercitado
tratado com insulina (DEI).
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Tabela 3. Biometria, glicemia e parametros eletro e ecocardiografico dos grupos

experimentais

CS DS DSI CE DE DEI
Massa corporal
83,4+1,6 852+3,4 85,8+2,7 84,8+2,9 85,8+2,7 83,6+1,8
inicial (g)
Massa corporal final 1,242
( ';) 3122233 1988120, 8 200,816, 286,6125,1 190,8+16,8° 232,6+11,8
g
Glicemia inicial
66,6+3,8 68,6+3,0 64,2+3,2 70,2+1,6 67,2+1,7 62,6+2,6
(mg/dL)
Glicemia final
90,2+2,8 529,2+22, 7 338,2+39,0 87,2+3,8 492,2+34,5 316,8+67,0
(mg/dL)
Massa do coragédo (g) 1,86+0,08 1,00+0,1¢" 1,43+0,15 1,95+0,12 1,01+0,07 1,62+0,07
Massa do coracao/
5,43+0,47 5,07+0,20 7,46+1,28 7,07+0,83 5,48+0,68 7,02+0,39
Massa corporal
Frequéncia cardiaca
345,949,0 267,0+11,% 345,3+17,8 337,3+7,6 277,2+15,8 349,2+9,8
(bpm)
Intervalo Q T (s) 59,2+3,8 71,4+1,8" 56,3+3,5 58,5+3,8 78,6+3,2 53,9+3,7
141,8+8,4 150,645, 135,3+10,1 138,9+9,7 168,3+6,8 130,4+10,3
Intervalo QTc (s)
Fracdo de 41,00£1,54  30,80+1,69 30,16+1,54 47,43+1,33 29,41+1,54 35,91+1,54"
encurtamento- VE
Fracéo de ejecdo - .
77,33+2,86  64,80+3,14 63,33+2,86 83,75+2,48 58,66+2,86 71,41+2,86

VE (%)

Controle Sedentario (CS), Diabético sedentario (DS), Diabético sedentario tratado com
insulina (DSI), Controle exercitado (CE), Diabético exercitado (DE) e Diabético exercitado
tratado com insulina (DE[Diferente de CS:'Diferente de DS:"Diferente de DSI:¥
Diferente de CE?® Diferente de DE. Os dados sdo expressos como media + errp padrdo da

média de 10 animais por grupo.
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6.2 Transiente de [C&T;

A Figura 3mostra os dados do transiente de{GaO diabetes mellitus tipo 1 (DS
vs. DE) e o tratamento com insulin®Svs. DSI) nao alteraram a amplitude do transiente
de [C&";. Contudo, o treinamento fisico associado ao tratamento com insulina (DE)vs.
aumentou significativamente a amplitude do transiente d&][CaD exercicio fisico nédo
alterou a amplitude do transiente deqi@m animais controle (O%. CE).

No que se refere ao tempo para o pico do transiente @@ fBaervou-se que o
diabetes mellitus tipo 1 ndo modificou esse tempo (Figura 3 B). Por outro lado, o treinamento
fisico reduziu o tempo para o pico do transiente d&TGam animais tratados (D8$. DEI)

e néo- tratados com insulina (S DE) em 8,67% e 6,49 % respectivamente. Nos animais
controle, os efeitos do treinamento fisico foram siredaresses animais diabéticos ( CS vs.
CE).

O diabetes induzido por estreptozotocina prolongou o tempo para metade do
decaimento do transiente de fJa(CS vs. DS) por 17,10% ( FiguraG3. Em contrapartida,

o tratamento com insulina isolado (DS vs. DSI), assim como o treinamento fisico isolado (DS
vs. DE) reduziu esse tempo nos animais diabéticos em 10,12% e 5,73 %, respectivamente.
Além disso, o treinamento fisico combinado com o tratamento com insulina (DS vs. DEI)
reduziu o tempo para metade do decaimento do transientedk [@a 5,17%. Contudo, 0

treinamento fisico ndo modificou esse tempo em animais controle ( CS vs. CE).

6.3 Funcao Mitocondrial

Apesar de ndo apresentar significancia estatistica, os resultados mostraram que o
diabetes tendeu a reduzir as taxas respiratérias no estado lll (Tabela 4), aumentou as taxas
respiratorias no estado IV e aumentou a razdo de controle respiratério (RCR 5.
Ambos os tratamentos isolados, insulina (DS vs. DSI) e treinamento fisico (DS vs. DE) nao
modificaram nenhum dos parametros respiratorios supracitados. Apenas a combinacdo dos
tratamentos, insulina e treinamento fisico reverteram o aumento das taxas respiratorias no
estado IV das mitocdndrias de animais diabéticos VWOPEI). Nos animais controle, o
treinamento fisico elevou o consumo de oxigénio no estado IV pelas mitocéndrias isoladas
(CSvs. CE).
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Figura 3. Transiente de [C&']; em cardiomi6citos isolados do ventriculo esquerdo de
ratos. Controle sedentério (CS); Diabético sedentario (DS); Diabético sedentério tratado com
insulina (DSI); Controle exercitado (CE); Diabético exercitado (DE); Diabético exercitado
tratado com insulina (DEI).Diferente de CS:Diferente de DS:’Diferente de DSI;*

Diferente de CE?® Diferente de DE. Os dados sdo expressos como media + erro padrao da
meédia de 10 animais por grupo.

Tabela 4. Fosforilagcdo (Estado Ill) e repouso ( Estado 1V) e Raz&o de Controle

Respiratorio (Estado 1ll/ Estado V) nas mitocdndrias dos grupos experimentais.

CS DS DSI CE DE DEI

Estado Il 26,5422 235+3,0  23,8+24 27,9+1,8 20,1+0,13 21,0+1,5
Estado IV 2,3240,13 3,03+0,21  3,13%0,22 3,34+0,48 3,09+0,09 2,59+0,17
RCR 10,66+0,65 7,71+0,81  7,61+0,55 8,82+1,01 6,51+0,16 8,13+0,50

Controle sedentario (CS); Diabético sedentario (DS); Diabético sedentario tratado com
insulina (DSI); Controle exercitado (CE); Diabético exercitado (DE); Diabético exercitado

tratado com insulina (DE[Diferente de CS; Os dados sdo expressos como média + erro

padrédo da média de 5 animais em cada grupo.
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Além disso verificou-se no tecido ventricular esquerdo um aumento de 73% nha
expressdo de proteina desacopladora 2 (UCP2) nos animais diabétices 53 como
mostrado na Figura 4. Esse aumento foi totalmente revertido apenas pela combinacao de

treinamento fisico e insulina (DS vs. DEI).

B-actin)
o

(ucp
S
_|

Expressao relativa de RNAm

0
CS DS DSI l CE DE DEI

Figura 4. Transcricdo de proteina desacopladora 2 (UCP2) no ventriculo esquerdo de
coracoes de ratos.

Controle sedentario (CS); Diabético sedentario (DS); Diabético sedentario tratado com
insulina (DSI); Controle exercitado (CE); Diabético exercitado (DE); Diabético exercitado
tratado com insulina (DEI).Diferente de CS:Diferente de DS:’Diferente de DSI;*
Diferente de CE?® Diferente de DE. Os dados sdo expressos como media + erro padrao da

média de 10 animais por grupo.

39



51‘“" CS or DEI
¢ 1 DSI
£ DS
-
o
Y
Q
2 7]
= Nt
0 100 200 300 400 500 600
Tempo (5)
B
5‘ _ 084 t#
S . t#§
L
;- Q. - % %
S 0 (44
SET
P iw
= g
m o’
00

CS DS DSI  CE DE  DEI

Figura 5. Producdo de HO, em mitocondrias isoladas do ventriculo esquerdo de
coracgOes de ratos.

Controle sedentario (CS); Diabético sedentario (DS); Diabético sedentério tratado com
insulina (DSI); Controle exercitado (CE); Diabético exercitado (DE); Diabético exercitado
tratado com insulina (DEI). (A) Tracos representativos e (B) Média £+ EPM de liberacdo de
H,O,. ‘Diferente de CS'Diferente de DS’Diferente de DSI¥ Diferente de CE® Diferente

de DE. Os dados sao expressos como media + erro padrdo da média de 10 animais por grupo.
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A producdo de pD, em mitocOndrias isoladas de coracdo, energizadas com
glutamato e malato, foi monitorada espectrofluorimetricamente e esta mostrada na Figura 5.
O experimento representativo (Figura 5 A) e as médias (Figura 5 B) mostram que
mitocondrias isoladas de ratos com diabetes mellitus tipo 1 produzem menores quantidades
de HO, quando comparados ao controles (BSCS). Nem o treinamento fisico (D&.

DE), nem o tratamento com insulina (D$ DSI) isolados reverteram a reduzida producao
mitocondrial de HO,. Entretanto, quando associados os tratamentos, insulina e treinamento
fisico (DS vs. DEI) reverteram a reduzida liberacdo deOl pelas mitocondrias. Nos
controles, o treinamento fisico ndo alterou a prodwE#bbO, (CS vs. CE).

A capacidade de captacdo de®'@mr mitocondrias cardiacas de animais diabéticos
foi monitorada espectrofluorimericamente usando Calcium Green 5N como um indicador de
[Ca®* | extramitocondrial (Figura 6). As mitocondrias de animais diabéticos apresentaram
maior capacidade de captacdo de’*Ga2% a mais) quando comparadas aos controle (CS
vs. DS). O treinamento fisico isolado (DS vs. DE) e o tratamento com insulina isolado (DS
vs. DSI) normalizaram a habilidade mitocondrial em captar’”,@G@m um efeito mais
pronunciado da insulina (DS vs. DSI). Nos controles, o treinamento fisico ndo alterou a
captacdo de Ghmitocondrial.

Os tracos da dinAmica da concentracdo externa @e &ma resposta a adices
sequenciais de &&, representados na FigurdB@mostraram que mitocondrias isoladas de
coracdes de ratos diabéticos ndo sustentam a pre-cargd‘d@pBs 6 adicées de 20 nmol
de C&") em contraste com mitocondrias isoladas do coracdo de animais controte DS$
Isso indica um aumento da susceptibilidade de permeabilizacdo da membrana mitocondrial
interna induzida pela sobrecarga@#*. Em contrapartida, ambos os tratamentos (insulina e
exercicio fisico) isolados reduziram ainda mais a capacidade das mitocondrias cardiacas em
reterC&* (DS vs. DSI, DS vs. DE). Por outro lado, o programa de natacdo associado ao
tratamento com insulina restaurou a permeabilidade membrana induzi€a’gara niveis
semelhantes aos dos controldss animais controle, o treinamento fisico com natagéo, ndo
alterou a susceptibilidade a abertura de PTPM em mitocéndrias isoladas do musculo
cardiaco. A Figura 6 C mostra que CSA, um inibidor classico de abertura de PTPM
preveniu totalmente a liberacdo de?Cacumulado nas mitocondrias de ratos diabéticos
tratados com insulina isolada(DSI) ou treinamento fisico isolado (DE) apos adi¢do de 6 nmol
de C&".
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Figura 6. Dinamica de C&" em mitocondrias isoladas do ventriculo esquerdo de
coracOes de ratos.

Controle sedentario (CS); Diabético sedentario (DS); Diabético sedentario tratado com
insulina (DSI); Controle exercitado (CE); Diabético exercitado (DE); Diabético exercitado
tratado com insulina (DEI). (A) Captacdo de*Canensurada na presenca de 1 pM CSA.

(B) Capacidade de Retencéo de?'®a auséncia del pM CSAC) Capacidade de retencao

de C&" na presenca de 1 uM CSA .As mitocdndrias (mito, 0,5 mg de proteina / mL) foram
adicionados no meio padrao, sob as condi¢cdes descritas anteriormente. Foram adicionados 20
nmol de CA*ou 1 mM CCCP. CCCP foi usado para reduzir o potencial de membrana e
liberar o C&*. Tracos séo representativos de cinco experimentos com diferentes preparacées
mitocondriais de cada grupbDiferente de CS:'Diferente de DS;’Diferente de DSI;*
Diferente de CE?® Diferente de DE. Os dados sdo expressos como media + erro padréo da

meédia de 10 animais por grupo.
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Em coracbes de ratos diabéticos sedentarios por 8 semanas observou-se significante
aumento na expressao de Nog&{s. DS) (Figura 7 A) e isso foi reduzido pelo tratamento
com insulina isolado (DS vs. DSI), enquanto o treinamento fisico isolado ndo produziu
nenhum efeito (DSs. DE). A expressdo de Nox4 no coracao de ratos diabéticos ao nivel
dos controles foi obtida apenas quando os tratamentos insulina e treinamento fisico foram
combinados (CS vs. DEI).

Além de apresentar aumento da expressdo de NOx4, os coracdes de ratos diabéticos
mostraram diminuicdo no contetdo de SOD € PS), que nao foi revertido por ambos o0s
tratamentos (insulina e treinamento fisico) ou pela combinacao desses (Figura 7B

A proteina cardiaca de animais com diabetes induzindo por STZ foi mais oxidada.
(CS vs.DS), um efeito que foi revertido pelo tratamento com insulina isolado (Ds vs. DSI) ou
combinadacom o treinamento fisicd(S vs. DEI).

Nos animais controle, o treinamento fisico ndo afetou nenhum parametro do estresse

oxidativo no ventriculo esquerdo desses gupos (CS vs. CE).
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Figura 7. Parametros de estado redox em ventriculo esquerdo de coracdes de ratos.
Controle sedentario (CS); Diabético sedentario (DS); Diabético sedentario tratado com
insulina (DSI); Controle exercitado (CE); Diabético exercitado (DE); Diabético exercitado
tratado com insulina (DEIJA) Expresséao relativa de RNAm de NADPH oxidase 4 (Nox4);
(B) Superoxido Dimutase (SOD); (C) Razao relativa de Glutatmadada/ glutationa
reduzida e (D) Dosagem de proteina carbonilaBierente de CS;Diferente de DS;
“Diferente de DSI¥ Diferente de CE® Diferente de DE. Os dados sdo expressos como media

* erro padrdo da média de 10 animais por grupo.
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6.4 Ultraestrutura Mitocondrial

Figura 8. Ultraestrutura de cardiomidcitos do ventriculo esquerdo de ratosle coracdes

de ratos.

Controle sedentario (CS); Diabético sedentario (DS); Diabético sedentario tratado com
insulina (DSI), Controle exercitado (CE); Diabético exercitado (DE); Diabético exercitado
tratado com insulina (DEI). Mitocéndrias (M); Miofibrilas (mf); Nacleo (N). Barras =
100m. Em cardiomidcitos de animais com diabetes ocorre desorganizacdo das miofibrilas
(estrela) e interrupcao das cristas mitocondriais (cabeca de seta). O tratamento com isnulina
e treinamento fisico aerdbico reduz essa desorganizacdo e atenua as alteragbes nas cristas

mitocondriais.

A Figura 7 apresenta detalhes ultraestruturais de cardiomiécitos dos animais dos
grupos experimentais. O DMT1 induziu a desorganizacdo das cristas mitocondriais e 0
aumento do tamanho mitocondrial indicando intumescimento mitocorditderrupcao

de cristas (CS vs. DS). Além disso, foi observado ainda um aumento do numero de
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mitocondrias no VE de ratos diabéticos quando comparados aos controles, 0 que pode ser
indicativo de aumento da biogénese mitocondrial em resposta a hiperglicemia desenvolvida
por esses animais.

No que tange aos efeitos dos tratamentos insulina e treinamento fisico combinados
(DS vs.DEI), é relevante notar que um volume e um numero de reduzido quando
comparamos aos outros grupos indicando uma reducdo das anormalidades mitocondriais
guando insulina e treinamento fisico sdo combinados. Nos animais controle as micrografias
apresentadas na Figura 8 (&SCE) indicam que o treinamento fisico aumentou o nimero e

o volume mitocondrial e ndo alterou a morfologia das cristas mitocondriais.

7. DISCUSSAO

No presente estudo, n6s examinamos os efeitos de um programa de natacéo isolado ou
combinado ao tratamento com insulina sobre a homeosta€eftle dm cardiomiécitos do
VE, no estresse oxidativo cardiaco, na funcdo de mitocdondrias do miocéardio, na
ultraestrutura de mitocéndrias de cardiomiécitos do VE e na funcdo sistélica de coracdes
de ratos com DMTL1 experimental. Vale ressaltar que os efeitos do tratamento com isnsulina
isolado parece promover respostas mais significativas quando comparado ao tratamento com
treinamento fisico isolado. No que se refere a esses efeitos combirel@siayeis estudas,
a frequéncia cardiaca, a fracdo de encurtamento, a fragdo de ejecdo, a araplitieepo
para o decaimento do transiente de’{fiaa captacdo mitocondrial de €aa expressao de
UCP2, a producao de,B,, a expressdo de Nox4 , o conteudo de proteina carbonilada e as
alteracdes nas cristas mitocondriais foram normalizadas com a combinagao dos tratamentos.
Isso sugere que o tratamento com insulina e treinamento fisico associados podem produzir
efeitos mais pronunciados quando combinados do que ambos os tratamentos isolados.

Como esperado, o tratamento com insulina isolada ou combinado com o
treinamento fisico reduziu os niveis glicémicos em animais diabétidos sedentarios.
Resultados semelhantes foram encontrados por Lahaye et al. (2011). Esses achados estao
associados aos efeitos hipoglicémicos da insulina, além do aumento da sensibilidade das
células alvo a esse horménio em resposta ao treinamento fisico. Por outro lado, o treinamento
fisico isolado ou a terapia com insulina isolada ndo normalizou a glicose plasmatica dos
animais diabéticos. Apesar de utilizar protocolos de exercicio diferentes, outros estudos
observaram também que os niveis plasmaticos de glicose ndo 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; Silva et al.2010). Isso pode ser explicado, em parte,
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pelas diferentes respostas quando diabéticos tipol e tipo 2 sdo submetidos ao exercicio fisico.
Os efeitos do exercicio regular sobre a glicemia plasmatica parecem ser mais evidentes em
diabéticos tipo 2, quando comparados ao diabético tipo 1. Albright et al. (2000) sugerem que
o exercicio fisico aerobio promove o aumento da sensibilidade celular & insulina e
consequente reducdo dos niveis glicémicos em individuos diabéticos tipo 2. Ainda, o
exercicio fisico foi capaz de aumentar o numero e melhorar a funcdo das células beta-
pancredticas em animais Zucker diabéticos e obesos que apresentam resisténcia insulinica
(Kiraly et al., 2008), o que resultou em reducao dos niveis de glicose.

Além disso, a etiologia do diabetes e a diferenca nos protocolos de exercicio podem
explicar as diferenca nas respostas glicémicas de diabéticos tipo 1 e 2 aptaETeht®
fisico aerdbio. A destruicdo permanente das células beta-pancreaticas no diabetes tipol pode
explicar os achados do presente estudo, quando o0 exercicio ndo alterou a glicemia
plasmatica.

No que tange a insulinoterapia, € possivel que a auséncia de normalizacdo da
glicemia em animais diabéticos se deva principalmente a diferencas nos procedimentos
experimentais no que se refere ao espaco de tempo entre 0 meomento de apliacdo da insulina,
o tempo de acdo da mesma e o horario de afericdo da glicemia. E possivel que no meomento
de afericdo da glicemia, a isnulina ministrada ja havia cessado sua acado, sendo essa nao
detectada na glicemia de jejum. Além disso, vale lembrar que essa glicemia era determinada
no primeiro dia de cada semana e dessa forma os valores glicémicos apresentados pelos
animais nos outros dias da semana permaneceram sem afericdo podendo esconder possiveis
efeitos da insulinoterapia em outros momentos experimentais.

Nos observamos que DMTteduziu a frequéncia cardiaca de repouso dos animais,
como mostrado por estudos anteriores (Howarth et al., 2006; Borges et al.,2006). Isso pode
ser explicado pela reduzida expressdo de receptores beta-adrenérdicos @) em
cardiomidcitos de animais com diabetes (Matsuda et al., 1999; Bidasee et al., 2008). Como
esperado, a reducdo na frequéncia cardiaca de repouso foi normalizada em animais
sedentérios e treinados tratados com insulina como descrito previamente por Ramanadhan et
al., 1983; Lahaye et al., 2010; Howarth et al., 2006; Jorge et al 2012, uma vez que esse
horménio exerce efeito inotropico e cronotrépico positivo sobre o miocardio (Lucchesi et al
1972; Aulbach et al.,1999)Apesar da literatura mostrar bradicardia de repouso induzida
pelo treinamento fisico em individuos e modelos experimentais, no presente estudo, 0

treinamento fisico ndo alterou a frequéncia cardiaca dos animais controle treinados. Assim,
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€ possivel que a intensidade do treinamentos em natacédo (5 % do peso corporal), ndo foi
suficiente para promover tal adaptacéo.

O aumento do intervalo QT observado pode ser explicado, em parte, pelo
prolongamento do potencial de agdo em cardiomidcitos de ratos diabéticos (Jourdon&
Feuvray, 1993; Lacombe et al., 2007). Além disso, Casis & Echevarria (2004) mostraram
diferentes alteracdes nas correntes ibnicas nas células cardiacas de animais diabéticos,
principalmente, na reducdo na corrente de potassio durante a repolarizacdo, o que estende o
referido intervalo. Um intervalo QTc prolongado aumenta o risco de arritmia ventricular e
morte subita, principalmente, em atividades onde ha aumento da sobrecarga verifatelar.
ressaltar que a combinacdo entre insulina e treinamento fisico melhora a condutibilidade
elétrica do coracdo e reduz o risco de arritmias e morte subita.

Nesse estudo, foi utilizada razdo massa do coracdo/massa corporal como indice de
hipertrofia cardiaca e nenhuma diferenca entre os grupos foi notada para que pudess
caracteriza-la em animais controle ou diabéticos. Paralelamente, foi verificashervalo
QT aumento de 20,6% em animais diabéticos (CS vs. DS). Apesar de ndo apresentar
significancia estatistica nosso estudo mostrou tendéncia a um aumento den6,2%
intervalo QTc em resposta a hiperglicemia. Esses achados sdo semelhantes aos de Howarth et
al. (2011) que mostraram prolongamento dos intervalos QT e QTc em ratos com diabetes
mellitus tipo 1 induzido por aloxana.

Esses resultados podem indicar potencial risco de hipertrofia cardiaca uma vez que o
prolongamento desses intervalos se correlaciona positivamente com o aumento da massa
ventricular esquerda, como sugerido por Oikarinen et al. (2001). Vale lembrar que essas
alteracdes foram encontradas em animais no repouso. Assim, é necessario enfatizar que essas
alteracdes eletrocardiograficas podem se acentuar durante o treinamento fisico e
comprometer a performance cardiaca, além de aumentar o risco de morte subita durante o
exercicio fisico. Em contrapartida, o tratamento com insulina isolado e combinado com
treinamento fisico normalizou as alteracdes em ambos os intervalos. Os efeitos positivos do
tratamento com insulina e do treinamento fisico estdo associados ao restabelecimento das
correntes ibnicas em cardiomidcitos. A andlise dos parametros ecocardiograficos mostrados
nos indica que o diabetes reduziu a fragdo de encurtamento e a fracdo de ejecdo do ventriculo
esquerdo dos animais. Isso sugere disfuncdo sistélica ventricular esquerda comumente
relatada (Loganathan et al., 2007; Stolen et al., 2009; Loganathan et al., 2012). A reducéo
na fracdo de ejecdo, assim como na fracdo de encurtamento, revela disfuncdo cmntratil d

ventriculo esquerdo, reduzindo a performance cardiaca e consequentemente o débito cardiaco
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em animais diabéticos. Em contrapartida, o treinamento fisico, associado ao tratamento com
insulina, reduz essas disfungcdes. O aumento na fracdo de ejecdo e de encurtamento esta
envolvido no aumento da amplitude de contracdo de cardiomiécitos de animais diabéticos
em resposta ao exercicio fisico (Silva et al., 2010), assim como na ac¢do inotrépica e
cronotropica da insulina sobre o miocardio, como mostrou Lucchesi et al. (1972).

Juntamente com o crescimento dos animais no final do periodo experimental, os ratos
diabéticos, exibem menor massa do coragdo. Nos animais diabéticos além da reducdo na
secrecdo de insulina, ha a reducdo na secrecao de outros horménios como horménio do
crescimento, glucagon, polipéptido pancreatico e fator de crescimento semelhante a insulina,
0 que afeta o crescimento (Menon et al., 1994 ; Gomes et al., 2009). Por outro lado, este
estudo verificou que o tratamento com insulina aumentou o ganho de massa cardiaca e a
relacdo massa do coracdo/massa corporal em animais diabéticos tanto sedentarios quanto
treinados.

Os dados mostraramainda que, o treinamento fisico com natacdo associado ao
tratamento com insulina atenuou as disfuncées no transiente Tk [@@ expressdo de
Nox4, no estree oxidativo, nos parametros respiratérios mitocondriais, na producao de
H,0O, , na expressdo de UCP2, na mobilizacdo de célcio e na susceptibilidade a abertura de
PTPM causados pelo diabetes mellitus induzido por STZ.

Aqui, o diabetes reduziu a amplitude e prolongou o tempo para o decaimento do
transiente de [C4);. Essas disfuncdes tem sido mostradas por outros estudos (Lacombe et
al., 2007; Shao etal.,, 2009) e levam a disfuncdo contratii assim como reducdo na
capacidade de bomba do miocéardio (Shao et al., 2007; Howarth et al., 2008; Howarth et al.,
2009; Silva et al., 2010). A reduc&o na amplitude do transiente 8@ flbservada aqui pode
ser associada a disfuncdes em proteinas regulatérias da homeostase de célcio intracelular em
cardiomidcitos. Por exemplo, a liberacdo d€'G reticulo sarcoplasmético ndo é
uniforme em cardiomiécitos de ratos com diabetes 0 que pode ser explicado em parte pela
reducdo no numero de RYR 2 funcionais, além de reduzida atividade dos canais de célcio
como verificado por Shao et al. (2007). Além disso, as disfuncdes observadas no tempo para
o decaimento do transiente de fgaodem estar relacionadasreducao na expresséao e /ou
atividade de SERCA?2, importante regulador da homeostase intraceluld de Ca

Além do exposto, nossos resultados mostraram, pela primeira vez, que as disfuncdes
no transiente de [G§; podem estar associadas ao aumento da capacidade de captacdo de
Cd* pelas mitocondrias observado em ratos diabéticos. As mitocondrias sdo sensiveis a

concentracéo de &a que é um importante modulador do metabolismo mitocondrial (ciclo
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do acido tricarboxilico). Além disto, estas organelas podem agir como um sistema de
tamponamento de &aremovendo-o e modulando a concentracéo de calcio local. %0é Ca
transportado através da membrana interna da mitocondria por dois mecanismos: um
uniporter (MCU) e um modo de absorcdo rap{®aM). Eles dependem do gradiente
eletroquimico do CGa definido pelo potencial elétrico da membrana e peld'JCas taxa

de fluxo de célcio via MCU s&o répidas. A captacdo dé @&ravés de RaM ocorre muito

mais rapido do que via MCU, sendo que no inicio do pulso d& Léocalizacdo das
mitocondrias proximas aos sitios de liberacdo dé(f@siculo sarcoplasmatico) ou préximas

ao canais de Gada membrana facilita a manipulacdo dd'@mr essas organelas, como
sugerem Gunter et al. (2000); Szabadkai e Duchen (2008) Ainda, em diferentes tipos de
células um aumento do pico da concentracdo d&r@itocondrial em resposta a estimulos

que induzem a mobilizacdo de’Caem sido descrito como um fator que induz o aumento da
expressdo de UCP2 e UCP3 (Trenker et al., 2007).

Foram encontrados indicios da atividade de UCP, como aumento da taxa de
respiragdo em repouso, aumento da expressdo de UCP2 e reducdo de produ€do de H
mitocondrial. Assim, nossos achados sédo semelhantes aos de outros estudos (Bugger et al.,
2008; Heirlen et al., 2009), mostrando que as mitocondrias ndo sdo as organelas responsaveis
pelo dano oxidativo demonstrado em alguns estudos (Sun et al., 1999; Aragano et al., 2008)
que tratam desse dano em animais diabéticos. Em nosso experimento, o dano oxidativo foi
relacionado principalmente com a expressédo elevada de Nox4, como demonstrado por
Maalouf et al.(2011).

Nossos resultados sugerem ainda, que o aumento da atividade de Nox4 poderia
sensibilizar a abertura de PTMP na mitocéndria cardiaca de ratos com diabetes induzido por
STZ, visto que a atividade de Nox4 leva a oxidagdo de cisteina das proteinas mitocondriais,
incluindo componentes do complexo PTMP, e induz dano mitocondrial, como mostrado por
Ago et al. (2010). Este aumento da sensibilidade associada & carga excessi¥ands Ca
mitocondrias poderia disparar a abertura de PTMP, seguido da dissipagcdo do potencial de
membrana mitocondrial e inchamento das mitocéndrias, como sugerido pelo esquema na
Figura 9 Estes eventos podem levar a liberacdo de mediadores de apoptose, como citocromo
c, causando morte celular, piora da energética miocardial e falha cardoaua,

documentado por Luo et al. (2013).
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Reticulo Sarcoplasmatico MitocOndria

Normal

Diabético

Miofilamentos

L.egenda

Poro de transicao de permeabilidade @ Trocador sédio/calcio
mitocondrial

Modo de absorc¢ao rapida de calcio @ Canal mniponta

@ Fosfolamban
Receptor de rianodina sarcoplasmatico
@ Cliclo de Krebs

@ﬁﬁﬁ Cadeia transportadora de elétrons
EROs Espécies reativas

de oxigénio
ATPase do reticulo sarcoplasmatico
OAG Oxidacao de acidos

graxos

Receptor de rianodina mitocondrial
NADPH Oxidase 4

Proteina desacopladora

RYR

Figura 9. Esquema representativoda fungdo mitocondrial em cardiomiécitos de

animais normais e diabéticosNo diabetes ha um aumento da oxidacdo de acidos graxos
induz aum elevado consumo de oxigénio e aumento da producédo de EROs. Ainda, ha uma
aumento na ativacdo de Nox 4 o que eleva os niveis de EROs, com comprometimento do
ciclo de Krebs e da cadeia transportadora de elétrons o que reduz a producéo de ATP e a
reserva de energia miocardial. A diminuicdo da producdo de ATP leva a reducdo na
recaptacao de @4via SERCA e consequentemente um aumento dda@asélico.Assim,
mitocOndrias se adaptam aumentando a captagéozaev(aa\/lcu 0 que elexos niveis de

C&* mitocondrial, contribuindo para a abertura de PTPM, intumescimento, aumento de NCX
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e alteracbes na morfologia mitocondrial. Essas alteragcbes levam a disfuncdo contratil,

reducado da funcdo de bomba e da performance cardiaca.

O aumento da expressao de Nox4 demonstrado aqui pode estar associado ainda ao
prolongamento do tempo para o decaimento do transiente deji[@aas disfuncées nas
proteinas regulatérias da homeostase €. Geshima et al. (2000) mostraram que trés
semanas de diabetes induzido por STZ foram suficientes para deprimir a expressao de
SERCA2 e induzir o aumento do [Ja Esse aumento no tempo para o decaimento 8o Ca
indica que a concentracédo de*Cao citosol permanece elevada apds a contracdo celular
comprometendo tanto o relaxamento quanto um novo ciclo contracdo- relaxamento.

Alguns estudos vem buscando explicar quais alteragbes celulares podem ser
desencadeadas pelo aumento do ?*Gatracelular. Nishio et al. (2012) por exemplo,
mostraram queo aumento do [Gd]; mediado por trocador NaH* e trocador N&Ca
aumenta a fosforilacdo de CaMKIl e a expressdao de NADPH oxidase em cardiomiécitos
isolados expostos a altas concentracdes de glicose. Esses autores mostraram ainda aumento
da producao de EROS e de componentes de NADPH Oxidase ( p46phox e p 67 phox) nesses
cardiomidcitos. Porém, essas alteracbes foram atenuadas com a inibicdo de CaMKIl por
KN93. Assim, a ativacdo de CaMKIl devido a disfuncées no transiente’tpada estar
associada ao aumento de producéo de EROS induzida por Nox4 em coracdes de ratos com
DMT1 experimental.

Um dos resultados mais importantes desse estudo é que oito semanas de tratamento
com insulina e treinamento fisico foram eficientes em restaurar a homeostase intracelular de
Cd&" e normalizar a captacdo mitocondrial desse fon e o tempo para o decaimento do
transiente de G4 em midcitos cardiacos isolados do ventriculo esquerdo de ratos com
DMT1. Contudo, a terapia com insulina isolada restaurou a expressao de Nox4 e o dano
oxidativo, o que demostra que essas alteracdes estdo estritamente relacionadas a
hiperglicemia em diabéticos. Isolados, ambos tratamentos falharam em atenuar outras
disfungcbes tais como expressdo de UCP2, taxas de respiracdo, produca®.de &
susceptibilidade & PTMP, assim como a amplitude do transiente &&;,[Qae foiram
restaurados apenas quando combinados treinamento fisico e a terapia com insulina.

Separadamente, os efeitos do treinamento fisico com esteira rolante por 14 semanas
mastrou prevenir a elevacéo de proteinas associadas a formacgéo de porac&iBidrafion
voltagem dependente, adenina translocase e ciclofilinad3 sinais apoptoticos (Bax, Bax-

Bcl2, capase 3, caspase 9 e aumento de Bcl 2) em corac¢des de ratos diabéticos (Lumini-
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Oliveira et al., 2011 O tratamento com insulina melhora a atividade dos complexos |, Il e
IV depois de quatro semanas de deheomo sugere Remor et al (2011). E provavel que
iISso esteja relacionado ao aumento da expressao de RNAm pard [P &€ponsavel pela
regulacéo de genes envolvidos na biogénese mitocondrial (Mootha et al., 2003). No entanto,
em nosso estudo, oito semanas de tratamento com insulina e treinamentsgieiados

foram capazes de restaurar a captacdo mitocondrial Te T2&los os outros parametros
mitocondriais foram parcialmente restaurados.

Embora n&o tenham sido mesuradas as proteinas reguladoras da homeostdse de Ca
o efeito celular poderia estd associado ao aumento na expressdo e/ou atividade dessas
proteinas naqueles animais treinados e tratados com insulina. O aumento de RYR2, por
exemplo, aumenta a liberacdo dé'Giesencadeada pela corrente dé* @po L (Ica), que
normaliza a amplitude do transiente de4Ga A quantidade de Ghliberado pelo RS é
dependente da carga de’Gdesse reticulo que é aumentada através da elevagéo na expressdo
e/ou atividade de SERCA 2, como previamente descrito por Bers (2002).

De fato, nossos resultados mostraram reducdo no tempo para 0 pico e para o
decaimento do transiente de ffJaem resposta ao treinamento fisico ou treinamento
combinado com insulina. Isso indica aumento na expressao e/ou atividade de RYR2 e
SERCA2. Vale ressaltar que a liberacdo de’* Galuzida por C& é insulinodependente,
uma vez que a insulina regula a funcdo cardiaca por estimulacéa déAulbach et al.,

1999). A insulina também interage com SERCAZ2 via substrato receptor de insulina (IRS)
indicando que a ligacdo das proteinas IRS a SERCA 2 € modulada pela insulina (Tsujino et
al., 2006). Além disso, a recaptacdo dé'@alo RS e a taxa de saida dé'Qelo trocador

sédio- calcio (NCX) sao deprimidas em cardiomiocitos de ratos diabéticos, como
previamente demonstrado por Takeda et al. (399%)i et al. (2002) e Lahaye et al. (2010).

Além dessas alteracdes, o diabetes promove a inibicdo da fosforilacdo de SERCA2 por
fosfolambam e isso parece ser o maior responsavel pela disfuncdo de SERCA2 em coracdes
de animais diabéticos (Vasanji et al., 2004). Juntas , essas alteracdes contribuem para a
ocorréncia de sobrecarga intracelular dé*Caa cardiomiopatia diabética resultando em
disfuncao contrétil (Lacombe et al., 2004).

No que se refere as alteracdes na ultraestrutura dos cardiomiocitos, nosso estudo
verificou que oito semanas de DMT1 experimental foram suficientes para induzir
anormalidades na morfologia mitocondrial. Os dados indicam que, além de mais numerosas,
as mitocéndrias de animais diabéticos apresentam interrup¢cdes nas cristas e intumescimento.

Resultados semelhantes foram encontrados por Searls et al. (2004); Mohamed (2006);
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Lanlua et al. (2012). As interrupcdes das cristas mitocondriais em resposta a hiperglicemia
esta associada a alterac6es na protedmica mitocondrial, particularmente proteinas envolvidas
com a morfologia dessas organelas como a mitofilina (Baseler et al., 2011). Os tratamentos
treinamento fisico e insulina combinados, aparentemente, ateouamtumescimento
mitocondrial, mas ndo restauram a morfologia das cristas mitocondriais. As alteracdes na
morfologia mitocondrial de animais diabéticos podem ainda estar relacionadas a disfuncao
observada no transiente de f3a, que induz a perda da permeabilidade da membrana
mitocondrial e contribui para o intumescimento dessas organedakesorganizacédo de suas
cristas. Além do mais, o0 aumento da producdo de EROS durante o diabetes induz a ligagcao
dessas espécies a cardiolipina (um fosfolipidio da membrana mitocondrial ietercaire

na interrupcdo das cristas mitocondriais (Dabkowski et al., 2009). Essas mudancas na
morfologia mitocondrial séo seguidas de alteracbes na funcdo mitocondrial que contribuem
para a reducdo na producdo de ATP, comprometendo o funcionamento cardiaco de maneira
global.

Vale ressaltar ainda que um interessante resultado de nosso estudo foi que ambos os
tratamentos insulina e treinamento fisico, isolados ou combinados, restauraram o tempo para
o decaimento do transiente de {gaem midcitos isolados do ventriculo esquerdo dos ratos
com DMT1, sendo a restauracdo mais pronunciada em animais exercitados e tratados com
insulina. Esses resultados apresentam relevancia clinica na medida em o exercicio fisico
associado a insulina pode reduzir as disfun¢des contrateis em coracdes de pacientes com

diabetes.

8. CONSIDERACOES
Em sintese, o programa de treinamento em natacdo associado ao tratamento com
insulina:

v Aumentou a amplitude do transiente intracelular dé'JCa

<

Reduziu o tempo para o pico e o tempo para o decaimento do transiente intracelular
de [C&");;

Reduziu a captacdo mitocondrial déCa

Diminuiu a expresséo de UCP2 e Nox4;

Atenuou o dano oxidativo;

Reduziu os intervalos QT e QTc;

Aumentou a frequéncia cardiaca,

AN N N NN

Aumentou a fragcéo de ejecao ;
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Restaurou a susceptibilidade a abertura de PTPM,;
Restaurou a producéo de®4 ;

Restaurou o consumo de O

DN N NN

Atenuou as alteragbes na ultraestrutura mitocondrial;
9. CONCLUSOES

Assim, podemos concluir:

1) Quanto a biometria, glicemia e parametros eletro e ecocardiograficos: a insulina
compararada ao treiamento fisico foi mais eficiente em atenuar as disfuncoes
decorrenteds do diabetes e houve pouca interacdo quando os tratamentos foram
combiandos;

2) Quanto ao transiente de [CJa a combinacéo entre os tratamentos foi mais eficiente
em aumentar a amplitude do transiente de’[dae os tratamentos isolados ou
combinados foram eficientes em reduzir o tempo para o decaimento do transiente de
[C&i

3) No que se refere a funcdo mitocondrial, os efeitos foram similares quando
comparados treinamento fisico e insulina e a combinacdo entre os tratamentos
promove maiores atenuac¢des na disfungdo mitocondrial induzida pelo diabetes
guando comparada com os tratamentos realizadiaglamente.

10. LIMITACOES DO ESTUDO

O diabetes descompensado pode ter limitado a capacidade dos animais em realizer o
protocolo de treinamento fisico assim como o tipo de insulina utilizada pode ter reduzido a
resposta desse animais a insulinoterapia, alterando respostas importantes no que se refere aos
efeitos da insulina sobre a glicemia de jejum por exemplo.

Sobre a efetividade do protocolo de treinamento fisico, vale lembrar que adaptagoes
importantes como reducdo da frequéncia cardiaca de repouso induzida pelo treinament
fisico ndo foram verificadas pelo presente estudo, o que pode indicar que a intesidade do
treinamento nao foir suficiente para promover tal adaptacédo. Para protocolo de natagcao
utilizado ndo se dispunha de nenhumodo para determinacdo exata da instensidade de
exercicio e isso pode ter influenciado bastante as respostas encontradas tanto em animais

diabéticos quanto nos controles.
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11. APLICABILIDADE DO ESTUDO PARA HUMANOS DIABETICOS

O tratamento medicamentoso com insulina no diabetes mellitus tipo 1 e em algunas
casos no diabetes tipo 2 tem sido amplamente utilizado para minimizar os efeitos da
hiperglicemia nos diferentes sistemas organicos em seres humanos diabéticos. Da mesma
forma, o tratamento n&o-medicamentoso com exercicios fisicos tem sido um tratamento
importante na reducéo das complicacdes decorrentes do diabetes. Porém, deve existir cautela
guando se trata de relacionar a dose de insulina utilizada e o inicio do treinamento fisico para
gue a combinagdo dos dois tratamentos n&o induza a hipolglicemia severa, causando
convulsdes ou até mesmo a morte do paciente. Além disso, € preciso verificar qual a
intensidade do treinamento fisico € mais efiente em promover adaptacdes relevantes,
principalmente no que se refere ao musculo cardiaco e que sejam compativeis com o controle
metabdlico e o estado de saude do paciente. Sendo assim, esse estudo torna-se extremamente
relevante pois possibilita uma reflexdo acerca da importancia da combinacdo entre os dois
tratamentos (treinamento fisico e insulina) no tratamento do diabetes mellitus e consequente
reducdo das complicacBes decorrentes da hiperglicemia. Além disso, o presente estudo pode
ser aplicado diretamente em humanos para que seja possivel criar um protocolo de
treinamento fisico tendo a natacdo como atividade principal com o objetivo ndo sé de reduzir
a glicemia dos pacientes, mas também analisar as adaptacdes do coracdo de pacientes
diabéticos ao treinamento fisico combinado com insulina que poderao reduzir as disfuncdes

cardiacas desses pacientes.
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Abbreviations:

CaMKIl C&*/calmoduin-dependent protein kinase
CE Control exercised

CS Control sedentary

DE Diabetic exercised

DEI Diabetic trained treated plus insulin

DM Diabetes mellitus

DS Diabetic sedentary

DSI Diabetic sedentary

GSH Reduced glutathione

GSSH Oxidized glutathione

LV - Left ventricle

LVM- Left ventricular myocytes

MPTP Mitochondrial permeability transition pore
Nox-4) NADPH oxidase 4

RHR Resting heart rate

ROS Reactive oxygen species

SOD Superoxide dismutase

STZ Streptozootocin

UCP-2 Uncoupling protein-2
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Abstract

Diabetic cardiomyopathyis associated with impaired intracellular “ahomeostasjs
oxidative stress and mitochondrial dysfunctions. Here, we addressed the effects of swimming
training and insulin therapy, separately or in combination, on the cardiac dysfurintions

diabetic rats.

Methods

Male Wistar rats were separated into control, diabetic or diabetic plus insulin groups. Type 1
diabetes mellitus was inducdwy streptozotocin. Insulin treated groups received 4 Ul of
insulin. Each group was divided into sedentary or exercised rats. Trained groups were
submitted to swimming training 90 min/day, 5 days/week/8weeks [[Caransient in left
ventricular myocytes (LVM), oxidative stress in leaft ventriculaV) tissue and
mitochondrial functions in heart were assessed.

Results

Diabetes reduced the amplitude, prolonged the times to peak and to half decay of‘the [Ca
transient in LVM, increased Nox-4 expression, decreased superoxide dismutase and increased
carbonyl protein contents in LV tissue. In isolated mitochondria, diabetes increaSed Ca
uptake, susceptibility to permeability transition pore opening, UCP-2 expression and oxygen
consumption, but reduced,®, release. Swimming training alone only corrected the times to
peak and to half decay of the [CJg transient, and the mitochondrial Caiptake; Insulin
replacement also corrected these parameters and further normalized Nox-4 expression and
carbonyl protein content. However, LV and mitochondrial functions in diabetic heart were
only restored in conjunction by swimming training combined with insulin replacement.
Conclusion/interpretation

Only the combination of swimming training with insulin replacement attenuates oxidative

stress and mitochondrial dysfunctions, as well & homeostasis in the diabetic heart.

Keywords: Physical activity; Diabetes mellitus; Mitochondria; calcium, Oxidative stress;
Nox-4
1. Introduction

Diabetic cardiomyopathy leads initially to diastolic dysfunction which frequently

progress to heart failure and sudden death (11). Cardiac systolic and diastolic dysfunctions
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are associated with impaired intracellula’Caomeostasis (15, 21, 40, 45) due to decreased
expression and/or activity of €aregulatory proteins (45, 21, 40, 15, 9, 44).

Heat failure induced by diabetes is also associated with increased ROS (17) associated
to NADH oxidase activation by glycated proteins and mitochondrial dysfunction (44)
Mitochondrial dysfunctions in diabetic hearts are related with increased expression of
mitochondrial uncoupling protein-3 (UCP-3) (7, 24, 41) impaired respiratory capacity,
altered expression of respiratory chain complexes (7) aftlupgake, higher susceptibility
to mitochondrial permeability transition pore (MPTP) opening and elevated apoptotic
signaling molecules (7). Recentl{g0) it has been demonstrated that in diabetic hearts the
expression of phosphorylated /aalmodulin-dependent protein kinase Il (CaMKIl) and
NADPH oxidase were augmented and its activation by impairéd @etabolism would
increase ROS production.

Aerobic exercise and insulin replacement are strategies to management of diabetes
(39, 43). Endurance exercise training was shown to improve cardiomyo&tey€lang and
restore its [C&]; transient and hence contractile function in diabetic rats (39). Endurance
exercise is also known to protect the rat myocardium against oxidative stress (20). The
stimulation of C&" uptake by insulin replacement is involved in the regulation of heart
metabolism and transporter activities (32). However, the effects of combined endurance
exercise training and insulin treatment on cardiac oxidative stress and mitochondrial function
of diabetic rats are poorly understood. Then, this study sought to examine the effects of
swimming training combined with insulin treatment on cardiac oxidative stress and

mitochondrial dysfunctions in STZ-induced diabetic rats.
2. Materials and methods

2.1. Experimental animals

Male Wistar rats (30 days; 80.2+1.8g) had free access to chow and water and were
housed at 22+2 °C on a 12h light-dark cycle, and were separated in control sedentary (CS),
control exercised (CE), diabetic sedentary (DS), diabetic exercised (DE), diabetic sedentary
insulin (DSI) and diabetic exercised insulin (DEI). Experiments were approved by the Ethics

Committee of the Federal University of Vicosa (Protocol number 51/2011).

2.2. Induction of diabetes and insulin treatment
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Diabetic groups received an intraperitoneal injection (60 mg/kg body weighf)
streptozotocin (STZ, Sigma, St. Louis, USA) diluted in sodium citrate buffer (0.1M, pH 4.5),
and control groups received the buffer. Seven days after, animals with fasting plasma glucose
above 300 mg/dL were considered diabetic. Animals from DEI and DSI received a daily dose

of human insulin (1-4 U/day).

2.3. Exercise training protocol

Animals from CE, DE and DEI groups were subjected to a swimming training
program (five days/week/eight weeks) (Adapted from [18]). On the first week the animals
exercised with no load for 10-50 min/day and exercise duration was increased by 10 min/day.
In the second week, the animals exercised with a load corresponding to 1% of BW and the
exercise duration was increased by 10 min/day up to a total of 90 min of continuous
swimming in one session. From the third week on, the load was increased weekly (1% of
BW/wk) up to a load of 5% of BW on the eighth week.

2.4. Resting heart rate assessment

Resting heart rate was obtained from electrocardiogram. Animals were placed inside a
chamber for anesthesia (isoflurane 2% and oxygen 100%) at a constant flow of 1L/minute.
The electrocardiogram (DIl) was acquired using the data acquisition system PowerLab ®
(AD Instr., SP, Brazil) and data analyzed using the program Lab Chart Pro ® (AD Instr. Lab

Chart 7, SP, Brazil). Heart rate was obtained by average of five consecutive cardiac cycles.

2.4. Echocardiographic examinations

Animals were anesthetized with isoflurane via mask (isoflurane 3% and oxygen 100%
constant flow (1 L/min). Cardiac contraction and relaxation were assessed noninvasively by
transthoracic echocardiography using parasternal long- and short-axis images. Two-
dimensional, M-mode echocardiographic images and color-guided pulsed-wave Doppler
images were obtained by standard echocardiographic techniques (10) {M30aEsaote,

Genova, Italia).

2.5. Isolation of cardiomyocytes and mitochondria from LV
Two days after the last exercise training session the rats were euthanized by cervical
dislocation and their hearts were removed. LV myocytes were enzymatically isolated

(Adapted from(8), using 1 mg/mL of collagenase type Il (Worthington, USA) and 0.1
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mg/mL of protease (Sigma). LV mitochondria were isolated by standard differential

centrifugation (38).

2.6. Intracellular C& measurements

Intracellular calcium ([CH] ;) transients in cardiomyocytes were evaluated as
described (33) using pM fluo-4 AM (Molecular Probes, Eugene, OR, USA). A Meta LSM
510 scanning system (Carl Zeiss GmbH, Germany) with an x63 oil immersion objective was
used for confocal fluorescence imaging (488/510 nm ex/em). Digital image processing was
performed using routines custenritten in the Matlab® platform. The time of the peak of

[C&®"]; transient and time from peak transient to half resting level 6fGreere determined.

2.7. Heart Redox State

Reduced (GSH) and oxidized (GSSG) glutathione and protein carbonyl levels were
assessed in LV tissue (50 mg/mL in cold 0.1 M Tris-HCI buffer, pH 7.4) by the fluorimetric
ortho-phthalaldehyde method (18). Protein carbonyl were detected spectrophotometrically by
derivatisation of the carbonyl group with 2,4-dinitrophenylhydrazine (DNPH) (37, 38)
Superoxide dismutase content in LV tissue was determined spectrophotometrically by the

tetrazolium salt formation using a Superoxide Dismutase Assay Kit (Cayman®).

2.8. Mitochondrial standard incubation procedure and assays

Mitochondria were energized with 5 mM glutamate and malate in an incubation
medium containing of 125 mM sucrose, 65 mM KCI, 2 mMHRO,, 10 mM HEPES-KOH
pH 7.4, at 30 °CMitochondrial respiration was monitored using a temperature-controlled
computer-interfaced Clark-type oxygen electrode (Oxytherm, Hansatech Inst, UK). Hydrogen
peroxide production was monitored spectrofluorimetrically using 1 pM Amplex red
(Molecular Probes, OR, USA) and 1 Ul/mL horseradish peroxidase (46); these assays were
performed in the presence of 0.1 mM EGTA.?Canflux and efflux were monitored
spectrofluorimetrically using 150 nM Calcium Green 5N (Molecular Probes, OR, USA) (34).
cd* flux and HO, production were monitored in a Model F-4500 Hitachi fluorescence

spectrophotometer at the 506/531 and 563/587 (ex/em) wavelength pair, respectively.
2.9. Analysis of MRNA expression
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RNA was isolated using the TRIzol reagent (Invitrogen®). For real-time PCR
analysis, RNA was reverse transcribed using the Reverse Transcriptase IMPROM I
(PROMEGA®) and used in quantitative PCR reactions containing EVA-green fluorescent
dye (BioRad®). Relative expression of mMRNAs was determined after normalizatifn by
actin using the AACt method (4). Quantitative PCR was performed using Eppendorf
Realplex4 Mastercycler Instrument (Eppendorf®). Primers for NO3xdctin and UCR2

were designed as described in Table 1.

2.10. Statistical analysis

Comparisons were perfaed by using Student’s t-test, or ANOVA, as appropriate
(Statistical Analysis System software - SAS version 9.3) and post hoc Student-Newman-
Keuls test. Statistical significance was defined at0.05. Results are presented as means +
SEM.

3. Results

3.1. General characteristics of rats

The initial FPG levels were no different among the groups (Table 2). Diabetic rats
displayed a severe hyperglycemia (~500 mg/dL) during the experimental period. However,
insulin treatment alone or combined with exercise training reduced FPG in diabetic rats
(~300 mg/dL). Exercise training alone did not affect PG either in diabetic or control.

The initial body weight was not different among groups, but STZ-treated animals
gained less body weight than controls during the experimental period. Neither insulin
treatment nor exercise training alone or its combination altered the body weight gain in
diabetic rats.

Diabetes reduced the heart weight (HW) gain, but insulin treatment attenuated such
reduction. Exercise training alone did not alter the HW, but exercise training combined with
insulin treatment increased the HW in diabetic rats. The HW/BW was not affected in diabetic
rats when compared to controls. However, diabetic rats treated with insulin showed higher
HW/BW than untreated diabetic rats. Exercise training did not affect the HW/BW either in

diabetic or in controls.
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Resting heart rate was lower in diabetic sedentary and exercised animals as compared
to their respective controls. Insulin treatment corrected these reductions in diabetic sedentary
and exercised animals. Exercise training itself did not change RHR either in diabetic or in
controls.

Diabetic animals exhibited reduced ejection fraction (EF) and fractional shortening
(FS) as compared to controls which indicates systolic dysfunction (Table 3). Although
exercise training increased the FS in controls, neither exercise training nor insulin treatment
reversed the left ventricular systolic dysfunction induced by diabetes. However, the
combination of treatments partially restored left ventricular systolic function in diabetic rats.
Here, diabetic rats showed higher E/A ratio than controls which characterizes diastolic
dysfunction. Nevertheless, exercise training and insulin treatment, either isolated or in

combination, did not reverse the diastolic dysfunction induced by diabetes.

3.2. Intracellular global calcium transients

Figure 1 shows that the [€% transient amplitude in diabetic myocytes was
significantly smaller than in controls (Fig. 1A). Exercise training and insulin treatment
themselves did not affect the [C transient amplitude in diabetic rats. However, exercise
training combined with insulin treatment increased significantly the*JCaransient
amplitude.

Diabetes did not modify the time to peak of {Gatransient (Fig. 1B). Nevertheless,
exercise training reduced the time to peak of?{fzéransient both in insulin treated and
untreated animals by 8.67% and 6.49%, respectively. In controls, similar effect of exercise
training was found.

STZ-induced diabetes prolonged the time to half decay of th&€][Caansient by
17.10% (Fig. 1C). In contrast, insulin treatment itself as well as exercise training reduced the
time to half decay of the [G§ ; transient in diabetic animals by 10.12% and 5.73%,
respectively. In addition, exercise training combined with insulin reduced the time to half
decay of the [CH] i transient by 5.17%

3.3. Heart Redox State

We observed that hearts of diabetic sedentary rats exhibited an increased expression

of Nox-4, as compared to control sedentary rats (Fig. 2A), which was reduced by insulin
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treatment. However, exercise training itself had no effect. Control levels of Nox-4 expression
in hearts of diabetic rats were reached only by exercise training combined with insulin.

In normal conditions, the excess o0b"Qs inactivated and converted to,® by
superoxide dismutase (SOD). However, along with the increased Nox-4 expression hearts of
our diabetic sedentary displayed a diminished SOD content, which was not reversed by
insulin treatment and exercise training, either alone or in combination (Fig. 2B). An
additional indicative of low SOD content in hearts of our diabetic sedentary rats was verified
by the reduced oxidized glutathione (GSH/GSSG), since GSH is consumed by glutathione
peroxidase to degrade,®, generating GSSG and,®. We found a slight increase (not
statistically significant) in GSH/GSSG in diabetic hearts (Fig. 2C), indicating low
productions of HO,, despite the apparent increase of @roduction by elevated Nox-4
expression.

The oxidative damage, as a consequence of an unbalanced production/inactivation of
0O.", was verified by the content of carbonyl proteins (Fig. 2D). Heart proteins of diabetic
sedentary rats were more oxidized, an effect that was reversed by insulin treatment itself as
well as by insulin combined with exercise training. Furthermore, the modulation of carbonyl
contents promoted by diabetes and treatments (insulin or exercise) follow the profile found

for Nox-4 expression, suggesting linked effects.

3.4. Mitochondrial function

Diabetes reduced (not statistically significant) the respiration rates in the
phosphorylating state (State Ill), augmented respiration rates in the resting state (State V),
and thereby decreased the respiratory control ratios (Table 4). Neither swimming training nor
insulin treatment of diabetic rats restored any of the respiratory parameters. Only the
combination of swimming training with insulin reversed at least the high State IV respiration
of diabetic rats. Exercise training itself elevated the oxygen consumption of isolated heart
mitochondria in controls. In addition, LV of diabetic rats also presented an augment of 75%
in the expression of mitochondrial UCP-2 (Fig. 3), which was only totally reversed by
combined swimming training and insulin.

The release of D, in isolated heart mitochondria was monitored (Fig. 4). The
representative experiment (Fig. 4A) and averages (Fig. 4B) show that isolated heart
mitochondria from sedentary diabetic rats release lower amountsQaf &4 compared to

those from controls. Neither exercise training nor insulin treatment of diabetic rats reversed
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the reduced mitochondrial.B®, release. However, swimming training and insulin associated
reversed the lower 4, release in heart mitochondria from diabetic rats.

The heart mitochondria isolated from sedentary diabetic rats presented higher capacity
of C&" uptake (~ 32%) when compared to those from controls (Fig. 5A). Exercise training
and insulin either alone or in combination normalized the ability 6 Qptake in heart
mitochondria of diabetic rats.

The C&" retention capacity was monitored to check the susceptibility to MPTP
opening in isolated heart mitochondria (Fig. 5B). Traces of the exterAfic@acentration
dynamics in response to sequential additions Gf €aow that heart mitochondria isolated
from diabetic sedentary rats did not sustain the preload&d(&fter 6 additions of 20 nmol
C&™), in contrast to heart mitochondria isolated from control sedentary rats, indicating an
increased susceptibility to €ainduced inner membrane permeabilization (Fig. 5B). This
condition was only reversed by exercise training combined with insulin treatment.
Surprisingly, both swimming training and insulin treatment separately further reduced the
capacity of C&' retention in heart mitochondria of diabetic rats. CSA, a classical inhibitor of
MPTP opening, totally prevented the release of accumulatédiCheart mitochondria of
diabetic sedentary, diabetic exercised or diabetic exercised rats treated with insulin, and
partially prevented it in heart mitochondria of diabetic rats treated with insulin (Fig. 5C).
Together, these results indicate that diabetes induces hf§uake and thus increases the
susceptibility to MPTP opening in heart mitochondria. Higher*Qaptake and the
susceptibility to MPTP opening, as well as the respiratory, UCP-2 expression,@d H

release patterns were only reversed by insulin treatment combined with exercise training.
4. Discussion

We examined the effects of endurance exercise training combined with insulin
therapy on cardiac oxidative stress and mitochondrial dysfunctions in diabetic rats. Our data
showed that endurance training associated with insulin treatment attenuated the cardiac
oxidative stress (i.e. reduced Nox-4 expression and the content of carbonyl proteins) and
mitochondrial dysfunctions (i.e. reduced UCP-2 expressiofi, @aake and MPTP opening
susceptibility, and increased®, release) caused by STZ-induced severe type 1 DM in rats.

Here, diabetes impaired the in vivo cardiac systolic and diastolic functions as it
reduced the ejection fraction and fractional shortening as well as it increased peakAE/peak

ratio in rats. These dysfunctions were also evident at the cellular level inasmuch as diabetes
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reduced the amplitude and prolonged the time to half decay of t3§;[€ansient in left
ventricular myocytes. These disruptions in experimental diabetes have been shown
previously and are related to dysfunctions in the celluldf @egulatory proteins (21).
Regarding the systolic dysfunction, the ?Caelease from the SR is not uniform in
cardiomyocytes of diabetic rodents which is due to reductions in the number of functional
RyR2 (6), reduced Gachannel activities (21) and depressed SERCA2 expression or activity
and hence intra-SR &astores (21). This would help to explain the observed reducéd|[Ca
transient amplitude. As for the diastolic dysfunction, the prolonged €ansient decay
observed here is consistent with a prolonged cytosolf¢ @anoval via decreased SERCA2
expression or activity in diabetic hearts (21). It is noteworthy that an increased aditivity
NCX activity may contribute to reduced SR*C#oad in diabetic myocytes, although the
relative contribution of NCX to cytosolic Garemoval in rats is small (~ 7%) and in diabetic
hearts increased or unchanged NCX activity or decreased NCX expression were reported (9).
Despite the fact that cytosolic removal of?Cato mitochondria in rats is small (~
1%) and seems not to impact on the{Garansient (5), we observed an increased capacity
of mitochondrial C&" uptake in mitochondria isolated from diabetic hearts. Mitochondria are
sensitive to C& concentration, which is important for the modulation of mitochondrial
metabolism. These organelles may act as % Ifidfering system removing and modulating
the local C&" concentration. Calcium is transported through the inner membrane matrix by
two mechanisms: a uniporter (MCU) and a rapid uptake mode (RaM) that are dependent of
the electrochemical gradient for €a Calcium flux rates through the MCU are fast,
equivalent to fast gated pores but slower than the most channels. Calcium uptake through the
RaM occurs very rapidly, faster than MCU and at the beginning &t @alse. The
localization of mitochondria close to €aelease sites of the endoplasmic or sarcoplasmic
reticulum or even near plasma membrané' @aannels also facilitates mitochondrial’Ca
handling (see (14) for review). Furthermore, in different cell types an increased peak of
mitochondrial C&" concentration in response to’Canobilizing stimuli has been described
to be increased by UCP-2 and UCP-3 overexpression (42). We found indications of increased
UCP activity, such as enhanced resting respiration rate, UCP-2 expression and reduced
mitochondrial HO, release in diabetic hearts. Thus, our findings agree with previous works
(16) showing that mitochondria per se apart from the insulin-deficient diabetic profile remain
free from ROS production, despite considerable evidences suggesting that diabetes is

associated with oxidative tissue damage in the heart of diabetic rodents (2).
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Our results showed that cardiac oxidative damage was related to upregulation of
Nox-4 expression, as showed previously by Maalouf and coworkers (25) and also found in
LV dysfunctions such as heart failure progression and aging (1). Nox-4 is localized in
perinuclear organelles, including mitochondria (1), and is supposed to be constitutively
active, not requiring cytosolic factors for its activation. Therefore, its expression levels
determine the amount of,Oproduction in the cells. Oxidative damage is also favored when
O," production is associated to an impaired antioxidant system, as demonstrated here by
diminished SOD in hearts of diabetic rats. Reductions in SOD content and/or activity have
been shown previously in STZ-induced diabetic cardiomyopathy (26). Thus, oxidative
damage in LV of diabetic rats is a consequence of high production and low inactivation of
O," promoted by high Nox-4 expression and low SOD content.

It is possible that the impaired intracellular®Chomeostasis in our diabetic rat heart
have increased oxidative stress by activating CaMKII. Nishio et al. (30) demonstrated an
augmented[Ca?*]; in cardiomyocytes exposed to high glucose concentrations due to
increased NHE expression and activity which activated NCX in reverse mode. High glucose
also up-regulated the phosphorylated CaMKIl expression that was suppressed by inhibiting
NCX in reverse mode. In addition, a CaMKII inhibitor attenuated the ROS level in these
myocytes. In STZ-induced diabetic rat hearts they observed up-regulation of ROS level and
components of NADPH oxidase, p47phox and p67phox, which were attenuated by a CaMKI|
inhibitor. In fact, our diabetic rat hearts exhibited augmented expression Nox-4, the major
catalytic component of NADPH oxidase.

We suggest that increased Nox-4 activity could also sensitize MPTP opening in the
heart mitochondria of STZ-diabetic rats, inasmuch as Nox-4 activity leads to cysteine
oxidation of mitochondrial proteins including components of the MPTP complex and
mitochondrial damage as reported previously (1). This sensibility associated to an excessive
mitochondrial C&" load could trigger MPTP opening, following dissipation of the inner
mitochondrial membrane potential and swelling.

More important, our results showed that eight weeks of combined swimming training
and insulin is able to restore intracellulaClaomeostasis as well as cardiac oxidative stress
and mitochondrial dysfunctions. Regarding thé'G®meostasis, both exercise training and
insulin treatment either alone or in combination restored the time to half decay of e [Ca
transient in left ventricular myocytes of diabetic rats, being the amplitude f];[€ansient
restored in exercised animals treated with insulin. Although we did not meastire Ca

handling proteins, exercise training has been shown to improve $Re8aquestration via
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increases in SERCA2a and PLB expression and/or activity along with augment$*of Ca
efflux via NCX in diabetic rat hearts (22, 39). It is noteworthy that SR-Bduced C&"
release is insulin-dependent as insulin regulates the cardiac function by stimuwating |
Insulin also interacts with SERCAZ2 via insulin receptor substrate (IRS) indicating that IRS
proteins bind to the SERCA2 in an insulin-regulated fashion (3). Our echocardiographic data
show that diabetic rats exercised and treated with insulin had their systolic function partially
restored, despite no recovery of diastolic function.

On the subject of cardiac oxidative stress, the combined treatments reduced Nox-4
expression and the content of carbonyl proteins. Insulin therapy is known to restore Nox-4
expression by controlling blood glucose levels (25) which leads to attenuated oxidative stress.
It is also possible that the restored intracellulaf*G@meostasis in the heart of insulin-
treated and exercised diabetic animals have helped reducing ROS production via down-
regulation of the phosphorylated CaMKII expression.

As for the mitochondrial STZ-induced dysfunctions, the combination of insulin with
exercise training was able to reduce UCP-2 expressiofi, upgake and MPTP opening
susceptibility and increased®, release. Insulin itself is known to improve the activities of
complexes I, 1l and/or IV after four weeks, as shown by (36). It is probably related to the
levels of mMRNA for the peroxisome proliferatartivated receptor y co-activator lo (PGC-
la) that up-regulate nuclear genes required for mitochondrial biogenesis (29). Long-term
treadmill running (14 weeks) prevented the elevation of proteins involved in MPTP pore
formation and apoptotic signaling in hearts of diabetic rats (24). Nevertheless, in our eight-
week treatment, endurance exercise training or insulin alone restored the mitochorfdrial Ca
uptake only.

Finally, we observed that diabetes reduced the RHR in rats, as shown elsewhere (19).
This can be explained in part by the reduction in the expression of beta adrenergic receptors
(B1 e P2) in diabetic rats (27). As expected, bradycardia was normalized in sedentary and
exercised animals by insulin, as demonstrated previously (35). Insulin exerts positive
inotropic and chronotropic effects on the myocardium (23). Along with the impaired growth
of the animals induced by STZ, by the end of the experiment diabetic rats exhibit lower HW.
In rats with diabetes, in addition to insulin, the secretion of hormones such as the growth
hormone, glucagon, pancreatic polypeptide and, consequently, growth factor similar to that of
insulin, are altered and affect their growth (13, 28). We observed that insulin therapy
increased the HW gain and the HW to BW ratio in both sedentary and exercised diabetic

animals.
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4. Conclusion

Endurance training alone correc®f" homeostasis and the mitochondrial’Ca

uptake; Insulin replacement itself also reclaims these parameters and further normalizes Nox-

4 expression and carbonyl protein content. However, whole cellular and mitochondrial

dysfunctions in the hearts of rats with severe type 1 DM are only attenuated when both

therapies are associated.
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Table 1.Forward and Reverse sequences of primers used in the real time RT-PCR assays.

Gene Forward Reverse

Nox-4 S'TTCTGGACCTTTGTGCCTATAC3" 5'CCATGACATCTGAGGGATGATT3’
ucp S'ATGTGGTAAAGGTCCGCTTC3' S'CATTTCGGGCAACATTGGG3’
B-actin  S'CACTTTCTACAATGAGCTGCG3"  5'CTGGATGGCTACGTACATGG3’

UCP-2, uncoupling protein-2; Nox-4, NADPH oxidase34actin.
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Table 2.General characteristics of animals in the experimental groups.

CS DS DSI CE DE DEI
Initial PG 66.61+3.81 68.61+3.01  64.21+3.21  70.20+1.60  67.21+1.71 62.60+2.61
(mg/dL)
Final PG 90.21+2.81 529.21+22.70' 338.20+39.00 87.21+3.80 492.20+34.50 316.81+67.0%
(mg/dL)

Initial BW (g) 83.40+1.61 85.20+3.40  85.80+2.71  84.81+2.91  85.80+2.71 83.60+1.80
Final BW (g) 351.20+23.31 198.80+20.40 200.81+16.11 286.60+25.10 190.80+16.60 232.60+11.80
HW (g) 1.8620.08  1.00+0.10" 1.43+0.15 1.95+0.12 1.01+0.07 1.62+0.07%°
HW/BW (mg/g)  5.43%0.47  5.07+0.20 7.46+1.28 7.07+0.83 5.48+0.68 7.02+0.39
RHR (bpm) 345.90+9.01 267.00+11.3F  345.3+17.8 337.30+7.61 277.20+15.81 349.21+9.81°

Data expressed as mean = SEM of 10 animals in each group. BW, body weight. PG, jlessa €S, control sedentary. CE, control
exercised. DS, diabetic sedentary. DE, diabetic exercised. DSI, diabetic sedentary with insulin. Dl ,ediatoésed with insulin. HW, heart
weight. RHR, resting heart rateDifferent from CS: Different from DS Different from DSI;* Different from CE: Different from DE.
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Table 3 Left ventricular systolic and diastolic functions measured by resting echocardiography at the end of the experimental period.

CS DS DSI CE DE DEI
(n=7) (n=7) (n=7) (n=7) (n=7) (n=7)
Ejection fraction 77.33+2.86 64.80+3.14  63.33+2.86  83.75+2.48 58.66+2.86  71.41+2.86
(%)
Fractional 41.00+1.54 30.80+1.69 30.16+1.54 47.43+1.33 29.41+1.53% 35091 +1.54%

shortening (%)
Peak E (m/s)
Peak A (m/s)
E/A ratio

0.497+0.041 0.621+0.045
0.316+0.031 0.223+0.031
1.66+0.16 3.10+0.18

0.615+0.038 0.504+0.038
0.208+0.032 0.285+0.031
3.02+0.15 1.77+0.15

0.539+0.045 0.563+0.041
0.216+0.038  0.208+0.038
254 +0.18 2.95+0.18

CS-Control Sedentary. CE-control exercised. DS- Diabetic Sedentary. DSI- Diabetic Sedentary Insulin. DE-&almsied. DEI- Diabetic
exercised Insulin. Data are mean+S.E.M. n, number of aninbiferente de CS'Diferente de DS’ Diferente de DSE Diferente de CE*

Diferente de DE.
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Figure 1. Intracellular global C# transient in isolated left ventricular myocytes. (A)
Amplitude of transient. (B) Time to peak. (C) Time from peak transient to half resting value.
Different from CS;' Different from DS;* Different from DSI;* Different from CE;®
Different from DE. N =87-103 cells/group.
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Figure 2. Redox state parameters in rat hearts. (A) mMRNA relative expression of Nox-4. (B)
SOD content. (C) GSH/GSSG. (D) Protein carbonyl contetifferent from CS:'different
from DS;"different from DSI:¥different from CE 3different from DE. N = 6.
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Figure 5. Calcium dynamics in heart isolated mitochondria. (A) Mean + SEM data®f Ca
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