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RESuUMO

A incidéncia de doencas cardiovasculares e de diabetes aumenta significativamente
em mulheres ap0s a menopausa. Dentre as complicacdes cronicas do diabetes destaca-
se a cardiomiopatia, a qual aumenta muito o risco de mortalidade cardiovascular. Por
outro lado, o treinamento fisico aerdbio induz atenuacédo de disfuncdes cardiometabolicas
gque acometem mulheres menopausadas e/ou diabéticas. Entretanto, estudos
comparando o efeito do treinamento fisico aerébio e resistido sdo escassos e
controversos. Dessa forma, os objetivos do presente estudo foram avaliar os efeitos do
treinamento fisico aerébio ou resistido em parametros de morfometria, funcéo e estresse
oxidativo cardiacos em ratas submetidas a privagdo dos hormdnios ovarianos e ao
diabetes. Ratas Wistar (200-220g) foram dividas em um grupo controle euglicémico
sedentario (ES) e 3 grupos ooforectomizados (retirada bilateral dos ovarios) diabéticos
(estreptozotocina, 50 mg/kg, iv), sendo: sedentario (DOS), submetido a treinamento fisico
aerobio em esteira (DOTA) e submetido a treinamento fisico resistido em escada (DOTR).
Apos 8 semanas de treinamento resistido ou aerobio, a funcdo e a morfometria cardiaca
foram avaliadas pelo ecocardiograma. O estresse oxidativo cardiaco foi avaliado por
medidas de lipoperoxidacdo (QL), dosagem de proteinas carboniladas, atividades das
enzimas catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx), e superdxido dismutase (SOD),
bem como pela razédo redox da glutationa. Os grupos diabéticos apresentaram menor
peso corporal e maior glicemia no final do protocolo. O grupo DOS mostrou reducéao da
capacidade fisica na esteira ao final do protocolo (vs. ES), o que nao foi observado no
grupo DOTR. O grupo DOTA apresentou maior tempo de teste na esteira em relagéo aos
demais grupos estudados. No teste de carga maxima resistido em escada houve aumento
adicional no grupo DOTR em relacdo aos demais grupos no final do protocolo. Nas
avaliacbes de morfometria cardiaca realizada por ecocardiografia, a massa (MVE) e a
espessura relativa da parede (ERP) do ventriculo esquerdo (VE) foram menores e a
cavidade do VE na diastole (VEDIA) foi maior no grupo DOS em relacdo ao ES. Tais
alterac6es foram revertidas nos grupos treinados. A funcao sistdlica, avaliada pela fracao
de encurtamento (Fenc) e velocidade de encurtamento circunferencial (VEC), foi reduzida
no grupo DOS quando comparado ao ES, sendo que tal disfuncéo foi revertida apenas
pelo treinamento aerdbio. O tempo de relaxamento isovolumétrico (TRIV) e o tempo de
desaceleracdo da onda E (Desac E) foram aumentadas no grupo DOS, e novamente,
apenas o treinamento aerobio foi capaz de reverter essas disfuncdes diastélicas. A QL
apresentou-se aumentada no grupo DOS e diminuida em ambos os grupos treinados
guando comparadas ao grupo ES. A carbonila e a CAT foram aumentadas em todos os
grupos diabéticos quando comparadas ao grupo ES. A GPx estava aumentada no grupo
DOS (vs. ES), com aumento adicional no grupo DOTR e, ainda maior no grupo DOTA. A
SOD estava aumentada no grupo DOS e DOTR (vs. ES), com aumento adicional no
grupo DOTA. A razéo redox foi menor no grupo DOS quando comparado ao grupo ES, e
essa alteracdo foi parcialmente revertida nos grupos treinados. Foram realizadas
adicionalmente andlises de correlacdo entre os grupos diabéticos que evidenciaram
correlacdo positiva estatisticamente significante entre: QL e carbonila (r=0,63), QL e
VEDIA (r=0,55), razdo redox e ERP (r=0,62); além de correlacdo negativa
estatisticamente significante entre: VEC e Desac E (r=-0,65), QL e ERP (r=-0,60), razao
redox e QL (r=-0,45), razdo redox e carbonila (r=-0,58). Concluindo, o treinamento fisico
aerobio ou resistido induziu atenuacdo da disfungdo morfométrica cardiaca associado a
reducdo de estresse oxidativo em um modelo experimental de diabetes e menopausa.
Todavia, somente o treinamento fisico aerébio dindmico foi capaz de atenuar a disfuncéo
sistolica e diastolica nesta condicao.



ABSTRACT

The incidence of cardiovascular diseases and diabetes is significantly increased in women
after menopause. Among the diabetes chronic complications stands out the
cardiomyopathy, which greatly increases the risk of cardiovascular mortality. On the other
hand, aerobic exercise training induced attenuation of cardiometabolic disorders that affect
menopausal and/or diabetic women. However, studies comparing the effect of aerobic and
resistance exercise training are scarce and controversial. Thus, the objectives of this study
were to evaluate the effects of exercise aerobic or resistance exercise training on cardiac
morphometric, functional and oxidative stress parameters in rats undergoing ovarian
hormones deprivation and diabetes. Female Wistar rats ( 200 - 220g ) were divided into a
sedentary euglycemic control group (ES) and 3 ovariectomized (bilateral removal of the
ovaries) and diabetic groups (streptozotocin, 50 mg/kg, iv), as follows: sedentary (DOS),
underwent aerobic treadmill exercise training (DOTA) and underwent resistance ladder
exercise training (DOTR). After 8 weeks of resistance or aerobic training, cardiac function
and morphology were evaluated by echocardiography. Cardiac oxidative stress was
evaluated by measurement of lipid peroxidation (QL), protein carbonyls, catalase (CAT),
glutathione peroxidase (GPx), and superoxide dismutase (SOD) activities and the
glutathione redox balance. The diabetic group had lower body weight and higher blood
glucose at the end of the protocol. The DOS group showed reduced physical capacity on
the treadmill at the end of the protocol (vs. ES), which was not observed in DOTR group.
The DOTA group had longer treadmill test compared to the other groups. At the maximum
load test in ladder DOTR group showed additional gain as compared to other groups at the
end of the protocol. Regarding cardiac morphometry evaluated by echocardiography,
mass (LVM) and relative wall thickness (RWT) of the left ventricle (LV) were smaller and
the LV cavity in diastole (LVDIA) was higher in the DOS group than in the ES. These
changes were reversed in the trained groups. Systolic function, assessed by fractional
shortening (FS) and velocity of circumferential shortening (VCF), was reduced in the DOS
group when compared to ES, and such dysfunction was reversed only by aerobic training.
The isovolumetric relaxation time (IVRT) and deceleration time of E wave (Desac E) were
increased in the DOS group, and again, only the aerobic training was able to reverse these
diastolic dysfunction. The QL was increased in DOS group and decreased in both trained
groups compared to the ES group. Carbonyls and CAT were increased in all diabetic
groups compared to the ES group. The GPx was increased in group DOS (vs. ES), further
increasing the DOTR group, and even higher in the DOTA group. SOD was increased in
the DOS and DOTR groups (vs. ES), further increasing in the DOTA group. The redox
balance was lower in the DOS group compared to the ES group, and this change was
partially reversed in the trained groups. Correlation analyzes between the diabetic groups
showed statistically significant positive correlation between: QL and carbonyls (r=0.63), QL
and LVDIA (r=0.55), and redox balance and RWT (r=0.62); as well as statistical significant
negative correlation between: VCF and Desac E (r=-0.65), QL and RWT (r=-0.60), redox
balance and QL (r=-0.45), and redox ratio and carbonyls (r =-0.58). In conclusion, aerobic
or resistance exercise training induced attenuation of cardiac morphometric dysfunctions
associated with reduction in oxidative stress in an experimental model of diabetes and
menopausa. However, only dynamic aerobic exercise training was able to attenuate the
systolic and diastolic dysfunction in this condition.
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1. INTRODUCAO

1.1. Climatério, doenca cardiovascular e diabetes

As doencas cardiovasculares séo a principal causa de mortalidade no sexo feminino
em Vvarios paises, incluindo o Brasil (CASTANHO et al., 2001; NAHAS, 2001;
BOUCHARD, 2003), sendo que a sua incidéncia aumenta significativamente em mulheres
apos a menopausa (SOWERS, et al., 1995; ROSSI et al., 2002; MOSCA et al., 2007).
Ainda que nao estejam bem estabelecidos os mecanismos pelos quais a mulher
apresenta aumento na prevaléncia de doencas cardiacas durante o climatério, sugere-se
gue o estrogénio promova essa cardioprotecdo nas mulheres antes da menopausa,
reduzindo a incidéncia de doencas cardiovasculares em relagdo ao sexo masculino
(MILLER, 1999).

Além disso, o diabetes mellitus (DM) € um fator de risco mais importante para
mulheres do que para homens (ROSSI et al., 2002), ja que alguns estudos demonstraram
gue a hiperglicemia diabética dobra o risco de desenvolvimento de doencas
cardiocirculatérias nos homens e triplica nas mulheres (MUIR et al., 1992).De fato,
mulheres com DM tendem a ser mais obesas, hipertensas e com menores indices de
High DensityLipoproteins(HDL) que as mulheres nao diabéticas (KROLEWSKI et al.,
1987). E importante ressaltar que apds a menopausa, as alteragcdes impostas pela idade
associadas a deficiéncia estrogénica agem negativamente na secrecao pancreética e no
fluxo sanguineo para o musculo esquelético (GASPARD et al., 1995). Esses efeitos
associados ao aumento do tecido adiposo abdominal e declinio do tecido muscular
aumentam o risco de desenvolvimento de resisténcia a insulina e mudangas no
metabolismo da glicose apdés a menopausa, tornando maior o risco de desenvolvimento

de DM nesse periodo (SAMSIOE, 1998).



Segundo um importante estudo (VITTINGHOFF et al., 2003), 11 fatores de risco
tém importancia para evento cardiovascular em mulheres pés-menopausa, entre eles: a
reducdo dos niveis de atividade fisica, a resisténcia a insulina e o DM, o0s niveis de
pressdo arterial, o perfil lipidico e a obesidade. Assim, tem se somado evidéncias de
alteracbes cardiometabdlicas em mulheres menopausadas, confirmando que a idade e o

género tém uma significativa importancia na incidéncia de risco cardiovascular.

1.2. Diabetes Mellitus e Sistema Cardiovascular

Os estudos de Framingham demonstram que o DM dobra o risco de
desenvolvimento das doencas cardiocirculatérias no homem e triplica nas mulheres
(MUIR et al., 1992). Os mesmos autores demonstraram, ainda, maior risco dos diabéticos
apresentarem lesfes coronarianas, maior risco para desenvolver insuficiéncia cardiaca
congestiva, infartos recorrentes, arritmias e choque cardiogénico do que a populacdo nao
diabética. Além disso, o diabetes, em geral, é associado a dislipidemia, observado-se
aumento do LowDensityLipoproteins(LDL)-colesterol e reducdo do HDL-colesterol

(MALERBI et al., 1992).

Modelos experimentais, como o0 da inje¢cdo da estreptozotocina (STZ), que é um
agente citotéxico seletivo para células beta pancreaticas (JUNOD et al., 1969), tém sido
empregados no desenvolvimento do diabetes experimental em ratos, levando a
hiperglicemia, polidispsia, politria e perda de peso (YAGIHASHI, 1995). Alguns estudos
demonstraram que animais diabéticos apresentam diminuicdo do fluxo sanguineo
(CAMERON et al.,, 1991), alteragdes na reatividade do musculo liso e do endotélio
(TOMLINSON et al., 1992) e do musculo esquelético (DE ANGELIS, K. L. et al., 2000c),
diminuicdo da contratilidade cardiaca (DE ANGELIS et al., 2000b) e aumento do estresse

oxidativo (PIEPER et al., 1997; DE ANGELIS et al., 2000a).



As alteragbes cardiovasculares decorrentes de neuropatias autondmicas estido
entre as mais conhecidas complicagbes do DM. Estudos de nosso laboratério
demonstraram que administracdo de STZ em ratos, promove hipotensédo e bradicardia
precocemente (MAEDA et al., 1995a; MAEDA et al., 1995b; DALL'AGO et al., 1997) ou
tardiamente (DE ANGELIS et al., 2000b), além de reducédo do ténus vagal e da frequéncia
cardiaca intrinseca (MAEDA et al., 1995b; DALL'AGO et al., 1997; DE ANGELIS et al.,
2000b). A constatacdo de que vérios reflexos como o0s comandados pelos
pressorreceptores e quimiorreceptores arteriais e o reflexo cardipulmonar participam na
modulagé@o do sistema cardiovascular, alterando a variabilidade da freqiéncia cardiaca
(FC) a pressao arterial (PA) através da ativagcdo ou desativacdo simpética ou
parassimpatica, vem motivando nosso laboratdrio, nos ultimos anos, a estudar o controle
reflexo da circulacdo no diabetes experimental por STZ em ratos. Dados de nosso grupo
evidenciam prejuizo na sensibilidade dos presso e quimiorreceptores em ratos diabéticos

(DALL'AGO et al., 1997).

Alteracdes estruturais do miocardio ocorrem normalmente ao longo do tempo, apdos
agressoes de diferentes etiologias, entre elas o DM. Tais alteragdes correspondem a uma
condicao de reestruturacdo e remodelacdo do miocardio que pode desenvolver a
hipertrofia ou hipotrofia do tecido. Essas alteragbes podem ocorrer em funcdo da
alteracdo do tamanho e numero dos cardiomidécitos e/ou alteracédo da sintese de colageno

(KRIEGER et al., 1991).

A disfungé@o miocardica ocorre frequentemente em pacientes com diabetes mellitus,
mesmo sem doenca arterial coronariana, sustentando o conceito da cardiomiopatia
priméria diabética (REGAN et al., 1977). Anormalidades na funcéo cardiaca, diminuicdo
do pico de pressao ventricular, bem como, diminuicdo das derivadas de contracdo e

relaxamento do ventriculo esquerdo, ocorrem em animais com diabetes por STZ (LITWIN



et al.,, 1990; DE ANGELIS et al., 2000a). Aumento da massa e disfungéo do ventriculo
esquerdo foram observados em diagnésticos de pacientes com diabetes tipo Il, com ou
sem manisfestacdo de doenca cardiaca (VANNINEN et al.,, 1992; DI BONITO et al.,
1996).

Anormalidades funcionais do miocérdio no diabetes tem sido relacionadas a
hiperglicemia por alguns autores (FELICIO et al., 2000; SANCHEZ-BARRIGA et al.,
2001), mas outros acham ser independente do controle glicEmico (BELJIC et al., 1994).
Evidéncias clinicas e experimentais sugerem que embora a cardiomiopatia hipertrofica
seja um resultado direto da elevacao da pressédo arterial, pode também estar associada
com resisténcia a insulina, hiperinsulinemia e alteracdo da responsividadeadrenérgica
(SOWERS, J. R. et al., 1993; OHTA et al., 1996). Na falta de doenca arterial coronariana
e hipertensdo, mudancas estruturais e funcionais do miocardio em pacientes com
diabetes tem sido atribuidas a cardiomiopatia diabética (BELL, 1995; STANLEY et al.,
1997). Apesar destas evidéncias, ainda ndo est4d claro na literatura o papel da
cardiomiopatia diabética na associacdo de fatores de risco em mulheres apods a

menopausa.

1.3. Estresse oxidativo e disfuncbes cardiometabdlicas do climatério

Um numero crescente de evidéncias sugere que a producdo aumentada de radicais
livres ou espécies reativas de oxigénio, como o0 anion superoxido e o radical hidroxila,
participam criticamente da patogénese das doencas coronarianas, hipertenséao,
aterosclerose e sindrome metabdlica (SM) (DANTAS et al., 2000; BELLO-KLEIN et al.,
2001). De fato, pacientes com hipertenséo, hipercolesterolemia, diabetes, fumantes, e até
mesmo no processo fisiologico do envelhecimento, demonstraram relacdo entre

disfun¢cdes no endotélio vascular e aumento do estresse oxidativo (CAIl et al., 2000;



BERRY et al.,, 2001; ORIENT et al.,, 2007). Neste sentido, vale lembrar que quando
ocorre um desequilibrio entre a producdo de espécies reativas de oxigénio e das defesas
antioxidantes, ao ponto de deter a producdo pro-oxidante, temos um quadro de estresse
oxidativo (NORDMANN, 1994). Além disto, estudos relataram que a resisténcia a insulina
e a hiperinsulinemia aumentam a peroxidacéo lipidica e diminuem os antioxidantes no
plasma, sugerindo que os dois estejam interligados (XU et al., 1999; MIZUNO et al.,
2004). O aumento do estresse oxidativo foi ainda relacionado com a hiperinsulinemia e
com reduzida concentracdo da catalase (CAT) em animais (XU et al.,, 1999). Essas e
outras evidéncias tém levado muitos investigadores a sugerir que 0 aumento excessivo de
espécies reativas de oxigénio pode ser considerado um mecanismo envolvido no
desenvolvimento de resisténcia a insulina, diabetes e doenca cardiovascular.

Vale lembrar que o oxido nitrico (NO) pode ser destruido pelo radical superoxido
(GRYGLEWSKI et al.,, 1986; RUBANYI, 1993) e pode ser protegido por mecanismos
antioxidantes como a enzima superdxido dismutase (SOD), a CAT e a
glutationaperoxidase (GPx) e pelos sistemas ndo enzimaticos, que podem ser medidos
pela determinacéo da capacidade antioxidante total (TRAP) (DORMANDY, 1978; SIES et
al., 1986). Sugere-se ainda que a reducao da biodisponibilidade de NOe/ou o aumento do
anion superoxido em situacbes de estresse exerca funcdo em alteracdes dos
pressorreceptores (LI et al., 1996; SCHULTZ et al., 1998; DE ANGELIS, K. et al., 1999;
CHOWDHARY et al., 2000).

Em relacdo ao sexo feminino, vale destacar que a cardioprotecdo que a mulher
apresenta em relacdo ao homem até o climatério, e quem tem sido relacionada aos
maiores niveis de estrogénio circulantes, pode ser mediada, ao menos em parte, pelo fato
desse horménio estar associado ao aumento da sintese de NO. De fato o estrogénio tem
sido relacionado com varias acdes cardioprotetoras como, por exemplo, vasodilatacéo,

inibicdo da agregacao plaquetaria, antioxidativa e crescimento de células do musculo liso



vascular (MONCADA et al., 1991; DUBEY, 1994; DUBEY et al., 1995). Em nosso grupo,
evidenciamos aumento do estresse oxidativo apds a ooforectomia, caracterizada por
aumento da lipoperoxidagdo de membrana e reducgdo das enzimas CAT e SOD em tecido
cardiaco (ROLIM LIMA et al., 2007). No entanto, parametros de estresse oxidativo ainda
nao foram bem estudados na associacdo de fatores de risco em modelos experimentais,
principalmente em ratas ooforectomizadas.

Neste sentido, neste estudo buscamos compreender a relacdo entre alguns
marcadores de estresse oxidativo com as disfungbes metabdlicas, cardiovasculares em
modelos experimentais de privacdo dos hormdnios ovarianos associado ao diabetes,
condicdo comum apds a menopausa. Assim, testaremos a hipotese de que alteracdes na
funcdo e morfometria cardiaca estdo relacionadas ao aumento de estresse oxidativo em

ratas ooforectomizadas e diabéticas.

1.4. Treinamento fisico e manejo de risco ap6s a menopausa

Os efeitos benéficos do treinamento fisico tém sido demonstrados na prevencao e
tratamento da hipertensdo, na resisténcia a insulina, no DM, na dislipidemia, na obesidade
e na SM (ROSS, 1999; HAGBERG et al., 2000; NCEP, 2001; TUOMILEHTO et al.,
2001; GUIMARAES et al., 2004; PEDERSEN et al., 2006). De fato, uma reviséo
sistematica de estudos randomizados e controlados em mulheres na menopausa mostrou
os beneficios do exercicio no peso corporal, na massa 6éssea, na forca e na resisténcia
muscular, na flexibilidade, no consumo de oxigénio, na presséo arterial e no controle
metabdlico (ASIKAINEN et al., 2004).

Estudos evidenciam que mulheres na menopausa sao mais sedentéarias. Neste sentido
a adogao de um estilo de vida ativo tem sido preconizado em mulheres principalmente

apos a menopausa (MOSCA et al., 2007). Recentemente foi realizado um estudo com



homens e mulheres portadores de SM que mostrou que apés um periodo de seis meses
de treinamento fisico aerébio associado a dieta ocorreu a diminuigdo do indice de massa
corporal, dos niveis de triglicerideos, de colesterol, de glicose sanguinea, de pressao
arterial sistolica e diastdlica (DRAGUSHA et al., 2010). J& em pacientes com
predisposicdo a SM, foi observado que o treinamento fisico aer6bio aumentou a
adiponectinasérica (RING-DIMITRIOU et al., 2006).

Experimentalmente, machos e fémeas espontaneamente hipertensos (SHR)
apresentam melhora cardiovascular apés o treinamento fisico (SILVA et al., 1997;
COIMBRA et al., 2008). Em nosso grupo, demonstramos que o treinamento fisico aerébio
dindmico em um modelo experimental de menopausa em ratas induziu reducao do peso
corporal, bradicardia de repouso, normalizacdo dos valores de PA, melhora da
sensibilidade dos pressorreceptores associado a reducdo de estresse oxidativo cardiaco
(IRIGOYEN et al.,, 2005). Beneficios cardiovasculares e autondémicos foram também
observados por nosso grupo em ratas diabéticas ooforectomizadas (SOUZA, S. B. et al.,
2007b), dislipidémicas ooforectomizadas (HEEREN et al., 2009), bem como na
associacao de treinamento fisico e reposicao hormonal (FLUES et al., 2009). Além disto,
evidenciamos em animais submetidos a treinamento fisico aerébio evidenciaram reducédo
do estresse oxidativo e aumento das enzimas antioxidantes que foram correlacionados
com melhora em parametros cardiovasculares inclusive em machos SHR e em ratas
ooforectomizadas (DE ANGELIS, K. L. et al., 1997; RABELO et al., 2001; IRIGOYEN et
al., 2005; BERTAGNOLLI et al., 2006). Em ratos machos diabéticos por estreptozotocina
evidenciamos que o treinamento fisico aerébio em esteira foi capaz de atenuar as
alteragcbes na fungédo cardiaca (DE ANGELIS et al.,, 2000b). De forma semelhante,
observamos melhora da morfometria e funcdo cardiaca, bem como da modulacéo
autondmica cardiovascular em ratos machos diabéticos infartados pds treinamento fisico

aerobio (RODRIGUES et al., 2012).



Como pode ser observado, somam-se evidéncias dos beneficios induzidos pelo
treinamento fisico aerdbio dindmico, apesar dos efeitos na associacédo de fatores de risco
no sexo feminino ainda ndo terem sido bem estudado. Além disto, até pouco tempo atras
apenas os exercicios aerébios eram recomendados, enquanto os exercicios resistidos
eram ignorados quando a preocupacgdo estava voltada para o sistema cardiovascular.
Devido a esse fato, por muitos anos, pouquissimos estudos foram realizados para avaliar
os efeitos do exercicio resistido - no qual a contracdo muscular € realizada contra uma
forca que se opde ao movimento (FLECK et al.,, 1999) - para a fungdo cardiovascular.
Neste sentido, alguns beneficios também podem ser observados apés o treinamento
fisico resistido como diminui¢do do peso corporal (HAUSER et al., 2004), controle do perfil
metabdlico (PRADO et al., 2002), controle da PA (MEDIANO et al., 2005), como também,
manutencdo ou diminuicdo da pressdo arterial diastolica dependendo da populacéo
estudada (FORJAZ et al., 2003).

Uma metanalise concluiu que o treinamento resistido tem um importante papel no
controle de fatores de risco, como obesidade, hemoglobina glicada e pressao arterial
sistolica, devendo ser indicado no manejo do DM e da SM (STRASSER et al., 2010). Vale
lembrar que apds a menopausa, a mulher apresenta redu¢do na capacidade de exercicio,
na forca muscular e na massa 0ssea, bem como aumento do peso corporal e da
prevaléncia de DM, de osteoporose e de doengas cardiovasculares (SOWERS, M. R. et
al., 1995). Somado a isso, pacientes em situacdes especiais hormalmente sdo idosos e
sedentarios, possuindo forca e resisténcia muscular reduzida (MELO et al., 2006). Nesse
contexto, o treinamento resistido promove melhoras na for¢a e resisténcia muscular e na
capacidade funcional, contribuindo para a saude geral e qualidade de vida (FLECK et al.,
1999; ACSM, 2003), podendo também reduzir fatores de risco para o desenvolvimento de
doencas cardiovasculares (WILLIAMS et al., 2007), como a resisténcia a insulina e a

obesidade, muito comuns em pacientes diabéticos do tipo 2 (POLLOCK et al., 2000). Em



mulheres na pos menopausa, submetidas ao treinamento resistido, observou-se
diminuicdo da porcentagem de gordura corporal e aumento da massa muscular e da forca
(ORSATTI et al., 2010).

Considerando a associacdo de varios fatores de risco na mulher apds o advento da
menopausa, agravado pelo estilo de vida sedentario e o0 aumento na prevaléncia de
obesidade, hipertensdo e diabetes nessa populacdo (KHOO et al., 2005), intervengoes,
farmacolégicas e ndo farmacoldgicas, no sentido de prevenir ou minimizar a morbi-
mortalidade nessa populacdo tém sido amplamente estudadas por pesquisadores. As
grandes associa¢cdes mundiais de profissionais da area da cardiologia, como o American
Heart Association (AHA), o American CollegeofCardiology (ACC) e o
EuropeanSocietyofCardiology (ESC) tém lancado campanhas de conscientizacdo e
auxilios especiais (como o Go For Red do AHA) para pesquisas que busquem o
entendimento dos mecanismos envolvidos no desenvolvimento da doenca cardiovascular
especificamente na mulher. O AHA publicou um consenso que recomenda a préatica da
atividade fisica regular como forma de prevencdo e controle dos efeitos adversos de
doencas para mulheres saudaveis ou que ja apresentem disfuncdes ou fatores de risco
(MOSCA et al., 2007).

Apesar do consenso da importancia da recomendacdao da pratica de exercicios
regulares para a mulher, os beneficios desta abordagem na presenca de diferentes
fatores de risco cardiovascular e metabdlico ainda ndo foram comprovados e o0s
mecanismos fisioldgicos envolvidos nesses beneficios foram muito pouco estudados no
sexo feminino. De fato, a pratica regular de exercicios fisicos (treinamento fisico) produz,
entre outras coisas, efeitos benéficos sobre a funcéo cardiovascular e reducéo dos fatores
de risco para doengas -cardiovasculares. Entretanto, esses beneficios tém sido
observados, principalmente, em decorréncia da atividade regular de fisica aerdbia

dindmica, enquanto resultados de estudos envolvendo outros tipos de exercicios sao



escassos e controversos. Além disto, os dados disponiveis na literatura indicam uma
associacao inversa entre condicionamento cardiorrespiratério e prevaléncia de fatores de
risco (ASIKAINEN et al., 2004; JURCA et al.,, 2004; MOSCA et al., 2007). Contudo,
pouco se sabe sobre os beneficios do treinamento resistido nas disfungdes metabdlicas,
cardiacas e na capacidade fisica, bem como o possivel envolvimento do estresse
oxidativo nesta condicdo de associagdo da privacdo dos hormonios ovarianos com 0
diabetes.

Neste sentido, o presente trabalho tem por objetivo testar a hipdtese de que
otreinamento fisico aerdbio ou resistidopossaminduzir beneficios metabdlicos e cardiacos
relacionados a reducdo de parametros de estresse oxidativo em ratas

ooforectomizadasdiabéticas induzidas por estreptozotocina.
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2. OBJETIVO

2.1. Objetivo Geral

O objetivo do presente estudo foi avaliar o papel do treinamento fisico aerébio ou
resistido na morfometria, fungéo e em parametros de estresse oxidativo cardiaco em ratas

Wistaro oforectomizadas submetidas a inducéo de diabetes por estreptozotocina.

2.2. Objetivos Especificos

Este trabalho teve como objetivos especificos avaliar os efeitos do treinamento fisico
aerdbico ou resistido em ratas ooforectomizadas submetidas a inducédo de diabetes por

estreptozotocina em parametros:

e metabdlicos (peso corporal e glicemia);

e de capacidade fisica (teste maximo de corrida em esteira e teste de carga maxima em

escada);
e funcdo e morfometria cardiaca,

e de estresse oxidativo cardiaco (lipoperoxidacdo de membranas, dano a proteinas,

enzimas antioxidantes e balango redox).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais e grupos

Ratos Wistar fémeas (200-250g) provenientes do biotério da Universidade Nove de
Julho foram utilizados neste trabalho. Este projeto foi aprovado no Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade sob nimero AN002/12. Os animais foram mantidos agrupados,
em ambiente com temperatura controlada (22° - 24°C) e com luz controlada em ciclo de
12 horas (claro:escuro). Agua e comida foram oferecidas de modo irrestrito.

Foram utilizados 32 animais que foram divididos nos seguintes grupos:ES,DOS,DOTA

e DOTR.

Grupo euglicémico sedentario (ES): 8 animais injetados com veiculo (ndo
diabéticos) que foram submetidos a avaliagdo ecocardiografica na 102 semana de
protocolo, seguido de eutanasia e de coleta de tecido cardiaco. Estes animais foram
usados como controle de normalidade para funcdo cardiaca e medidas de estresse

oxidativo.

Grupo diabético ooforectomizado sedentario (DOS): 8 animais que foram
submetidos a avaliacdo ecocardiografica na 10% semana de protocolo(10 semanas
daooforectomia e do 9 semanas da inducdo do DM) seguido de eutanasia e coleta de

tecido cardiaco.

Grupo diabético ooforectomizado treinado aerobio (DOTA): 8 animais que foram
submetidos a treinamento aer6bio em esteira, iniciando ap0s 2 semanas apds a
ooforectomia (1 semana apos a inducéo do diabetes), com duracédo de 8 semanas. Eles
foram submetidos a avaliacdo ecocardiografica na 102 semana de protocolo, seguido de

eutanasia e coleta do tecido cardiaco.
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Grupo diabético ooforectomizado treinado resistido (DOTR): 8 animais que foram
submetidos a treinamento resistido em escada, iniciando ap0s 2 semanas apo0s a
ooforectomia (1 semana apoés a inducao do diabetes), com duracdo de 8 semanas. Eles
foram submetidos a avaliagdo ecocardiografica na 102 semana de protocolo, seguido de

eutanasia e coleta do tecido cardiaco.

3.2. Procedimentos

3.2.1. Ooforectomia Bilateral

Na primeira semana de protocolo as ratas foram anestesiadas com cloridrato de
cetamina (Ketalar) e cloridrato de xilazina (Rompum) e colocadas em decubito dorsal para
gue se realize uma incisdo (1cm) em paralelo com a linha do corpo na pele e na
musculatura no terco inferior na regido abdominal. Os ovarios foram localizados e foi
realizada a ligadura dos ovidutos, incluindo os vasos sanguineos. Os ovidutos foram
seccionados e os ovarios removidos. A musculatura e a pele foram suturadas e uma dose
de antibidtico foi administrada (Benzetacil, 40 000 U/Kg, i.m) (LATOUR et al., 2001;

IRIGOYEN et al., 2005).

3.2.2. Inducao do diabetes

Cinco dias apdés a ooforectomia, o0 DM foi induzido por uma Unica inje¢édo
endovenosa (e.v.) de estreptozotocina (50 mg/Kg, ev, Sigma ChemicalCompany, St.
Louis, MO, EUA) pela veia da cauda (RERUP, 1970). A STZ foi dissolvida em tampéo

citrato (0,01M, pH 4,5) e injetada cerca de 5 minutos apds a diluicdo. Os animais foram
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mantidos em jejum por 6 horas antes da inducdo. O grupo ES foiinjetado
endovenosamente somente com tampdo citrato. Os animais que possuirem niveis
maiores ou iguais a 300 mg/dL foram classificados como diabéticos e posteriormente

selecionados para o estudo (DANESHGARI et al., 2006).

3.2.3. Dosagem da glicemia

As concentracdes sanguineas de glicose foram determinadas em jejum de 4 horas
no inicio (2 dias apos a inducéo do diabetes) e ao final do protocolo por meio do aparelho
Advantage® da Roche®© e suas fitas reagentes. A avaliacéo final dos animais foi realizada
9 semanas apoés a inducdo do diabetes em funcdo deste tempo induzir complicacdes
cronicas decorrentes da hiperglicemia (HARTHMANN et al., 2007; SOUZA, S. B. et al,,

2007b; DE ANGELIS, K. I., M.C.; MORRIS, M., 2009).

3.2.4. Determinacgdo da capacidade maxima de exercicio

Antes dos testes de esforco para determinacdo da capacidade maxima de
exercicio, todos os animais foram submetidos a um periodo de adaptacéo por 5 dias na
esteira e na escada.

Para a adaptacdo a esteira, 0s animais realizaram corrida a 0,3km/h durante 10
minutos por 5 dias. Durante o periodo de adaptacdo ao exercicio em escada, 0s animais
foram colocados nos degraus inferiores e adaptados ao ato de escalar, sem nenhuma
carga. Nenhuma recompensa ou alimento foi oferecido, tampouco foram utilizados
incentivos como estimulacéo elétrica para que os animais executem o exercicio. O Unico
incentivo para o exercicio, quando necessario, foi um toque da méao na base da cauda do

animal. No topo da escada, os animais encontraram uma gaiola (20 x 20 x 20 cm),na qual
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descansaram por 120 segundos. Este procedimento foi repetido até que os animais

subam a escada voluntariamente 3 vezes consecutivas (SANCHES et al., 2013).

3.2.4.1. Teste de esforco maximo (aerébio dindmico)

Todos os grupos estudados foram submetidos a um protocolo de teste de esforco
méaximo (TE) em esteira ergométrica no inicio (antes da 12 semana de treinamento fisico),
ao final da 42 e da 82 semanas de protocolo. Os resultados desses testes serviram de
base para prescricdo do treinamento fisico para os grupos treinados, bem como para
evidenciar melhora na capacidade de exercicio ap6s o periodo de treinamento fisico, em
comparacao com 0s grupos sedentarios. Para adaptacdo, os animais realizaram corrida
leve (0,3km/h) durante 10 minutos por 5 dias.

O teste consistiu em colocar o animal correndo na esteira a 0,3 km/h por 3 minutos,
sendo esta carga incrementada em 0,3 km/h a cada 3 minutos até que o animal atingir a
exaustdo (BROOKS et al., 1978). Este protocolo de teste de esfor¢co apresenta correlagao
significativa com a medida do consumo direto de oxigénio (VO2) em ratos
machos(RODRIGUES et al.,, 2007), o que nos confere validade e fidedignidade para
prescricdo e controle do treinamento fisico por meio desta avaliacao(IRIGOYEN et al.,
2005; FLUES et al., 2009; FLORES et al., 2010; SANCHESIC, 2011; SANCHES, I. C. et

al., 2012)

3.2.4.2. Teste de carga maxima (resistido dinamico)

Para padronizar o teste de carga maxima (TCM), uma escada adaptada para ratos
foi utilizada. A escada possui 54 degraus verticais, com 0,5cm de distancia entre cada

degrau, e uma pequena caixa de acrilico no topo, que foi coberta com um pano para que
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filgue escura e atrativa para os animais descansarem entre as subidas. Os pesos
utilizados como carga foram montados a partir de pesos para iscas de pesca, sendo suas
variadas formas e tamanhos aproveitados como diferentes cargas (intensidades). Esses
pesos foram fixados na base da cauda do animal em um aparato preso com esparadrapo.

O teste consistiu em uma escalada com carga inicial de 75% do peso corporal.
Apébs 2 minutos de descanso, um peso adicional de 30 gramas foi aplicado no aparato da
cauda, e assim sucessivamente com descansos de 2 minutos entre cada escalada, até

gue o animal ndo conseguisse completar a subida (SANCHES et al., 2013).

3.2.5. Protocolo de treinamento fisico aerébio

ApOs a realizacdo do TE, o protocolo de treinamento fisicofoi em esteira
ergomeétrica com velocidade e carga progressivas durante 8 semanas, 5 dias por semana,
e intensidade de 40 a 60% da velocidade maxima no TE inicial, conforme previamente
descrito (IRIGOYEN et al.,, 2005; SOUZA, S. B. et al.,, 2007b; FLUES et al., 2009;
SANCHES IC, 2011; SANCHES, IRIS CALLADO, 2012). O Quadrolapresenta um resumo
da prescricdo do treinamento fisico aerébio. Vale ressaltar que, ao atingir o platé de 60
minutos com intensidade a 60%, a progressao do treinamento foi baseada no aumento da
duragdo da corrida na velocidade-alvo, ou seja, 60% da méaxima obtida no teste de
esforco. Ao final da 42 semana, realizou-se um novo TE (intermediario) para reajuste da

velocidade de treinamento, em funcdo do novo nivel de condicionamento fisico.
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Quadro 1. Resumo da prescricao do treinamento fisico aerdbio dinamico em esteira

Treinamento Aerdbio
Semana | Duracao Intensidade (% da Velocidade do TE)
1 45 min 40%
2 60 min 40-50%
3 60 min 50-60%
4 60 min 50-60%
5 60 min 50-60%
6 60 min 50-60%
7 60 min 60%
8 60 min 60%

3.2.6. Protocolo de treinamento fisico resistido

O protocolo de treinamento fisico resistido foi realizado durante 8 semanas, 5 dias
por semana, baseado no protocolo de treinamento fisico resistido utilizado pelo nosso
grupo nos ultimos anos e recentemente publicado (IRIGOYEN et al., 2005; SOUZA, S. B.
et al.,, 2007b; FLUES et al., 2009; SANCHES, I.C. et al., 2009 ; FLORES et al., 2010;
SANCHES et al., 2013), com intensidade moderada (40-60% da carga maxima) conforme

recomendado para pacientes diabéticos (SIGAL et al., 2004; WILLIAMS et al., 2007).
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Quadro 2. Resumo da prescri¢cao do treinamento fisico resistido dinamico na escada.

Treinamento Resistido
Semana | Duragéo aprox. | Intensidade (% da Carga do TCM)

1 30-40 min 40%

2 30-40 min 40-50%
3 30-40 min 50-60%
4 30-40 min 50-60%
5 30-40 min 40-50%
6 30-40 min 50-60%
7 30-40 min 50-60%
8 30-40 min 60%

3.2.7. Identificacdo da fase do ciclo estral

A fim de evitarmos qualquer influéncia da oscilacdo dos horménios sexuais
femininos nos resultados observados nos grupos ES, foi realizada a identificacdo da fase
do ciclo estral das ratas antes da avaliacdo ecocardiogréfica.

A secrecdo vaginal foi coletada com uma pipeta plastica com 10uL de solugao
salina (NaCl 0,9%) introduzida superficialmente na vagina da rata. O fluido vaginal foi
colocado em uma lamina de vidro para a observacdo do material em um microscopio
optico, nos aumentos de 10x e 40x. A caracterizacdo da fase do ciclo estral foi baseada
na proporcdo de trés tipos de células na secrecdo vaginal: células epiteliais, células
corneificadas e leucdcitos. As avaliagbes foram realizadas em fases ndo-ovulatérias do
ciclo estral das ratas: diestro (predominancia de leucécitos) e metaestro (igual proporcéo

de leucdcitos, células epiteliais e corneificadas) (MARCONDES et al., 2002) variavel,
18



foram calculados, posteriormente, a média, o desvio padrdo da média e o erro padrédo da

média dessas medidas.

3.2.8. Avaliac8es ecocardiogréficas

As medidas ecocardiogréficas foram realizadas ao final do protocolo no Laboratorio
de Hipertensdo Experimental do InCor — HCFMUSP e seguiram as recomendac¢des do
Comité de Padronizacdo do Modo M da Sociedade Americana de Ecocardiografia (SAHN
et al., 1978). Os exames foram realizados por um Unico observador e em cada exame foi
coletado um total de cinco medidas para cada variavel, sendo calculados posteriormente,
a média, o desvio padrdo da média e o erro padrdo da média dessas medidas.

O exame ecocardiogréfico foi realizado com os animais anestesiados (i.p.) com
cloridrato de cetamina (50mg/Kg, Ketalar) e cloridrato de xilazina (12mg/Kg, Rompum,
Bayer). O equipamento SEQUOIA 512 (ACUSON Corporation, Mountain View, CA) foi
utilizado com um transdutor de 15 MHz. As imagens foram feitas a uma frequéncia de
13,0 MHz, para otimizacdo da resolucédo e a penetracdo do animal. Para registro das
imagens foi utilizado gel de transmissdo para ultrassom de viscosidade média/alta
(General Imaging Gel, ATL. Reedsville, USA). As imagens foram armazenadas em fitas
de videocassete (Sony SVO-9500 MD), em discos Opticos (Sony 128Mb).

A partir da visualizacdo do ventriculo esquerdo (corte transversal) ao nivel dos
musculos papilares foi realizado: diametro diastélico (DDVE) e sistolico (DSVE) do
ventriculo esquerdo e a espessura do septo interventricular (SIV) e da parede posterior do
ventriculo esquerdo (PP) em sistole e diastole. ApOos a realizacdo das medidas foi
calculada a massa do ventriculo esquerdo (MVE) segundo orientacdo da Sociedade
Americana de Ecocardiografia, que estima a MVE através da utilizacdo da seguinte

formula matematica: MVE = [(DDVE+SIV+PP)3-(DDVE)3]x1,047, onde 1,047 (mg/mm3)
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corresponde a densidade do miocéardio. Aléem da massa do ventriculo esquerdo,foi
calculada a fracdo de encurtamento do ventriculo esquerdo (Fenc) (D% = [(DDVE-
DSVE)/DDVE]x100).

As imagens obtidas através do Doppler foram utilizadas para se calcular os
parametros da funcdo diastdlica do ventriculo esquerdo. O tempo de relaxamento
isovolumétrico (TRIV) e o tempo de desaceleracdo da onda E foram medidos. Utilizando
ainda o tempo de ejecdo do fluxo de via de saida do ventriculo esquerdo foi calculada a
velocidade de encurtamento circunferencial da fibra miocéardica (VEC = [(DDVE-
DSVE)/DDVE]/TE). Embora o VEC seja sensivel a mudancas agudas da presséo arterial
na sobrecarga hemodinamica, em condi¢cdes basais, na auséncia de mudancas agudas
da pressao arterial, o calculo do VEC fornece informacfes quanto a contratilidade
miocérdica.

Para a fracao de Ejecao (FE) utilizou-se o método de Simpson (RODRIGUES et al.,

2012).

3.2.9. Eutanéasia

Ap6s o treinamento aerobio, resistido ou acompanhamento, as ratas foram
eutanasiadas, método necessario para preservar a viabilidade do tecido que foi utilizado
na analise do estresse oxidativo. Apés a eutanasia, o coracao foi rapidamente retirado,
pesado e congelado em nitrogénio liquido. Os corac¢des foram armazenados em freezer -

80°C para posterior analise dos niveis de estresse oxidativo.
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3.2.10. Medidas de Estresse Oxidativo

Preparacdo dos Tecidos: Os animais foram pesados e mortos através de
eutanasia. O tecido cardiaco foi coletado e homogeneizado durante 30 segundos em um
homogeneizador Ultra-Turrax, com KCI 1,15% e fluoreto de fenil metil sulfonila (PMSF),
na concentracdo de 100mmol/L em isopropanol e na quantidade de 10uL/mL de KCI
adicionado. Em seguida, os homogeneizados foram centrifugados por 10 minutos a
3000rpm, em centrifuga refrigerada entre 0 e 4°C, e o sobrenadante foi congelado em
freezer a -80°C para as dosagens (LLESUY et al., 1985).

Dosagem de Proteinas: As proteinas foram quantificadas pelo método descrito por
Lowry e colaboradores, que utiliza como padrao uma solugcdo de albumina bovina na
concentracédo de 1mg/mL (LOWRY et al., 1951).

Medida de Lipoperoxidacdo (LPO) eQuimiluminescéncia iniciada por t-BOOH (QL):
O método consiste em adicionar um hidroperéxido orgénico de origem sintética (o
hidroperoxido de tert-butil — t-BOOH) ao homogeneizado de tecido, avaliando-se a
capacidade de resposta produzida pela amostra. A QLfoi medida em um contador
beta (TriCrab 2800TR, PerkinElmer) com o circuito de coincidéncia desconectado e
utilizando o canal de tritio. As determinacdes foram realizadas em camara escura, em
frascos de vidro mantidos na penumbra para evitar a fosforescéncia ativada pela luz
fluorescente. O meio de reacéo no qual foi realizado o ensaio consiste em 3,5 mL de uma
solucdo tampéo de fosfatos 20 mmol/L, contendo KCI 140 mmol/L (pH 7,4), & qual foi
adicionado 0,5 mL de homogeneizado. Apos esse momento, foi realizada uma leitura
inicial, considerada como a emissao basal de luz pelo homogeneizado. O hidroperoxido
de tert-butilfoi usado na concentracdo de 400 mmol/L, dos quais foram adicionados 30 puL

no meio de reacdo para obter-se uma concentracdo final de 3mmol/L. Foi medida a
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emissédo de luz e desta foi descontada a emissao basal do homogeneizado para fins de
célculo (GONZALEZ FLECHA et al., 1991).

Dosagem de Proteinas Carboniladas (dano a proteinas): O ensaio para deteccéo
das carbonilas (CARB) é uma das técnicas utilizadas para a determinacdo de proteinas
modificadas oxidativamente (REZNICK et al., 1994). A técnica se baseia na reacdo das
proteinas oxidadas do plasma sanguineo com 2,4 dinitrofenil hidrazina (DNPH) em meio
acido, seguido de sucessivas lavagens com &cidos e solventes organicos e incubacgéo
final com guanidina. Desta forma, a absorbancia das carbonilasfoi medida em um
espectrofotometro a 360nm, num meio de reagdao contendo oS seguintes reagentes:
guanidina (6M) em acido cloridrico (HCI) (2,5M) pH= 2,5; 2,4 DNPH em HCI (2,5M); &cido
tricloroacético (TCA) 20%; TCA 10%,; etanol - acetato de etila 1:1 (V/V). Paralelamente foi
realizada a curva padrdo de proteina, com albumina, com a absorbancia lida em 280nm
no espectrofotometro.

Catalase: A taxa de decomposicdo do peréxido de hidrogénio é diretamente
proporcional a atividade da CAT. Desta forma, o consumo de perdxido de hidrogénio
(H202) pode ser utilizado como uma medida de atividade da enzima CAT. O ensaio
consiste em medir a diminuicdo da absorbancia a 240nm, comprimento de onda onde ha
a maior absorcéo pelo perdoxido de hidrogénio, utilizando-se cubetas de quartzo. Para a
realizacdo das medidas foi usada uma solucdo tampdo constituida de fosfatos a 50
mmol/L em pH 7,4. Foram adicionados 9L deste tampéao e 10uL de amostra de tecido na
cubeta do espectrofotdmetro, sendo esta mistura descontada contra um branco de
tampao fosfato. A seguir foram adicionados 35uL de H202 (0,3 mol/L) e foi monitorada a
diminuicdo da absorbancia no espectrofotometro (BOVERIS et al., 1973).

Superéxido Dismutase (SOD): A técnica utilizada estd baseada na inibicdo da
reacao do radical superoxido com o pirogalol. Uma vez que ndo se consegue determinar a

concentragdo da enzima nem sua atividade em termos de substrato consumido por
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unidade de tempo, se utiliza a quantificagdo em unidades relativas. Uma unidade de SOD
é definida como a quantidade de enzima que inibe em 50% a velocidade de oxidagéo do
detector. A oxidagdo do pirogalol leva a formacdo de um produto colorido, detectado
espectrofotometricamente a 420 nm durante 2 minutos. A atividade da SOD é
determinada medindo-se a velocidade de formacdo do pirogalol oxidado. No meio de
reacdo, foram utilizados 20 uL de homogeneizado, 973 pL de tampéao Tris-Fosfato a 50
mmol/L (pH 8,2), 8 uL de pirogalol a 24 mmol/L, 4 yL de CAT a 30 pumol/L. Esta curva
obtida foi utilizada como branco. Foi também feita uma curva padrdo utilizando trés
concentracgdes distintas de SOD (0,25U, 0,5U e 1U), através da qual foi obtida a equacédo
da reta para realizacéo dos calculos.

Glutationa Peroxidase (GPx): Como a GPx catalisa a reac¢do de hidroperoxidos
com glutationa reduzida (GSH) para formar glutationa oxidada (GSSG) e o produto da
reducdo do hidroperoxido, a atividade da enzima pode ser determinada medindo-se o
consumo de NADPH na reacdo de reducdo acoplada a reacdo da GPx. A atividade da
GPxfoi medida em um espectrofotdmetro, sendo monitorada a diminuicdo de absorbancia
do NADPH a 340 nm. Na cubeta do espectrofotometro, foram adicionados 330 pL de
tampao, 50 pL do homogeneizado (amostra), 500 uL de NADPH, 10 pyL de azida sddica,
50 uL de GSH e 10 pyL de glutationaredutase. Foi registrada a absorbancia por um
periodo de aproximadamente 2 minutos, para obtencdo da linha de base. Apds esse
momento, foram adicionados 50 puL de hidroperéxido de tert-butila, e a diminuicdo da
absorbancia devida ao consumo de NADPH foi monitorada por mais 3 minutos(FLOHE et

al., 1984).

Balanco Redox: Razdo GSH/GSSG. Foi adicionado a amostra de tecido acido

perclorico (2N), a qual foi colocada em eppendorf, homogeneizada e centrifugada.
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Glutationa Oxidada: Separa-se 100ul do sobrenadante, ao qual se adiciona 25 ul
de NEM e neutraliza-se a amostra com MOPS 0,3 MKOH 2M, pH=7,4. Ap6s uma hora,
extrai-se uma aliquota de 25 pl, adiciona-se 175 pl H20, 700 ul NADPH (10mM), 100 pl
acido ditionitrobenzoico (DTNB) 6mM, zera o espectro e adiciona-se glutationaredutase

(10U/ml). A leitura da reacéo foi realizada em espectrofotdbmetro 414 nm(TIETZE, 1969).

Glutationa Total: A glutationa total mede a reacdo de Oxido reducdo entre GSH e
GSSG. Separa-se 100puL do sobrenadante e neutraliza-se a amostra com MOPS
0,3MKOH 2M, pH=7,4. No momento do ensaio, extrai-se uma aliquota de 25 pL,
adiciona-se 175 pL H20, 700 pL NADPH (10mM), 100 pL DTNB (6mM), zera o espectro e
adiciona-se glutationaredutase (10U/ml). A leitura da reacdo foi realizada em

espectrofotometro 414 nm (BEUTLER et al., 1963).

A GSH foi calculada a partir da subtracdo da glutationa total pela GSSG, e em

seguida foi calculada a razdo GSH/GSSG no tecido cardiaco.

3.3 Andlise estatistica

Os resultados sdo apresentados como média + erro padrdo da média. Os testes de
Levene e de Mauchly foram utilizados para verificar a homogeneidade e esfericidade das
variancias. O teste de analise de variancia (ANOVA) de um caminho, de dois caminhos
(twoway), ou para medidas repetidas (peso corporal, glicemia, teste de esforco maximo e
teste de carga maxima), seguidos do teste complementar de Student Newman-Keuls
foram devidamente aplicados para comparacao dos dados. Valores de p<0,05 foram

considerados significantes. Nas correlacdes, utilizo-se o método de Pearson.
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4. RESULTADOS

4.1. Peso Corporal

A Tabela 1 apresenta o peso corporal dos animais no inicio e ao final do experimento.
No inicio do protocolo, quando os animais foram divididos em seus respectivos grupos
para posterior realizagéo da cirurgia de ooforectomia e da indugéo do diabetes por meio
da injecao de estreptozotocina, o peso corporal foi semelhante entre os grupos. Ao final
do protocolo, o grupo ES apresentou ganho de peso em relacdo a avaliacao inicial. Os
grupos DOS, DOTA e DOTR apresentaram peso corporal menor quando comparados ao

grupo ES e semelhante aos seus valores no inicio do protocolo (Figura 1).

Tabela 1. Peso corporal (g) dos grupos dos grupos euglicémico sedentéario (ES), diabético
ooforectomizado sedentario (DOS), diabético ooforectomizado sedentario submetido ao
treinamento aerébio (DOTA) e diabético ooforectomizado sedentario submetido ao

treinamento resistido (DOTR) no inicio e ao final do protocolo.

ES DOS DOTA DOTR
Peso Inicial (g) 218,2+4,1 217,3 +4,2 218,3+10,1 214,3+4,3
Peso Final () 260,4 £10,4# 213,0+5,6" 215,0 +11,1° 206,8+2,8"

Dados representam média + erro padrdo da média. # p<0,05 comparado ao inicial; *

p<0,05 comparado ao grupo ES ao final do protocolo.
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Figura 1. Peso corporal dos grupos euglicémico sedentario (ES), diabético
ooforectomizado sedentario (DOS), diabético ooforectomizado sedentario submetido ao
treinamento aerdébio (DOTA) e diabético ooforectomizado sedentario submetido ao
treinamento resistido (DOTR) no inicio e ao final do protocolo. As cores escuras
representam o0s respectivos valores iniciais. # p<0,05 comparado ao inicial, * p<0,05

comparado ao grupo ES ao final do protocolo.
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4.2. Glicemia

A Tabela 2 apresentam os valores da glicemia dos animais apés jejum de 4 horas,
no inicio (medidos dois dias apo6s a inducdo do diabetes por estreptozotocina) e ao final
do protocolo.

Os animais diabéticos (DOS, DOTA e DOTR) apresentaram maior glicemia do que
os euglicémicos (ES) durante todo o protocolo. Adicionalmente, todos o0s grupos

diabéticos apresentaram maior glicemia ao final do protocolo (Tabela 2, Figura 2).

Tabela 2. Glicemia (mg/dL) dos grupos dos grupos euglicémico sedentéario (ES), diabético
ooforectomizado sedentario (DOS), diabético ooforectomizado sedentario submetido ao
treinamento aerdébio (DOTA) e diabético ooforectomizado sedentario submetido ao

treinamento resistido (DOTR) no inicio e ao final do protocolo.

ES DOS DOTA DOTR
Glicemia 89,0 £1,7 408,0 £23,9* 418,0 +25,9* 416,0 £18,9*
Inicial(mg/dl)
Glicemia Final 102,0 +4,6 475,0 £17,4*# 486,0 +41,0*  486,0 +20,5*
(mg/dl)

Dados representam média * erro padrdo.* p<0,05 comparado ao grupo ES, # p<0,05

comparado ao grupo ES ao final do protocolo.
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Figura 2. Glicemia (mg/dl) dos grupos dos grupos euglicémico sedentério (ES), diabético
ooforectomizado sedentario (DOS), diabético ooforectomizado sedentario submetido ao
treinamento aerdbio (DOTA) e diabético ooforectomizado sedentario submetido ao
treinamento resistido (DOTR) no inicio e ao final do protocolo. * p<0,05 comparado ao

grupo ES, # p<0,05 comparado ao grupo ES ao final do protocolo.
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4.3. Teste de esforco maximo em esteira

A Tabela 3 apresenta o tempo de corrida no teste de esforco méximo realizado em
esteira no inicio e ao final do protocolo. No inicio do protocolo ndo foram observadas
diferencas entre os grupos. O grupo DOTA apresentou um aumento da capacidade de
exercicio quando comparado ao DOS. O grupo DOTR néo apresentou tal melhora (Figura

3).

Tabela 3. Teste de esforco maximo em esteira (s) dos grupos dos grupos euglicémico
sedentario (ES), diabético ooforectomizado sedentario (DOS), diabético ooforectomizado
sedentario submetido ao treinamento aerobio (DOTA) e diabético ooforectomizado

sedentario submetido ao treinamento resistido (DOTR) no inicio e ao final do protocolo.

ES DOS DOTA DOTR
Inicial 750,75 +44,97 670,67 + 20,53 768,80 + 19,94 762,10 + 36,09
Final 700,92 +55,40 547,63 +33,47* 952,60 + 20,40*#t 646,25 + 62,70 *

Dados representam média + erro padrdo.* p<0,05 comparado ao grupo ES ao final do
protocolo; # p<0,05 comparado ao inicial;T p<0,05 comparado ao grupo DOS ao final do

protocolo;} p<0,05 comparado ao grupo DOTA ao final do protocolo.
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Figura 3. Tempo maximo de corrida no teste de esforco maximo em esteira (s) dos
grupos euglicémico sedentario (ES), diabético ooforectomizado sedentario (DOS),
diabético ooforectomizado sedentério submetido ao treinamento aerdbio (DOTA) e
diabético ooforectomizado sedentario submetido ao treinamento resistido (DOTR) no
inicio e ao final do protocolo. As cores claras representam os respectivos valores finais.
*p<0,05 comparado ao grupo ES ao final do protocolo. # p<0,05 comparado ao inicial; t
p<0,05 comparado ao grupo DOS ao final do protocolo; £ p<0,05 comparado ao grupo

DOTA ao final do protocolo.
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4.4. Teste de esforco Mdximo em Escada

Todos os grupos apresentaram maior carga no final do protocolo em relagcdo ao inicio
do protocolo. Os animais submetidos ao treinamento fisico resistido (DOTR)
apresentaram aumento da carga maxima quando comparados aos animais sedentarios
(ES e DOS) ao final do protocolo de treinamento resistido (Tabela 4). Tal aumento néo foi

evidenciado pelo grupo que foi submetido ao treinamento aerébio (DOTA) (Figura 4).

Tabela 4. Peso maximo normalizado pelo peso corporal (%) no teste de carga em escada
dos grupos dos grupos euglicémico sedentério (ES), diabético ooforectomizado sedentario
(DOS), diabético ooforectomizado sedentario submetido ao treinamento aerdbio (DOTA) e
diabético ooforectomizado sedentario submetido ao treinamento resistido (DOTR) no

inicio e ao final do protocolo.

ES DOS DOTA DOTR
Inicial (% do peso corporal) 128+5 130+ 4 119+5 137 +3
Final(% do peso corporal) 204 £11# 183+9# 167+ 1# 259 + 9 #*1

Dados representam média + erro padrdo. # p<0,05 comparado ao inicial; *p<0,05
comparado ao grupo ES ao final do protocolo. 1 p<0,05 comparado ao grupo DOS ao final

do protocolo;f p<0,05 comparado ao grupo DOTA ao final do protocolo.
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Figura 4. Peso maximo normalizado pelo peso corporal (%) no teste de carga em escada
dos grupos euglicémico sedentario (ES), diabético ooforectomizado sedentario (DOS),
diabético ooforectomizado sedentario submetido ao treinamento aerdbio (DOTA) e
diabético ooforectomizado sedentario submetido ao treinamento resistido (DOTR) no
inicio e ao final do protocolo. As cores claras representam os respectivos valores finais. #
p<0,05 comparado ao inicial; *p<0,05 comparado ao grupo ES ao final do protocolo. t
p<0,05 comparado ao grupo DOS ao final do protocolo; £ p<0,05 comparado ao grupo

DOTA ao final do protocolo.
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4.5. Avaliacdo da morfometria cardiaca

A Tabela 5 apresenta os parametros morfométricos do ventriculo esquerdo (VE) nos
grupos ES, DOS, DOTA e DOTR. A massa do ventriculo esquerdo (MVE) foi menor no
grupo diabético (DOS) quando comparados aos animais controles (ES), porém esse efeito
foi revertido com o treinamento fisico (DOTA e DOTR). Quando avaliada a cavidade do
VE em diastole (VEDIA), observou-se que os animais diabéticos (DOS) apresentaram
maior VEDIA do que os animais euglicémicos (ES) e novamente o treinamento fisico
reverteu esse parametro (DOTA e DOTR). A espessura relativa da parede (ERP) do VE
também foi menor nos animais diabéticos (vs. ES) e, mais uma vez, o treinamento fisico

foi capaz de reverter esse parametro (DOTA e DOTR) (Figuras 5, 6 e 7).

Tabela 5. Morfometria cardiaca avaliada pelo ecocardiogramados grupos euglicémico
sedentario (ES), diabético ooforectomizado sedentério (DOS), diabético ooforectomizado
sedentario submetido ao treinamento aerdbio (DOTA) e diabético ooforectomizado

sedentério submetido ao treinamento resistido (DOTR).

ES DOS DOTA DOTR
MVE (g) 1,07 0,01 0,98 +0,02* 1,06 +0,02* 1,05 +0,02*
VEDIA (cm) 0,65 0,01 0,71 +0,01* 0,67 +0,01* 0,66 +0,02"
ERP 0,45 0,01 0,38 +0,01* 0,43 +0,02" 0,46 +0,01*

Dados representam média terro padrdo. MVE: massa do VE; VEDIA: cavidade do VE na
diastole; ERP: espessura relativa da parede do VE. * p<0,05 vs. ES; # p<0,05 VS. DOS.
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Figura 5. Massa do ventriculo esquerdo (MVE) dos grupos euglicémico sedentério (ES),

diabético ooforectomizado sedentario (DOS), diabético ooforectomizado sedentério

submetido ao treinamento aerdébio (DOTA) e diabético ooforectomizado sedentario

submetido ao treinamento resistido (DOTR). * p<0,05 vs. ES; # p<0,05 VS. DOS.
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Figura 6. Cavidade do ventriculo esquerdo na diastole (VEDIA) dos grupos ES, DOS,

DOTA e DOTR. * p<0,05 vs. ES; # p<0,05 VS. DOS.
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Figura 7. Espessura relativa da parede do VE (ERP) dos grupos euglicémico sedentéario
(ES), diabético ooforectomizado sedentario (DOS), diabético ooforectomizado sedentéario
submetido ao treinamento aerdbio (DOTA) e diabético ooforectomizado sedentério

submetido ao treinamento resistido (DOTR). * p<0,05 vs. ES; # p<0,05 VS. DOS.
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A analise de correlacdo entre as variaveis nos grupos diabéticos (DOS, DOTA e
DOTR, n=5 a 7 animais por grupo) evidenciou correlacdo negativa entre ERP e VEDIA

(r=-0,69, p< 0,05).

4.6. Avaliacdo da funcdao sistélica cardiaca

A avaliacdo da funcéo sistolica cardiaca é apresentada na Tabela 6. Os indices de
avaliados foram a fracdo de ejecao (FE), a fracdo de encurtamento (FEnc)e a velocidade
de encurtamento circunferencial (VEF) do VE. Nao foram observadas diferencas na
FEentre os grupos. O grupo DOS apresentou reducdo da VEF e FEncem comparacao
grupo ES, sendo que a o treinamento fisico aerdbio foi capaz de atenuar esta disfuncao.
Neste sentido o grupo DOTA apresentou valores maiores de VEF e FEnc que os grupos

DOS e DOTR, mas ainda reduzidos em rela¢do ao grupo ES (Figura 8 e 9).
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Tabela 6. Funcdo sistdlica cardiaca avaliada pelo ecocardiograma dos grupos
euglicémico sedentario (ES), diabético ooforectomizado sedentario (DOS), diabético
ooforectomizado sedentario submetido ao treinamento aerébio (DOTA) e diabético

ooforectomizado sedentario submetido ao treinamento resistido (DOTR).

ES DOS DOTA DOTR
FE (%) 80 +1 76 £2 80 +1 75 %1
FEnc (%) 44+1 38+ 2* 45+ 1# 39+1*%
VEC *10*(circ/seg) 54+1 36+ 2* 45+ 3*# 34+1%%

Dados representam média zerro padrdo.FE: fracdo de ejecdo,FEnc: fracdo de
encurtamento, VEC: velocidade de encurtamento circunferencial. * p<0,05 vs. ES; #

p<0,05 VS. DOS; {p<0,05 VS. DOTA.
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Figura 8. Fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo (FE). dos grupos euglicémico
sedentério (ES), diabético ooforectomizado sedentario (DOS), diabético ooforectomizado
sedentario submetido ao treinamento aerdbio (DOTA) e diabético ooforectomizado

sedentario submetido ao treinamento resistido (DOTR).
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Figura 9. Fracdo de encurtamento do ventriculo esquerdo (Fenc) dos grupos euglicémico

sedentéario (ES), diabético ooforectomizado sedentario (DOS), diabético ooforectomizado

sedentario submetido ao treinamento aerobio (DOTA) e diabético ooforectomizado

sedentario submetido ao treinamento resistido (DOTR). * p<0,05 vs. ES; # p<0,05 VS.

DOS; $p<0,05 VS. DOTA.
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Figura 10. Velocidade de encurtamento circunferencial (VCF) dos grupos euglicémico

sedentério (ES), diabético ooforectomizado sedentario (DOS), diabético ooforectomizado

sedentario submetido ao treinamento aerobio (DOTA) e diabético ooforectomizado

sedentario submetido ao treinamento resistido (DOTR). * p<0,05 vs. ES; # p<0,05 VS.

DOS; $p<0,05 VS. DOTA.
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4.7. Avaliacdo da funcéo diastolica cardiaca

A avaliacdo da funcdo diastdlica cardiaca € apresentada na Tabela 7. Os indices
avaliados foram o TRIV e a desaceleracdo da onda E (Desac E). O TRIV foi maior nos
animais diabéticos (DOS) em relacdo aos euglicémico (ES) e esse efeito foi
parcialmenterevertido apenas pelo treinamento aerdbio (DOTA). A Desac E foi maior nos
animais diabéticos (DOS) em relacdo aos euglicémico (ES)e esse efeito foi revertido

apenas pelo treinamento aerébio (DOTA) (Figura 11 e 12).

Tabela 7. Funcdo diastdlica cardiaca avaliada pelo ecocardiogramados grupos
euglicémico sedentario (ES), diabético ooforectomizado sedentario (DOS), diabético
ooforectomizado sedentario submetido ao treinamento aerobio (DOTA) e diabético

ooforectomizado sedentario submetido ao treinamento resistido (DOTR).

ES DOS DOTA DOTR
TRIV (ms) 23,50+0,69 32,60 +1,26* 27,33 +0,45** 31,67 £1,04*%
Desac E (ms) 40,78+0,61 50,20 +1,94* 43,20 +0,68* 55,20+3,00*%%

Dados representam média xerro padrao. TRIV: tempo de relaxamento isovolumétrico;
Desac E: tempos de desaceleragdoda onda E. * p<0,05 vs. ES; # p<0,05 VS. DOS;

1p<0,05 VS. DOTA.
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Figura 11. Tempo de relaxamento isovolumétrico (TRIV) dos grupos euglicémico
sedentario (ES), diabético ooforectomizado sedentario (DOS), diabético ooforectomizado
sedentario submetido ao treinamento aerdbio (DOTA) e diabético ooforectomizado
sedentario submetido ao treinamento resistido (DOTR). * p<0,05 vs. ES; # p<0,05 VS.

DOS; $p<0,05 VS. DOTA.
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Figura 12. Tempo de desaceleracdo da onda E (Desac. E) dos grupos euglicémico
sedentéario (ES), diabético ooforectomizado sedentario (DOS), diabético ooforectomizado
sedentario submetido ao treinamento aerobio (DOTA) e diabético ooforectomizado
sedentario submetido ao treinamento resistido (DOTR). * p<0,05 vs. ES; # p<0,05 VS.

DOS; $p<0,05 VS. DOTA.

A analise de correlacdo entre as variaveis nos grupos diabéticos (DOS, DOTA e
DOTR, n=5 a 7 animais por grupo) evidenciou correlacdo negativa entre VEC e Desac E

(r=-0,65, p< 0,05).
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4.8. AvaliacOes de Estresse Oxidativo Cardiaco

Os parametros de estresse oxidativo avaliados estdo apresentados nas Tabelas 8, 9 e
10.

O diabetes associado a ooforectomia induziu aumento da lipoperoxidacdo de
membranas, avaliados pelo QL, no tecido cardiaco nos animais do grupo DOS. O
treinamento fisico, aerdbio ou resistido,reverteu esse aumento inclusive quando
comparado ao grupo ES(Figura 13).

As proteinas carboniladas estavam aumentadas no grupo DOS e nos grupos DOTA e

DOTR em relacéo ao grupo ES.

Tabela 8. Quimiluminescéncia iniciada por t-BOOH (QL) e proteinas carboniladas (CARB)
no tecido cardiaco dos grupos euglicémico sedentario (ES), diabético ooforectomizado
sedentario (DOS), diabético ooforectomizado sedentario submetido ao treinamento
aerébio (DOTA) e diabético ooforectomizado sedentario submetido ao treinamento

resistido (DOTR).

ES DOS DOTA DOTR

QL (cps/mg proteina) 2661 +358 2987 +318* 889+310** 714 + 54**

CARB (nmol/mg proteina) 3,00 £+0,23 13,27+ 2,72* 14,14 +0,98* 12,75 +1,85*

Dados representam média *erro padréo. * p<0,05 vs. ES; # p<0,05 VS. DOS.
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Figura 13. Quimiluminescéncia iniciada por t-BOOH (QL) no tecido cardiaco dos grupos
euglicémico sedentario (ES), diabético ooforectomizado sedentario (DOS), diabético
ooforectomizado sedentario submetido ao treinamento aerébio (DOTA) e diabético
ooforectomizado sedentario submetido ao treinamento resistido (DOTR). * p<0,05 vs. ES;

# p<0,05 VS. DOS; 1p<0,05 VS. DOTA.

A concentracdo da catalase apresentou-se aumentada no grupo diabético
ooforectomizado (DOS) e nos grupos treinados (DOTA e DOTR) em relacdo ao grupo
ES(Tabela 9, Figura 14).

A atividade da glutationa peroxidase foi maior nos grupos diabéticos em relacdo ao
grupo controle (ES). Os grupos treinados (DOTA e DOTR) apresentaram aumento
adicional desta variavel quando comparado ao grupo diabético ooforectomizado (DOS). O
grupo submetido ao treinamento aerdbio (DOTA) apresentou, ainda, um aumento
adicional quando comparado ao grupo resistido (DOTR) (Tabela 9, Figura 15).

A atividade da superoxido dismutase também se mostrou aumentada em todos 0s
grupos diabéticos ooforectomizados quando comparado ao grupo controle (ES). No
entanto, somente o treinamento fisico aerdbio induziu um aumento adicional desta

variavel (DOTA) em relac&o aos grupos DOS e DOTR (Figuras 14, 15 e 16).
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Tabela 9.Atividade das enzimas catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD) e glutationa

peroxidase (GPx) no tecido cardiaco dos grupos euglicémico sedentario (ES), diabético

ooforectomizado sedentario (DOS), diabético ooforectomizado sedentario submetido ao

treinamento aerobio (DOTA) e diabético ooforectomizado sedentdrio submetido ao

treinamento resistido (DOTR).

ES DOS DOTA DOTR
CAT (nmolimg proteina) 0,80 +0,04 1,31 +0,13* 1,47 +0,35* 1,34+0,23*
GPX (nmol/min/mg proteina) 32,00+3,55 56,00 £9,30* 112,0 +15,00** 84,00 +15,00**}
SOD (usob/mg proteina) 16,00+0,58 31,53 +2,27* 50,35 +5,66** 33,86 £1,77*%

Dados representam média +erro padrédo. * p<0,05 vs. ES; # p<0,05 VS. DOS; {p<0,05 VS.

DOTA.
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Figura 14. Catalase (CAT) no tecido cardiaco dos grupos euglicémico sedentario (ES),
diabético ooforectomizado sedentario (DOS), diabético ooforectomizado sedentario
submetido ao treinamento aerébio (DOTA) e diabético ooforectomizado sedentario

submetido ao treinamento resistido (DOTR). * p<0,05 vs. ES.
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Figura 15. Glutationa Peroxidase (GPx) no tecido cardiaco dos grupos euglicémico

sedentario (ES), diabético ooforectomizado sedentéario (DOS), diabético ooforectomizado

sedentario submetido ao treinamento aerébio (DOTA) e diabético ooforectomizado
sedentario submetido ao treinamento resistido (DOTR). * p<0,05 vs. ES; # p<0,05 VS.

DOS; $p<0,05 VS. DOTA.
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Figura 16. Superéxido Dismutase (SOD) no tecido cardiaco dos grupos euglicémico
sedentario (ES), diabético ooforectomizado sedentario (DOS), diabético ooforectomizado
sedentario submetido ao treinamento aerobio (DOTA) e diabético ooforectomizado
sedentario submetido ao treinamento resistido (DOTR). * p<0,05 vs. ES; # p<0,05 VS.

DOS; 1p<0,05 VS. DOTA.

A concentracdo da glutationa total ndo apresentou diferenca entre 0s grupos. A
concentracdo da glutationa oxidada foi menor no grupo diabético submetido ao
treinamento aerébio (DOTA) em relacdo aos demais grupos (ES, DOS e DOTR). No
entanto, a concentracdo da glutationa reduzida foi maior no grupo diabético
ooforectomizado (DOS) e no grupo submetido ao treinamento resistido (DOTR) quando
comparado ao grupo ES. Esse efeito foi revertido apenas pelo grupo submetido ao
treinamento aerobio (DOTA).

A razéo glutationa oxidada/glutationa reduzida (Razéao redox) foi menor nos grupos

diabéticos (DOS, DOTA e DOTR) em relacdo ao grupo ES. Entretanto o0s grupos
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treinados (DOTA e DOTR) tiveram uma atenuacdo desta alteracdo, ja que apresentaram

valores maiores da razao redox em relacdo ao grupo DOS (Figura 17).

Tabela 10. Glutationa total, glutationa oxidada, glutationa reduzida e razdo redox da

glutationa no tecido cardiaco dos grupos euglicémico sedentario (ES), diabético

ooforectomizado sedentario (DOS), diabético ooforectomizado sedentario submetido ao

treinamento aerobio (DOTA) e diabético ooforectomizado sedentdrio submetido ao

treinamento resistido (DOTR).

ES DOS DOTA DOTR
GLUTATIONA TOTAL (mmolg) 0,28 +0,01 0,26 +0,02 0,22 +0,01 0,25 +0,01
GLUTATIONA REDUZIDA (mmoigy 0,25 +0,01 0,22 +0,02 0,19 +0,01* 0,23 +0,01

GLUTATIONA OXIDADA (mmoligy ~ 0,024+0,002 0,038+0,002* 0,028+0,001%

RAZAO REDOX 10,39+0,58 5,8 +2,27* 7,08 +0,39*#

0,033+0,002*

7,31 +0,39*

Dados representam média *erro padréo. * p<0,05 vs. ES; # p<0,05 VS. DOS.
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Figura 17. Razéo redox da glutationa oxidada/reduzida no tecido cardiaco dos grupos
euglicémico sedentario (ES), diabético ooforectomizado sedentario (DOS), diabético
ooforectomizado sedentario submetido ao treinamento aerébio (DOTA) e diabético
ooforectomizado sedentario submetido ao treinamento resistido (DOTR). * p<0,05 vs. ES;

# p<0,05 VS. DOS.

A andlise de correlacdo entre as variaveis nos grupos diabéticos (DOS, DOTA e
DOTR, n=5 a 7 animais por grupo) evidenciou correlacdo positiva entre QL e CARB.
Adicionalmente houve correlagdo positiva entre QL e VEDIA, bem como correlacéo

negativa entre QL e ERP (Tabela 11).

Observou-se também correlagdo negativa entre CARB e VEC (r=-0,58, p<0,05).
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Tabela 11.Correlagao entre quimiluminescéncia com carbonilas, diametro da cavidade do

ventriculo esquerdo na diastole e espessura relativa de parede nos grupos diabéticos.

QL

(cps/mg proteina)

CARB(nmol/mg proteina) 0,63*
VEDIA (cm) 0,55*
ERP -0,60*

* p<0,05

A razéo redox da glutationa foi inversamente correlacionada com a QL e com as

carbonilas, assim como positivamente correlacionada com a ERP (Tabela 12)

Tabela 12. Correlacdo entre razdo redox da glutationa com quimiluminescéncia,

carbonilas e espessura relativa de parede nos grupos diabéticos.

RAZAO REDOX

QL -0,45*
CARB -0,58*
ERP 0,62*

* p<0,05

Além disto, o estudo de correlacdo envolvendo os grupos DOS e DOTA evidenciou
que a QL correlacionou-se negativamente com a FEnc (r= -0,6; p<0,05), assim como a

razéo redox correlacionou-se positivamente com a FEnc (r= 0,49; p<0,05).
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5. DISCUSSAO

Apesar de uma grande quantidade de evidéncias acumuladas em estudos experimentais e
clinicos mostrando que o treinamento fisico aerébio induz atenuacdo de disfuncdes
cardiometabodlicas que acometem homens e mulheres em diferentes fases da vida
(JORGE et al.; HARTHMANN et al., 2007; SOUZA et al., 2007a; SHAIBI et al., 2008;
FEDEWA et al., 2013; SANCHEZ-MUNOZ et al., 2013; SOUZA, H. C. et al., 2013), os
estudos que comparam o efeito do treinamento fisico aerdébio com os do resistido sao
escassos e controversos. Desta forma, este estudo foi desenvolvido para testar os efeitos
do treinamento fisico aerdbio ou resistido em uma condi¢cdo experimental que associava a
presenca de diabetes e menopausa.

A principal conclusdo deste estudo foi de que o treinamento resistido, além de ndo causar
qualquer prejuizo aos animais diabéticos ooforectomizados, também foi capaz de induzir
beneficios. Vale ressaltar que apesar de ndo melhorar a funcdo sistélica e diastdlica (beneficios
obtidos somente com o treinamento aerobio), o treinamento resistido foi capaz de impedir o rapido
progresso das alteracdes causadas pela diabetes na morfometria cardiaca (WICHI et al., 2007).
Além disso, o estudo de correlacdo evidenciou que a melhora na morfometria foi associada a
reducdo de parametros de estresse oxidativo no tecido cardiaco, auxiliando no entendimento dos
mecanismos especificos que o treinamento atua impedindo o progresso da cardiomiopatia
diabética. Estes dados em conjunto mostram que, além da importancia de se prescrever exercicios
resistidos para manter a salde articular e auxiliar no desempenho aerébio, ja bastante documentados
na literatura, este tipo de treinamento pode ser uma ferramenta no manejo das disfungdes

associadas ao diabetes e a menopausa.
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5.1. Parametros Metabdlicos

Considerando que a menopausa tem sido associada a prejuizo na capacidade de
exercicio, forca muscular (sarcopenia), densidade mineral 6ssea, bem como aumento no
peso corporal, na prevaléncia de diabetes tipo 2, osteoporose, e doencas
cardiovasculares (SOWERS, J. R., 1998; MOSCA et al., 2007), no presente trabalho,
para estudo das alteracdes decorrentes da privacao dos horménios ovarianos, foi utilizado
o modelo experimental induzido através da ooforectomia, mimetizando o status da
menopausa devido a supressdo dos niveis de horménios sexuais. Tal modelo induz
reducdo dos niveis circulantes dos horménios ovarianos, além de alteracbes metabdlicas
e cardiovasculares semelhantes as observadas em mulheres menopausadas
(HERNANDEZ et al., 2000; LATOUR et al., 2001; IRIGOYEN et al., 2005; FLUES et al.,
2009).

O nosso estudo confirma os resultados obtidos em trabalhos anteriores que
demonstraram o0s prejuizos metabdlicos induzidos pelo diabetes pela STZ. A STZ foi
descoberta e isolada primariamente pelos seus efeitos antibidticos e antineoplasicos.
Posteriormente, foi utilizada por muitos investigadores para induzir o diabetes mellitus em
modelos experimentais, por conta de seus efeitos destrutivos nas células B pancreaticas
(JUNOD et al., 1969; BOLZAN et al.,, 2002). A acdo diabetogénica da STZ mostra-se
bastante eficiente na inducdo de um quadro grave de diabetes, apresentando alteracdes
semelhantes as observadas em humanos diabéticos do tipo 1, como: hiperglicemia,
hipoinsulinemia, poliuria, glicosuria e perda de peso (JUNOD et al., 1969; TOMLINSON et
al., 1992). No presente trabalho, os grupos diabéticos ooforectomizados apresentaram
hiperglicemia e perda de peso corporal de acordo com trabalhos previamente publicados
por nosso grupo (MAEDA et al., 1995a; DALL'AGO et al., 1997; SCHAAN et al., 1997;

DE ANGELIS et al., 2000b; WICHI et al., 2007; SANCHES et al., 2013). Ao contrario do
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observado nos grupos diabéticos, os animais normoglicémicos (grupo ES) aumentaram o
peso corporal durante as semanas de acompanhamento, conforme trabalhos previamente

publicados por nosso grupo (SANCHES et al., 2013).

Vale destacar que o treinamento fisico aerdbio ou resistido ndo modificou o ganho de
peso ou a glicemia nas ratas diabéticas ooforectomizadas. Neste sentido, é importante
lembrar que este € um modelo de diabetes que se aproxima mais do diabetes do tipo I, no
gual é consenso que o treinamento fisico aerébio ndo modifica o controle glicémico. Além
disto, h& evidéncias de nosso grupo que o treinamento fisico aerébio em esteira nao

modifica a glicemia em animais diabéticos por STZ machos (DE ANGELIS et al., 2000a)

ou fémeas ooforectomizadas (SOUZA et al., 2007a).

5.2. Capacidade Fisica Funcional

Os animais diabéticos por STZ frequentemente apresentam reducdo na capacidade de
exercicio, como corroborado neste estudo pelo menor desempenho do grupo diabético
ooforectomizado (DOS) nos testes de esforco aerébio (na esteira). Nosso grupo ja
demonstrou uma correlacdo estatisticamente significativa (r=0,83) entre consumo de
oxigénio e velocidade de corrida no teste de esforco em ratos sedentarios (RODRIGUES
et al.,, 2007), utilizando o mesmo protocolo de incrementos de velocidade em esteira
ergométrica utilizado neste estudo.

Em diabéticos, a medida do VO2 max. também tem sido bastante utilizada
clinicamente, uma vez que esses individuos encontram-se com capacidade fisica
reduzida em funcdo dos disturbios metabdlicos e cardiovasculares decorrentes dessa

doenca (SCHNEIDER et al., 2013). A redugédo do VO2max. nos animais diabéticos pode
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estar relacionada a reducado da funcéo ventricular e/ou muscular que foi observada apdés a

inducao do diabetes por STZ (ROUYER et al., 2007; WICHI et al., 2007).

Apesar dos efeitos do treinamento fisico aerobio terem sido amplamente investigados
em varias situagfes fisiolégicas (envelhecimento, menopausa) e patologicas (diabetes,
hipertensao), nos ultimos anos, a comunidade cientifica tem voltado sua atencéo para 0s
efeitos do treinamento fisico resistido, devido a sua facil acessibilidade e grande aceitacéo
pela populagéo, particularmente em academias e programas de incentivo a pratica de
atividade fisica. Diferentemente do treinamento aerdbio, a prescricdo do treinamento
resistido permite a modulacdo de varios parametros, como numero de repeticdes,
guantidade de séries, intensidade da carga, e tempo de intervalo entre uma série e outra
(KRAEMER et al., 2004). As possiveis combinagfes dessas variaveis alteram os efeitos
fisioldgicos agudos e cronicos do treinamento resistido, dificultando o uso desse tipo de
exercicio para populagfes de risco. De fato, diretrizes internacionais tém sugerido cada
vez mais o treinamento fisico resistido, em associacdo ao aerébio, como uma importante
conduta ndo farmacolégica na prevencao e/ou atenuacao de varios fatores de risco para
doencas metabdlicas e cardiovasculares (POLLOCK et al., 2000; WILLIAMS et al., 2007).

No presente estudo, evidenciamos perda de capacidade fisica no grupo diabético, o
gue esta de acordo com literatura prévia (SOUZA et al., 2007a), também evidenciamos
ganho de capacidade fisica nos grupos treinados (DOTA e DOTR) com especificidade a
modalidade de treino. O grupo DOTA apresentou melhora no teste de capacidade maxima
em esteira e o grupo DOTR apresentou melhora no teste de carga maxima em escada
gue esta de acordo com o principio basico de treinamento que é a especificidade (FLECK

et al., 1999; KRAEMER et al., 2004).

55



5.3. Avaliagc6es da morfometria e fungéo cardiaca

A ultra-sonografia das estruturas cardiacas e velocidade do fluxo sanglineo pelo
ecodopplercardiograma é largamente utilizada por proporcionar uma das mais acuradas
medidas ndo invasiva para caracterizacdo da massa ventricular e analise das funcdes
sistdlica e diastdlica em humanos (DEVEREUX et al., 1977; DEVEREUX et al., 1986;
DEVEREUX, 1987). Em animais de experimentacdo, o uso do ecocardiograma como
metodologia néo invasiva da andlise da funcdo e estrutura cardiacas, também vem se
tornando rotina gragas ao avango tecnoldgico e desenvolvimento de transdutores ultra-
sonogréaficos com freqiéncias maiores, que proporcionam uma resolucdo adequada a
pequenas estruturas (PAWLUSH et al, 1993). Assim, essa pratica vem sendo
amplamente utilizada em estudos que requeiram andlise anatomo-funcional do sistema
cardiovascular no curso temporal de determinada patologia, exatamente por permitir a

sobrevivéncia do animal até o final do experimento.

Quando foi usado ecocardiograma para examinar o curso temporal (2, 4, 8, e 12
semanas) das alteracdes na funcdo ventricular de ratos diabéticos, os autores concluiram
gue as disfuncdes sistdlica e diastblica foram efetivamente observadas ap6s 12 semanas
de diabetes pelo método do ecocardiograma, reforcando a viabilidade desse método para
avaliacao da funcao cardiaca em ratos, sem a necessidade de métodos invasivos (AKULA
et al., 2003). De fato, o grupo diabético ooforectomizado (DOS) apresentou reducédo da
espessura relativa do VE e da massa da VE, aumento do VE (VEDIA) em diastole, além

de disfuncao sistolica e diastolica, indicios da cardiomiopatia diabética.

Em relacdo as avaliagbes da morfometria cardiaca, em nosso laboratério
evidenciamos que o diabetes experimental por STZ induz reducdo da espessura da

parede dos ventriculos de ratos (WICHI et al., 2007), o que corrobora com 0S NOSS0S
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dados no presente estudo, no qual houve diminuicdo do ERP e da MVE nos ratos
diabéticos ooforectomizados quando comparados aos ratos controles. Tanto o
treinamento fisico aerdbio quanto resistido foi capaz de impedir que tais alteracdes. De
fato, (DOBRZYNSKI et al., 2002) observaram redugcdo do peso do coracdo e da MVE
associado a disfuncé@o cardiaca e renal apds 21 dias de diabetes experimental por STZ
em ratos. Dados de nosso estudo, assim como de (WICHI et al., 2007) demonstram que
animais diabéticos por STZ apresentaram além das alteragBes estruturais, disfuncdes

sistolica e diastolica.

Além das alteragbes de massa do VE, a dilatagdo do VE tem sido evidenciada em
animais diabéticos (WICHI et al., 2007). No presente estudo, também evidenciamos que o
VEDIA encontrava-se aumentado nos animais diabéticos ooforectomizados e tanto o
exercicio aerdbio quanto o resistido foram capazes de impedir tais alteracdes, as quais
sdo caracteristicas do diabetes. Tais achados corroboram com achados de treinamento
aerdbio de nosso grupo em modelo experimental de infarto do miocardio em ratos machos
(JORGE et al., 2011).

Com relacdo aos parametros morfométricos, os animais submetidos a treinamento
aerdbio (DOTA) ou treinamento resistido (DOTR) apresentaram reducdo da cavidade do
ventriculo esquerdo na diastole associada a aumento da espessura relativa de parede,
resultando em um aumento na massa do ventriculo esquerdo em relacdo ao grupo DOS,
0 que pode ser interpretado como uma atenuacédo dos efeitos deletérios da cardiomiopatia
diabética.

No presente estudo, confirmamos ainda dados da literatura com relagdo a disfungéo
cardiaca induzida pelo diabetes por STZ, evidenciados por prejuizo nas funcdes sistdlica
e diastdlica do ventriculo esquerdo (DE ANGELIS et al., 2000b; SCHAAN et al., 2004).
Apesar de ndo termos observado diferengas na FE do VE entre os animais diabéticos

(DOS, DOTA e DOTR) e os controles, houve prejuizo na tanto na VEC quanto na Fenc no
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grupo DOS e atenuacdo da disfuncéo sistélica (VEC e Fenc) apos treinamento aerébio,
mas nao pelo treinamento resistido. Tal achado levanta a hipétese que as alteracdes de
morfometria cardiaca causadas pelo treinamento resistido podem ser diferentes das
induzidas pelo treinamento fisico aerdbio. De fato, dados do nosso grupo demonstraram
reducdo do débito cardiaco em ratos diabéticos por STZ (15 dias de duragdo) (GAMA et
al., 2002), o qual esta provavelmente relacionada a reducédo da frequéncia cardiaca e da
contratilidade miocéardica observada no diabetes por STZ (MAEDA et al., 1995a; MAEDA
et al., 1995b; DALL'AGO et al.,, 1997; DE ANGELIS et al., 2000b). Além disto, quando
avaliado ratos machos diabéticos por STZ também demonstraram disfuncéo sistélica e
diastélica cardiaca, tanto pelo ecocardiograma quanto pela medida direta da funcao
através da cateterizacdo do VE, semelhantes as observadas no presente estudo (WICHI
et al., 2007).

Ja a disfuncdo diastdlica, caracterizada pelo aumento do TRIV, foi observada em
todos os grupos diabéticos, exceto no grupo DOTA que apresentou normalizacdo deste
efeito deletério. O Desac E foi maior no grupo DOS e, novamente, apenas 0 exercicio
aerdbio foi capaz de impedir o aumento deste componente da funcdo diastélica. Tais
achados mais uma vez nos fazem pensar na hipétese de mecanismos diferentes
associados as alteracbes de morfometria cardiaca induzidas pelos dois tipos de
treinamento. E interessante notar que observamos uma correlacdo negativa entre o VEC
e o Desac E, indicando que os animais com pior funcao sistélica apresentavam também
pior funcao diastolica.

Desta forma, as avaliacdes ecocardiograficas no presente estudo indicam presenca de
cardiomiopatia inicial nos animais diabéticos. Todavia, deve-se destacar que a associacao
de diabetes e treinamento fisico (aerdébio ou resistido) atenuou o prejuizo em parametros
morfofuncionais cardiacos. Vale ainda destacar, no entanto, que somente o treinamento

fisico aerdbio induziu melhora da funcédo sistdlica e diastolica. Tal achado refor¢ca que
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esta forma de treinamento € uma ferramenta fundamental no manejo das complicaces

causadas pela cardiomiopatia diabética apos a privacdo dos horménios ovarianos.

5.4. Estresse Oxidativo Cardiaco

Atualmente, confere-se aos radicais livres a participacdo em diversos processos
patolégicos e também nas alteracdes verificadas durante o envelhecimento. Os radicais
livres de oxigénio, chamado também de espécies reativas de oxigénio, sdo produzidos
naturalmente em nosso organismo através dos processos metabdlicos oxidativos e,
muitas vezes, sdo de extrema utilidade, como nas situa¢cdes em que h& necessidade de
ativacdo do sistema imunolégico, na desintoxicacdo de drogas e nos processos que
desencadeiam o relaxamento dos vasos sanguineos em resposta a atividade do 6xido
nitrico, que é um radical livre (HALLIWELL, 1992). A producao de radicais livres e de
outras substancias altamente reativas em decorréncia do metabolismo do oxigénio é
contrabalanceado por muitos mecanismos de defesa antioxidante para limitar os niveis e
impedir a inducao de danos celulares (HALLIWELL, 2007).

O desequilibrio entre a producédo de moléculas oxidantes e a capacidade de inativacao
dos mecanismos antioxidantes, que resulta na inducdo de danos celulares pelos radicais
livres, tem sido chamado de estresse oxidativo, ou seja, quando ha um desequilibrio entre
acles pro-oxidantes e a defesa antioxidante (HALLIWELL, 2007). Os danos oxidativos
induzidos nas células e tecidos tém sido relacionados com a etiologia de varias doencas
degenerativas tais como as cardiopatias, aterosclerose e problemas pulmonares (AMES
et al.,, 1993). Esse importante papel no desenvolvimento de patologias vinculado aos
radicais livres se deve a razdo de gque todos os componentes celulares sdo suscetiveis a
acdo das espécies reativas de oxigénio. No entanto, vale salientar que o estrogénio tem

acdo antioxidante e sua auséncia acarreta danos no perfil oxidativo (NIKI et al., 1990;
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KIM et al., 1996). Em um estudo também foi verificado que a auséncia do estrogénio
estava associada a aumento do estresse oxidativo (HERNANDEZ et al., 2000). No
presente estudo, observamos prejuizo em parametros de estresse oxidativo no grupo
DOS e tanto o treinamento fisico aerébio quanto o resistido dindmico em ratas
ooforectomizadas preveniu a reducao do nivel antioxidante e o aumento de lipoperoxidos,
com melhora do balanco redox da glutationa.

NOs observamos aumento da QL no grupo DOS se comparado ao grupo ES e o
ambos os tipos de treinamento fisico (DOTA e DOTR) reduziram esta variavel. Tal achado
esta de acordo com dados anteriormente publicados por nosso grupo em ratas
ooforectomizadas submetidas a treinamento aerébio (IRIGOYEN et al.,, 2005). E
importante salientarmos que a lipoperoxidacao se inicia com o sequestro do hidrogénio do
acido graxo poli-insaturado da membrana celular promovendo, dessa forma, a perda da
seletividade na troca ibnica e liberacdo do conteudo de organelas, e formacdo de
produtos citotéxicos culminando com a morte celular (HERSHKO, 1989). Neste sentido, a
melhora nos grupos treinados pode ter estar associada a melhora morfofuncional
cardiaca. De fato, observamos correlacéo positiva entre a QL e o ERP, evidenciando que
as ratas diabéticas ooforectomizadas com menor lipoperoxidagcdo de membrana no tecido
cardiaco apresentavam a maior espessura relativa de parede. Adicionalmente, a QL se
correlacionou com a VEDIA, mostrando que a reducdo da lipoperoxidacdo estava
associada a menor dilatacdo do VE. Tais achados em conjunto evidenciam que a reducao
deste parametro de estresse oxidativo nos grupos treinados foi associada a melhora na
morfometria cardiaca.

As proteinas carboniladas encontram-se aumentadas em todos 0s grupos
diabéticos (DOS, DOTA e DOTR) quando comparados ao grupo controle (ES). Este
aumento, supostamente, pode estar relacionado tanto ao aumento de dano a proteina

causada pela doenca (grupo DOS) e, também, pelo aumento da catabolizacédo protéica
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causada pelo treinamento fisico (grupo DOTA e DOTR). Apesar de ndo termos observado
diferengas significantes nos grupos treinados diabéticos em relacdo ao sedentério
diabético, houve correlacao positiva entre QL e carbonila, evidenciando que as ratas com
maior lipoperoxidacdo também apresentavam maior dano a proteina. De forma
semelhante, a razéo redox foi inversamente correlacionada com a medida de carbonila,
reforcando que com a reducdo de estresse oxidativo (melhora do balango redox) foi
acompanhada de reducgdo das proteinas carboniladas.

A catalase estd aumentada nos grupos diabéticos (DOS, DOTA e DOTR) quando
comparado ao grupo controle (ES). Porém, esse aumento difere de achados em outros
modelos experimentais (IRIGOYEN et al., 2005). Uma hipétese para que essa diferenca
ocorra pode ser a condicdo de associagdo de fatores de risco, ou seja, ooforectomia
associada ao diabetes, com producdo excessiva de perdxido de hidrogénio possa ter
induzido aumento da concentragdo desta enzima. Adicionalmente, entretanto, de forma
um pouco menos consistente, estudos demonstram um aumento na atividade da enzima
CAT em reposta a uma sessao aguda de exercicio (JI et al., 1992) e também ao
treinamento fisico (QUINTANILHA et al., 1984; OH-TSHI et al., 1997), sendo necessério,
contudo, mais estudos para que as evidéncias sobre esta variavel se torne mais
concretas.

Outra enzima atuante no balango redox da célula € a glutationa peroxidase (GPx),
considerada uma das enzimas chaves que fazem parte das defesas antioxidantes
priméarias (MILLS, 1957;1960). A familia das glutationas peroxidases (GPx) removem o
H202 acoplando sua reducdo a agua com a oxidacdo da glutationa reduzida (GSH). A
GPx se utiliza de uma variedade de doadores de elétrons e também de glutationa
reduzida (GSH), esta por sua vez pode ser oxidada (GSSG) pelo perdxido de hidrogénio,
removendo-o e formando agua. A glutationa peroxidase também catalisa a reducao de

lipoperéxidos, prevenindo, desta forma, a lipoperoxidacdo, ou seja, impedindo assim a
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fase de propagacdo desse processo (DEL MAESTRO, 1980; SOUTHORN & POWIS,
1988). A GPx tem alta afinidade no figado e nos eritrocitos, moderada atividade no
coracdo e nos pulmdes e baixa atividade no musculo (MILLS, 1960). Nossos resultados
demonstraram que houve diferenca significativa entre os grupos diabéticos estudados;
aumento no grupo DOS, aumento adicional no grupo DOTR e, novamente, aumento
adicional no grupo DOTA na atividade da GPx no tecido cardiaco. Tais resultados s&o
diferentes dos resultados obtido no tecido cardiaco de fémeas somente ooforectomizadas
e submetidas ao treinamento aerdbio (IRIGOYEN et al., 2005). Supde-se que esse
aumento seja consequéncia do diabetes em uma condi¢do severa que foi induzido nos
grupos DOS, DOTA e DOTR. De forma importante, os treinamentos foram associados a
aumento desta importante defesa antioxidante, o que pode ter colaborado para reducéo
da QL, bem como melhora da razéo redox.

Quando avaliada a SOD, os valores do grupo DOS encontravam-se aumentados
guando comparados ao grupo ES. Houve um aumento adicional no grupo DOTA e novo
aumento adicional no grupo DOTR. Este aumento no grupo treinado esta de acordo com
literatura prévia em outro modelo experimental e, mais uma vez, a especificidade do
treinamento leva a supor que novos estudos deverédo ser feitos para que se obtenha todos
0s mecanismos envolvidos nas respostas fisioldgicas de diferentes tipos de treinamentos
(IRIGOYEN et al., 2005).

De fato, a diminui¢cdo do estresse oxidativo tem sido vinculada a melhora da atividade
das enzimas antioxidantes e consequente melhora do perfil oxidativo (SCHNEIDER, C. D.
et al., 2004). O treinamento fisico diminuiu a peroxidacao lipidica, sendo sua melhora
associada ao aumento da CAT (ALESSIO et al., 1988). A enzima SOD é o principal
mecanismo de inativacdo do radical superéxido durante o exercicio e/ou ap0s 0 exercicio.
Estudos ja demonstraram de forma consistente que a atividade da SOD esta aumentada

apos uma sesséao de exercicio (QUINTANILHA et al., 1983; Jl et al., 1992) bem como
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ap6s um periodo de treinamento fisico (SEN et al., 1992). Essa resposta aumentada
verificada na atividade da SOD é considerada uma adaptacdo do sistema para a
aumentada producdo de superoxido induzido pelo exercicio fisico (JI et al., 1992). De
forma, importante, vale destacar que o treinamento aerdbio induziu aumento adicional
tanto da SOD quanto da GPx em relagéo ao treinamento resistido, o que pode explicar a
melhora adicional na funcéo cardiaca nas ratas diabéticas ooofrectomizadas submetidas
ao treino aerébio em esteira. Além disto, vale destacar que os estudos de correlacdo
envolvendo o grupo DOS e DOTA, evidenciaram que a melhor funcéo sistélica (Fenc) foi
associada a reducdo de marcadores de estresse oxidativo (QL e razao redox) no presente
estudo

Outro importante agente antioxidante presente na maioria das células é a glutationa
reduzida (GSH). A GSH pode ser considerada um dos agentes mais importantes do
sistema de defesa antioxidante da célula, protegendo-a contra a lesdo resultante da
exposi¢do a agentes como o ion ferro, a radiacdo e a luz utravioleta. Quando exposta ao
agente oxidante, ocorre sua oxidacdo e forma-se a glutationa oxidadada (GSSG). A
recuperacdo da GSH é feita através da enzima glutationa redutase, etapa essencial para
manter integro o sistema de protecédo celular (GILBERT & MC LEAN, 1990). Em situag6es
em que o sistema de éxido-reducédo esta integro, havera recuperacdo da GSH. Entretanto,
sob condicbes de excesso de agentes oxidantes e/ou deficiéncia do sistema protetor,
havera desequilibrio entre o consumo de GSH e a producédo de GSSG, o que caracteriza
0 estresse oxidativo (HALLIWELL, 1992). Dessa forma, a magnitude do estresse oxidativo
pode ser monitorada pela razdo GSH/GSSG.

De forma semelhante ao observado com as outras enzimas antioxidantes, estudos
demonstraram que o treinamento fisico também produz efeitos sobre a enzima glutationa

reduzida. Entretanto, os dados ainda sdo muito controversos, tendo o aumento e/ou a
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diminuicdo da GSH nos diferentes tipos musculares sido encontrados em diversos
estudos.

Neste sentido, o achado mais importante deste estudo com relacdo ao estresse
oxidativo a atenuacdo do prejuizo na razdo redox da glutationa nos grupos treinados
(DOTA e DOTR) quando comparado ao grupo DOS. Essa redugdo ndo foi uma
normalizacdo se comparada ao grupo ES, porém ja indica uma melhora importante em
uma variavel que fornece uma visdo geral sobre o balangco do estresse oxidativo.
Interessantemente, as variaveis que levaram a essa alteragdo foram diferentes entre os
grupos treinados. O grupo DOTA apresentou uma reducdo tanto no valor da glutationa
oxidada quanto na reduzida (vs. DOS), enquanto o grupo DOTR apresentou apenas um
aumento da glutationa oxidada, esta superior até em relacdo ao grupo ES. Vale destacar
gue de qualquer forma, ambas as abordagens nao farmacoldgicas foram eficazes em
reduzir este importante marcador de estresse oxidativo. Adicionalmente, vale destacar
gue a melhora no balanco redox foi correlacionado a reducéo da lipoperoxidacao (QL) e
do dano a proteinas (carbonila) nos grupos diabéticos ooforectomizados no presente
estudo.

Desta forma, as avaliacdes de estresse oxidativo evidenciaram maior dano em tecido
cardiaco na associacdo de diabetes e privacdo dos horm6nios ovarianos, tanto pela QL
guanto pelas carbonilas, bem como balanco redox desfavoravel, apesar de haver um
aumento da atividade de enzimas antioxidantes (CAT, SOD e GPx), provavelmente na
tentativa de contrabalancar o aumento de espécies reativas de oxigénios decorrente da
associacao de fatores de risco deste modelo. Os protocolos de treinamento fisico
aplicados, aerébio ou resistido, induziram atenuacdo do quadro de estresse oxidativo, por
reducdo do dano a membranas (QL) e melhora do balanco redox provavelmente em

decorréncia de uma resposta adaptativa ao treino de aumento das defesas antioxidantes.
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As alteragbes de estresse oxidativo foram correlacionadas principalmente as alteracdes

na morfometria cardiaca.
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6. Concluséo

Concluindo, o treinamento fisico aerébio ou resistido induziu atenuacdo da disfuncéo
morfométrica cardiaca associado a reducdo de estresse oxidativo em um modelo
experimental de diabetes e menopausa. Todavia, somente o treinamento fisico aerdbio
dindmico foi capaz de atenuar as disfunc¢des sistolica e diastolica nesta condicao.

Estes dados em conjunto mostram que, além da importancia de se prescrever exercicios
resistidos para manter a satde articular e auxiliar no desempenho aerdbio, esses, ndo induzem
efeitos adversos na cardiomiopatia diabética. Adicionalmente, provavelmente o0s exercicios
resistidos dindmicos de moderada-baixa intensidade quando associados ao aer6bio podem ser uma
importante ferramenta no manejo da cardiomiopatia diabética apds a privacdo dos hormonios

ovarianos.
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Resume

Objetivo: Investigar na literatura as alteragdes cardiovasculares agudas, subagu-
das e cromicas diante do exercicio resistido {(ER). Método: Realizou-se uma pes-
quisa nos indexadores SciELO, Medline e PubMed, com os termos: hipertensao
arterial sistémica, pressao arterial, hipotensfo pés-exercicio, exercicio resistido,
exercicio de forga e treinamento resistido, em artigos publicados nos dltimos 25
anos. Foram inclufdos nesta revisdo 27 artigos. Resultados: C ER pode gerar
alteragdes agudas, subagudas e cronicas na pressédo arterial (PA) e essas sdo in-
fluenciadas principalmente pela intensidade do exercicio, mimero de exercicios
¢ massa muscular envolvida. Além disso, o papel do ER na reducio da PA ainda
ndo estd totalmente esclarecido, principalmente em hipertensos. Conclusio: O
ER, quando realizado em intensidade adequada e com a devida supervisio pro-
fissional, proporciona melhoras osteomusculares além de reduzir ou manter os
niveis de PA e, dessa forma, nao deve ser negligenciado em programas de treina-

mento fisico voltado para a sadde.

Descritores; Hipertensdo; Hipotensio pés-exercicio; Pressdo

Treinamento de resisténcia.

Abstract

Objective: To investigate acute, subacute and chronic cardiovascular changes to
resistance exercise {RE). Method: A survey was conducted in SciELO, Medline
and PubMed indexers using the keywords: hypertension, blood pressure, postex-
ercise hypotension, resistance exercise, strength exercise and resistance training.
Twenty seven articles published in the last 25 years were considered for this re-
view. Results: The RE can promote acute, subacute and chronic changes in blood
pressure (BP) that are mainly influenced by exercise intensity, number of exer-
cises and involved muscle mass. Furthermore, the role of RE on BP reduction is
still unclear, especially in hypertensive patients. Conclusion: The RE performed
in properly intensity and with professional supervision, provides musculoskel-
etal improvement and can reduce or maintain BP levels. Thus, the RE should not

be overlooked in physical training programs for health.

Key words: Blood pressure; Hypertension; Post-exercise hypotension;

Strength training.
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Introducéo

A hipertensdo arterial sistémica (HAS)
atinge mais de 30% das pessoas em algumas
cidades brasileiras, podendo acometer 75% da
populacdo com idade avangada' Nesse con-
texto, uma das alternativas para controle e
prevencdo dessa doenga € a préatica regular do
exercicio fisico. Pela facilidade no centrole da
intensidade e desconhecimento das alteracdes
da pressdo arterial (PA) em face de um progra-
ma de treinamento de for¢a (TF), os exercicios
aerdbios foram os mais estudados e sdo mais
recomendados. Até o inicio dos anos 1990, o
exercicio resistido (ER), também chamado de
TF, com pesos, contrarresisténcia ou muscula-
¢ao, nao eram recomendados em diretrizes in-
ternacionais?. Gragas aos esforgos de diversos
autores e ao aumento no niimero de pesquisas
recentemente publicadas, o TF hoje pode ser
visto como uma importante conduta comple-
mentar para profilaxia e tratamento de doen-
cas crénico-degenerativas para todas as popu-
lagdes, inclusive para os hipertensos®.

Assim, objetiva-se neste estudo investigar
na literatura as alteragées cardiovasculares agu-
das, subagudas e crénicas diante do exercicio
resistido (ER).

Método

Realizou-se uma pesquisa nos indexado-
res SciELO, Medline e PubMed de artigos pu-
blicados nos tltimos 25 anos, com os seguintes
termos: hipertensdo arterial sistémica, pressdo
arterial, hipotensdo pds-exercicio, exercicio
resistido, exercicio de forga e treinamento re-
sistido em diferentes formas combinadas em
citagdes no titulo ou no resumo. Foram conside-
rados para esta revisdo somente artigos em in-
glés ou portugués que atendessem os seguintes
critérios de inclusdo: a) ter utilizado protocolos
de exercicio resistido, treinamento resistido ou
contrarresisténcia; b) ter avaliado respostas agu-
das, subaguda ou crénica da PA diante do ER; ¢)

ter sido realizado em humanos. Apds a leitura
de titulos e resumos, foram descartados os tra-
balhos que ndo preenchiam os critérios de inclu-
sao estabelecidos e, assim, foram incluidos nesta
revisao 27 artigos.

Resultado e discusséo

Ajustes agudos da presséo arterial
durante o exercicio resistido

Durante a realizagdo do ER, a PA aumenta
nao somente por conta da intensidade do exer-
cicio, mas também devido a duracio, atingindo
seus picos nas ltimas repeti¢des e préximo a
falha concéntrica, na qual se observa o aumento
do componente isométrico e a realizagio da ma-
nobra de Valsalva®. Além disso, Nery et al.? evi-
denciaram resposta pressorica exacerbada em
sujeitos com hipertensdo, quando comparado
com normotensos, independentemente da carga
{(40% ou 80% da carga méxima dinamica) utili-
zada durante o exercicio de cadeira extensora
até a falha concéntrica. Esses dados reforcam a
importancia da carga relativa no comportamen-
to da PA, como também a resposta mais acentu-
ada em hipertensos.

No entanto, no estudo realizado por
Gordon et al.’, os autores nao observaram ne-
nhuma intercorréncia cardiovascular digna de
nota apés aplicagdo do teste de carga maxima
dindmica (supino, leg press e extensdo de joe-
lhos), em 6.653 individuos, entre 20 e 69 anos,
normotensos e de hipertensos grau 1. Outro fa-
tor que influencia a resposta da PA é a massa
muscular envolvida durante o exercicio. As al-
teragbes da PA para os ERs sdo proporcionais &
massa muscular envolvida e ao esforqo realiza-
do®. De acordo com Mecartney et al’, os maiores
picos de pressdo arterial sistélica (PAS) e diast6-
lica {PAD) (PAS: 320 mmHg e PAD: 250 mmHg)
ocorrem quando exercicios envolvendo grandes
massas musculares (leg press) sdo realizados. De
fato, nesse estudo, as respostas da PAS e PAD fo-
ram significantemente maiores no leg press uni-
lateral, quando comparadas com a flexao do co-
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tovelo unilateral, independentemente da carga
(80%, 90%, 95%, e 100% da carga mdxima dina-
mica). J& Polito et al.®ndo observaram alteragdes
significantes na resposta da PA, durante a reali-
zagao da cadeira extensora unilateral e bilateral.
Apesar de ainda controverso na literatura, a re-
lag#o da resposta da PA com a massa muscular
envolvida parece ser majs pronunciada quando
grupos musculares diferentes sdo recrutados®.
Vale ressaltar que o método utilizado (direto ou
indireto) para a mensuragdo da PA, como tam-
bém a populagio (hipertenso e normotenso ou
sedentério e treinado) investigada nos estudos,
podem fer influenciado os resultados.

J4 quanto as alteracées da PA durante a re-
alizagdo dos ERs de forma continua e fracionada,
os estudos apresentam resultados controversos.
No estudo de Polito et al.'%, foi evidenciada uma
maior resposta pressérica, quando o exercicio de
cadeira extensora foi realizado fracionadamente
(quatro repeticdes méximas (RM) com dois se-
gundos de intervalo seguidos de mais quatro
RMs), quando comparado com a realizagdo das
oito RMs sequenciadas. Segundo os autores, isso
pode ser atribuide ao fato de o exercicio ter tido
dois momentos de inicic de movimento (retira-
da da inércia), comprometendo, assim, a utiliza-
¢do da energia eldstica muscular e, consequen-
temente, promovendo uma maior sobrecarga.
Ja Veloso et al" observaram maiores respostas
presséricas durante o exercicio realizado de for-
ma continua. De acordo com Polito et al.l?, dife-
rengas metodolégicas podem ter interferido nos
resultados, acarretando em respostas distintas.

Efeitos subagudos do exercicio
resistido: hipotenséo pés-exercicio
Existem evidéncias de que uma tnica ses-
sdo de exercicio fisico aerébio promove redugio
da PA e essas respostas podem permanecer por
até 22 horas apés a realizagdo do exercicio'® No
entanto, em relagdo as alteragdes da PA ambu-
latorial os dados sdo escassos e controversos.
Bermudes et al.” verificaram o efeito de uma
sessdo de ER em forma de circuito em sujeitos
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entre 40 e 50 anos, normotensos e sedentérios
e nao observaram nenhuma alteragdo signi-
ficativa na PA, apds o exercicio ou durante o
periodo de sono (avaliada pela Moniteracao
Ambulatorial da Pressao Arterial — MAPA),
quando comparado ao repouso. J4 Mutti et
al™ verificaram redugdo da PAS e PAD, apds
sessdc de ER em idosos normotensos, e esses
resultades perduraram por pelo menos 60 mi-
nutos. Além disso, é importante destacar que
sujeitos com maiores valores de PA parecem
apresentar maior hipotensdo pés-exercicio®.
Supostamente, o volume também pode influen-
ciar na magnitude da hipotensio pés-exercicio.
Mediano et al.'® verificaram efeito hipotensor
em sujeitos com hipertensdo controlada por
fédrmacos, ap6s ER de maior volume (trés séries
de dez RMs), quando comparado com o de me-
nor volume (uma série de dez RMs).

Com relacdo ao intervalo de recuperagao
(um, dois ou trés minutos) entre as séries de
ER, esse parece ndo influenciar na magnitude
da hipotensdo pés-exercicio”. Além disso, as
realizagdes de séries continuas ou fracionadas
também ndo interferem na magnitude da hipo-
tensdo em sujeitos normotensos'®. Em geral, ER
de baixa intensidade promove maiores efeitos
hipotensores; e sujeitos com maiores valores de
PA apresentam mais redugdes, apds o treina-
mento, sendo esses resultados similares aos ob-
servados no treinamento aerébio”, Entretanto,
05 mecanismos que agem de forma subaguda
precisam ser mais investigados. Apesar da hi-
potensdo pés-exercicio aerdbio jd estar bem
estabelecida na literatura, os efeitos do ER na
PA foram menos estudados. Logo, os possiveis
mecanismos fisiolégicos envolvidos nesse fend-
meno ainda nédo foram totalmente esclarecidos.
Melo et al.?® verificaram diminuigdo da PAS e
PAD, por dez horas, em mulheres hipertensas
em uso de captopril pés-sessao de ER (trés sé-
ries de 20 repeticdes, com 40% da carga maxi-
ma dindmica, em seis exercicios) para membros
superiores e inferiores. O mecanismo especula-
do nesse trabalho para a hipotensdo pos-exer-
cicio foi uma possivel vasodilatagdo muscular
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provocada pelo actimulo de metabélitos (o que
¢ caracteristico do ER), provocando diminuicio
da RVP e/ou uma possivel redugio do volume
plasmaitico em razdo do extravasamento des-
te para o liquido intersticial em decorréncia
da execugdo do ER, induzindo diminui¢do do
volume sistélico e do Débite Cardiaco (DC)?.
Rezk et al.? demonstraram, em um estudo, que
houve reducdo da PAS, apés sessdo de ER de
alta e baixa intensidade; e da PAD, depois da
sesso de ER de baixa intensidade associada
a redugdo do DC, mediada por diminuicio do
volume sistélico, apesar da elevagdo da FC de-
terminada pelo aumento da ativagio simpdti-
ca e redugdo da atividade vagal cardiacas, no
periodo de recuperagéo do ER, em individuos
normotensos. Nesse aspecto, vale salientar que
as flutuagdes da FC refletem a interacdo do
sistema nervoso simpdtico e parassimpético e
fornecem uma opgao para o estudo do sisterma
nervoso autébnomo a partir da variabilidade da
frequéncia cardiaca (VFC)®, De forma geral, a
VFC representa as oscilagdes entre os batimen-
tos cardiacos consecutivos (intervalos R-R) e
alteragdes nesses padrées fornecem um indica-
dor sensivel e antecipado de comprometimen-
to na saide, ou seja, redugdes na VFC cardia-
ca estdo associadas a diversas doengas, dentre
elas, a hipertensdo arterial sistémica e a morte
prematura®. A maioria dos estudos tem como
parametro a andlise da VFC para os exercicios
aerdbios, e, em poucos trabalhos, avalia-se a
VFC antes, durante e apés o ER. No estudo de
Paschoa et al.?, foram observadas alteragdes na
VFC durante as fases de repouso, exercicio e re-
cuperagao, e os resultados demonstram um au-
mento da VFC, apdés uma sessio de ER, quando
comparado com os valores de repouso em indi-
viduos jovens normotensos. Maior et al.* com-
pararam os efeitos de sessdes de ER realizadas
a 6 RM em comparagao a 12 RM, em sujeitos
treinados e sauddveis. Segundo os autores, nio
houve diferenga estatistica na VFC, quando
comparados os momentos pré e pos-exercicio
entre 0s grupos 6 RM e 12 RM.

Efeitos crénicos do exercicio
resistido

O exercicio fisico crénico, ou treinamento
fisico, também traz diversos beneficios, confor-
me sua especificidade, por provocar adaptagoes
importantes, como bradicardia de repouse, ele-
vagdo do consumo mdximo de oxigénio e au-
mento ou manutengio da massa muscular, Vale
ressaltar que a PA € determinada pela interacdo
entre DC e RVP, assim sua redugio esta intima-
mente relacionada com a diminuicdo simultdnea
ou isolada dessas duas varidveis; contudo, pou-
cos estudos se propuseram a investigar esses
possiveis mecanismos envolvidos na reducio
da pressio arterial pés-treinamento resistido.
Observa-se que os mecanismos envolvidos na
redugio da PA apds programas de treinamento
aerdbio tém sido relacionados principalmente
& diminui¢dc da RVP mediada por adaptagbes
neuro-humorais, vasculares e estruturais, ha-
vendo poucos trabalhos que evidenciaram di-
minuicao do DC em hipertensos.

J& o treinamento resistido (TR) também
promove alteragdes estruturais e funcionais que
sdo benéficas para a redugio e/ou controle da
PA, conforme verificado em alguns estudos a se-
rem descritos a seguir.

Terra et al.” evidenciaram redugdes da
PAS (10,5 mmHg), pressdo arterial média (6,2
mmHg) e duplo produto em repouso (22186
mmHgxbpm) em mulheres idosas sedentdrias,
com a PA controlada por medicamentos, apés
12 semanas de TR. Resultados similares foram
observados por Carter et al.?® para a PAS (de
13043 para 121+2 mmHg) e PAD (de 69+3 para
61+2 mmHg), apés programa de TR, por oito
semanas, em jovens normotensos, e tal reducgio
néo se mostrou associada a diminuigio da ativi-
dade simpética periférica (medida por meio de
microeletrodo no nervo fibular) na populagao
estudada. No entante, é possivel que o TR pos-
sa ter diminuido a PA, nesse estudo, por modu-
lar a atividade simpatica, em outros territérios
{atividade simpdtica para os rins, por exemplo).
Portanto, ndo seria detectdvel pela medida da
atividade simpdtica no nervo fibular. No estudo
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realizado por Tinken et al., em jovens normo-
tenses, também foi observado aumento no di-
dmetro da artéria braquial, melhora da fungio
endotelial e remodelamento vascular, apds oito
semanas de TR (preensdo manual). Tais resul-
tados foram dependentes do aumento do shear
stress no local, 0 que favoreceu uma maior bio-
disponibilidade do éxido nitrico (NO) nessa me-
lhora da fungdo arterial, apés o TR. Entretanto,
a participagdo do NO mostrou-se tempo-depen-
dente, uma vez que os valores aumentados nas
primeiras semanas do TR retornaram a niveis
basais na oitava semana. Segundo os autores,
adaptagOes estruturais e funcionais no leito ar-
terial exercitado, decorrentes do TR, permitem
que os valores de NO retornem aos niveis ba-
sais com o passar das semanas de treinamento.
Apesar de ainda néo serem claras as adaptagoes
da PA em resposta ao TR, outros fatores como
alteragdes metabdlicas (melhora da sensibilida-
de a insulina, aumento e/ou manutengdo HDL
colesterol e redugac e/ou manutengdo do LDL
colesterol) e osteomusculares (aumento da for-
¢a, massa muscular e densidade mineral 6ssea
¢ redugido da gordura corporal), que contribuem
para 0 surgimento e/ou agravo da HAS e comor-
bidades associadas sdo influenciados de forma
positiva pelo TR,

Consideraces finais

A maioria dos estudos que avaliaram os
efeitos do ER envolveu sujeitos normeotensos,
assim, ainda ndo estdo claros os efeitos desse
exercicio em hipertensos. O ER provoca im-
portantes alteragdbes hemodindmicas durante
sua execucao, as quais devem ser devidamente
controladas, sobretudo em hipertensos. Além
disso, o ER pode promover um efeito hipoten-
sor apds uma sesséo de exercicio. Entretanto, a
magnitude e a duragdo dessa resposta depen-
dem da organizagdo da sessdo de treinamento
(série, intervalo, nimero e tipo de exercicio).
Mesmo existindo poucas evidéncias a respei-
to das adaptagdes cronicas ao TR e suas agbes
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diretas no controle da PA, principalmente em
hipertensos, fica claro que esse tipo de exerci-
cio promove alteragSes positivas que, indireta-
mente, podem contribuir de forma efetiva para
o controle e/ou prevengido dessa doenga e/ou
de suas complicagGes associadas.

Dessa forma, esse tipo de treinamento,
quando realizade em intensidade adequada e
com a devida supervisao profissional, propor-
ciona melhoras osteomusculares além de redu-
zir ou manter os niveis de PA, e, portanto, ndo
deve ser negligenciado em programas de treina-
mento fisico voltado para a satide.
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‘increased LV end diastolic diameter (LVDIA) and relative wall thickness (RWT), and
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effects of exercise aerobic or resistance exercise
training on cardiac morphometric, functional and oxidative stress parameters in rats
undergoing to ovarian hormones deprivation and diabetes. Female Wistar rats (200-220g)
were divided into a sedentary euglycemtic control group (ES) and 3 ovariectomized
(bilateral removal of the cvaries) and diabetic groups (streptozotocin, 50 mg/kg, iv), as
follows: sedentary (DOS), underwent aerobic exercise training (DOTA) or resistance
exercise training (DOTR). After 8 weeks of resistance (ladder) or aerobic (treadmill)
training, left ventricle (LV) function and morphometry were evaluated by
echocardiography and oxidative stress was evaluated on LV. DOS group presented
increased LV end diastolic diameter (LVDIA) and relative wall thickness (RWT), and
these changes were attenuated in DOTA and DOTR groups. Systolic and diastolic
functions were impaired in the DOS when compared to ES and just DOTA reversed these
dysfuctions. The lipid peroxidation (LPO) and the gluthatione redox balance (RB) were
improved in both trained groups when compared to DOS groups. The glutathione
peroxidase and superoxide dismutase were higher in the DOTA group than other studied
groups. Correlation were observed between: LPO and LVDIA (r=0.55), RB and RWT
(r=0.62}, and LPO and RWT (r=-0.60). In conclusion, aerobic or resistance exercise
training induced attenuation of cardiac morphometric dysfunctions associated with
reduction in oxidative stress in an experimental model of diabetes and menopause,
However, only dynamic aerobic exercise training was able to attenuate the systolic and

diastolic dysfunction in this condition.
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INTRODUCTION

Cardiovascular diseases (CVD} are the main cause of mortality among females in many
countries [1-3] and CVD incidence increases significantly in women after menopause [4-6].
Although the mechanisms through which the prevalence of cardiac diseases increases during the
climacteric stage are not well established, it is suggested that estrogen promotes cardioprotection
in women before menopause, reducing the incidence of these diseases in relation to men [7].

Indeed, diabetic individuals are more prone te congestive cardiac insufficiency, regardless of
the presence of coronary disease or hypertension, and CVD is the leading cause of mortality
among diabetic patients. This is well related to the presence of diabetic cardiomyopathy, which is
well documented in experimental, clinical and epidemiological studies. Around 60% of
normotensive diabetic patients have left ventricle (LV) systolic and diastolic dysfunctions, and
reduction of maximum oxygen consumption (VO2 max.) [8, 9]. Abnormalities in cardiac
function, reduction of peak LV pressure, as well as reduction of contraction and relaxation
derivatives of the LV happen in animals with diabetes by STZ [10, 11]. The LV dysfunctions
were observed in diagnosis of patients with diabetes, with cr without manifestation of cardiac
disease [12, 13].

Functional abnormalities of the cardiac muscle in diabetes have been related to
hyperglycemia by some authors [14, 15], but others believe it to be independent of glycemic
control [16]. Moreover, studies have reported that insulin resistance and hyperinsulinemia
increase lipid peroxidation and reduce antioxydants in the plasma, suggesting that both are
interconnected [17,18]. The increase in oxidative stress was related to hyperinsulinemia and to
reduced concentrations of catalase (CAT) in animals [18]. These evidences, among others, have
led many researchers to suggest that the excessive increase in reactive species of oxygen can be

3
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considered a mechanism involved in the development of insulin resistance, diabetes, and
cardiovascular disease. However, it is unclear the role of the association of hiperglycemia and
ovarian hormones deprivation in cardiac dysfunction and the role of oxidative stress in this
process.

On the other hand, the benefits of aerobic or resistance exercise training for metabolic
control in diabetic patients are well documented. However, few studies evaluated the effects of
these types of training on cardiac dysfunctions in diabetes or ovarian hormones deprivation. In
an experimental model with female rats in menopause, we have shown that dynamic aerobic
physical training induced reduction of body weight, rest bradycardia, normalization of PA
values, and improvement in baroreflex associated with decreased oxidative stress [19]. We also
reported hemodynamic and autonomic improvement in diabetic ovariectomized rats [20].
Furthermore, a meta-analysis concluded that resistance training has an important role in the
control of risk factors such as obesity, glycated hemoglobin, and systolic arterial pressure, and
should be indicated in the management of the diabetes [21]. It is worth remembering that after
menopause women present reduction in their exercise capability, physical strength, and bone
mass, as well as increase in body weight and prevalence of DM, osteoporosis, and cardiovascular
diseases [5].

Therefore, the present study aims to test the hypothesis that aerobic or resistance exercise
training can induce cardiac benefits related to the reduction of oxidative stress parameters in

ovariectomized rats with streptozotocin-induced diabetes.

103



METHODS

Experiments were performed using 32 female Wistar rats (10 weeks) obtained
from the Animal Shelter of University of Sao Paulo, Brazil. The rats received standard
laboratory chow (Nuvital, Colombo, Brazil) and water ad libitum. The animals were
housed in individual cages in a temperature-controlled room (22°C) with 12-h dark-light
cycle. Four experimental groups wete used in this study: euglycemic sedentary (ES, n=8),
diabetic ovariectomized sedentary (DOS, n=8) or submitted to aerobic (DOTA, n=8) or
resistance (DOTR, n=8) exercise training protocol. All rats were treated similarly in
terms of daily manipulation. All surgical procedures and protocols were in accordance
with the International Animal Care and Use Committee and were approved by University

of Sao Paulo Ethical Committee (protocol number 0984/08).

Ovariectomy

At 10-12 weeks old, animals were anesthetized (80 mg/kg ketamine and 12 mg/kg
xylazine), the oviduct was sectioned and the ovary removed as described in detail
elsewhere [19-22]. Data from our laboratory have demonstrated that the estrogen
concentration, measured by immunoassay, was 39+7 pg/ml in healthy female rats.
However, in the present study estrogen concentration was non-detectable in

ovariectomized studied groups, thus confirming ovarian hormone deprivation [20].
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Diabetes
Five days after ovariectomy, the animals were made diabetic by a single injection
of STZ (50 mg/kg IV; Sigma Chemical Co) dissolved in citrate buffer (pH 4.5) after 6

hours of fasting [20, 23] .

Glycemia
Blood samples (50 uL) were collected to measure glycemia 72 hours after STZ
injection and at the end of the protocol with a Gluco test (Advantage, Roche

Laboratories)[20, 23].

Aerobic exercise training

All animals were adapted to a motor treadmill (Imbramed TK-01, Brazil) (10
min/day; 0.3 km/h) for 1 week before the beginning of the exercise training protocol.
Sedentary and trained rats underwent a maximum running test as described in detail in a
previous study[24]. Tests were performed at the beginning of the experiment and in the
4th and 8th weeks of the training protocol. The purpose of the test was to determine
physical capacity and exercise training intensity in treadmill. After adaptation, the
sedentary group underwent exercise only during the maximum running test. However, the
animals were placed on the stationary treadmill at least three times a week to provide a
similar environment. Aerobic training was performed on a motor treadmill (Imbramed
TK-01, Brazil) at low-to-moderate intensity (40-60% of maximum running speed) for 1 h
a day, 5 days a week for 8 weeks, with a gradual increase in speed from 0.3 to 1.0 km/h

(1 wk.: 0.3-0.6 km/h; 2™-4" wk:0.3-0.8 km/h; 5%-8" wk.: 0.6-1.0 kmv/h) [20, 22].
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Resistance exercise training

This protocol was performed in a ladder adapted for rats, as previously described
in detail [23]. The animals were adapted to the act of climbing for 5 consecutive days,
before the maximal load test. The test consisted of an initial load of 75% of the body
weight. After completing the first climb, a 2-min resting period preceded the following
climb. For this next climb, the load was increased by another 15 %, 25% or 40% of body
weight in the test performed at 1st, 4th and 8th weeks of the protocol, respectively. This
increment was repeated successively until the animal could not complete the climb
bearing the load (maximum of 6 climbs). The protocol of resistance exercise training was
performed using the normalized value of maximal load for each rat, and was adjusted
weekly, according to the body weight of the animal. The resistance exercise training
protocol was performed during 8 weeks, 5 days a week and at moderate intensity (40-
60% of the maximal load) as recommend for diabetic or disease patients{25,26] , with 15

climbs per session and a 1-min time interval between climbs.

Echocardiographic Measurements

Echocardiography was performed by a double-blinded observer, under the guidelines of
the American Society of Echocardiography, at the end of the protocol. Rats were anesthetized
(80 mg/kg Ketamine and 12 mg/kg Xylazine), and images were obtained with a 10-14 mHz
linear transducer in a SEQUOIA 512 (ACUSON Cerporation, Mountain View, CA) for
measurements of morphometric parameters: left ventricular (LVM) mass (corrected by body

weight), LV cavity in diastole (LVIDIA) and relative wall thickness (RWT); systolic function
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parameters: velocity of circumferential fiber shortening (VCF) and fractional shortening (FS);
and diastolic function parameters: LV isovolumetric relaxation time (IVRT) and E wave

deceleration time of (Desac E) as described in detail elsewhere [10,12].

Oxidative siress evaluations

After cardiac evaluations, the animals were euthanized, the LV were rapidly removed,
washed in saline phosphate buffer (PBS), weighed and frozen at -70°C until analysis for
oxidative stress analyses. The remainder of the LV was placed in an ice-cold solution containing
140 mM KCI and 20 mM HEPES (pH 7.4). The LV were homogenized using an Ultra Turrax
blender and 1 g of tissue per 5 ml of a 1.15% (w/v)-KCl and 20-mM phenyimethylsulfonyl
fluoride (PMSF) solution. The homogenates were then centrifuged at 600 g for 10 min at 2°C to
remove nuclei and cell debris, as described elsewhere. Protein was determined by the method of

Lowry et al. [27]using bovine serum albumin as the standard.

Protein carbonylation was measured by a method uses the a reaction of protein carbonyl
groups with 2,4- dinitrofenylhydrazyne (DNPH) fo form a 2,4-dinitrophenylhydrazone , which
can be measured spectrophotometrically as previously described by Reznick & Packer [28]. The
product of the reaction was measured at 360nm. Results were expressed as nmDNPH/mg of

protein.

Lipoperoxidation (LPO) was asseassed chemiluminescence (CL) assay that was carried
out with an LKB Rack Beta liquid scintillation spectrometer 1215 (LKB Producer AB) in the
out-of-coincidence mode at room temperature (25°C to 27°C}. The supernatants were diluted in

140 mmol/L KCl and 20 mmol/L phosphate buffer, pH 7.4, and added to glass tubes, which were
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placed in scintillation vials; 3 mmol/L fert-butylhydroperoxide was added, and CL was

determined up to the maximal level of emission[29].

Antioxidant enzyme activities: The quantification of SOD activity, expressed as U/mg
protein, was based on the inhibition of the reaction between O2'— and pyrogallol [30]. CAT
activity was determined by measuring the decrease in H;O; absorbance at 240 nm. CAT
concenfration was expressed as umol H,O; reduced/min/mg protein [31]. GPx activity was
expressed as nmol peroxide/hydroperoxide reduced/min/mg protein and was based on the

consumption of NADPH at 480 nm [32].

To determine reduced (GSH) and oxidized glutathione (GSSG) concentration, tissue was
deproteinized with 2 mol/l perchloric acid, centrifuged for 10 min at 1000 g, and the supernatant
was neutralized with 2 mol/l potassium hydroxide. The reaction medium contained 100 mmol/l
phosphate buffer (pH 7.2), 2 mmol/l nicotinamide dinucleotide phosphate acid, 0.2 U/ml
glutathione reductase, and 70 mmol/l 5,50 dithiobis (2-nitrobenzoic acid). To determine reduced
glutathione, the supernatant was neutralized with 2 mol/l potassium hydroxide, to react with 70

mmol/l 5,50 dithiobis (2-nitro benzoic acid), and the absorbance values measured at 420 nm [33].

Statistical analysis

Data are reported as means = SEM. One-way ANOVA followed by the Student-
Newman-Keuls posi-hoc test was used to compare groups. Pearson correlation was used to
study the association between variables. Differences were considered significant at p<0.05 for all

tests.
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RESULTS

Metabolic parameters

At the beginning of the protocol, when the animals were divided into their
respective groups for subsequent ovariectomy procedure and diabetes induction, body
weight was similar between groups. However, at the end of the protocol, the diabetic
animals presented reduced body weight when compared to the euglycemic group.
Regarding to values of fasting glucose levels measured at the beginning and at the end of
the protocol, as expected, the diabetic groups had higher blood glucose levels than

euglycemic animals and the exercise training did not change the glycemic levels (Table

1.

Exercise capacity

Regarding the running time in maximal treadmill exercise test, the group
underwent aerobic training (DOTA) exercise training showed an increase in running time
after 8 weeks of aerobic exercise training, indicating the effectiveness of the exercise
training protocols used.

The animals subjected to resistance exercise training (DOTR) showed increased
maximal load when compared to sedentary animals (ES and DOS) at the end of the

resistance training protocel (Table 1).

10
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LY Morphometry, diastolic and sysiolic functions

The LVM and RWT were lower and LVDIA was increased in the DOS group
when compared to ES animals, however the both types of exercise training were able to
normalize these variables.

The DOS group showed a reduced FE, VEC and FS in comparison to ES and the
aerobic exercise training was able to attenuate these systolic dysfunctions. In this sense
the DOTA group had higher systolic function as compared to DOS and DOTR groups,
but still lower in relation to the ES group. The IRT and desac E were increased in DOS
animals in relation to ES animals and these diastolic dysfunctions were partially

attenuated only by aerobic training (DOTA).

Oxidative stress

The diabetes associated with ovariectomy (DOS) induced an increase in LPO
when compared to ES group. The aerobic and resistance exercise training showed lower
values when compared to the ES and DOS groups. The protein carbonyls were increased
in all diabetic groups (DOS, DOTA and DOTR) in relation to ES group.

The CAT was increased in ovariectomized diabetic group (DOS) and trained
groups (DOTA and DOTR) when compared to the ES group. The GPx was higher in
diabetic groups than control group (ES). The trained groups (DOTA and DOTR) showed
an additional increase of cardiac GPx when compared to ovariectomized diabetic group
{DOS). The group undergoing to aerobic training {DOTA) showed a further increase of
GPx when compared to the resistance group (DOTR). The SOD was also increased in all

diabetic ovariectomized groups when compared to centrol group (ES). However, only

11
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aerobic exercise training (DOTA) induced an additional increase of this variable in
relation to DOTR and DOS groups.

The concentration of the total glutathione did not differ between groups. The
concentration GSH was lower in DOTA in relation to the other groups (ES, DOS and
DOTR). However, the concentration of GSSG was higher in DOS and DOTR groups
when compared to the ES group, but this change was not observed in DOTA group. The
gluthatione redox balance (GSH/GSSG) was lower in diabetic groups (DOS, DOTA and
DOTR ) compared to the ES group. However, the trained groups (DOTA and DOTR) had
an attenuation of this impairment, as presented higher values of redox ratio in relation to

DOS group (Table 3).

Correlation

Table 4 shows the correlation analysis between variables in the diabetic groups
(DOS, DOTA and DOTR, n= 3-7 animals per group). We observed a positive correlation
between LPO and CARB. Additionally, there was a positive correlation between LPO
and LVDIA and negative correlation between LPO and RWT. We observed a negative
correlation between redox balance and CARB (r=-0.58 , p<0.05). The glutathione redox
ratio was inversely correlated with the LPO and carbonyls, as well as positively
correlated with the RWT. Moreover, we observed a negative correlation between VCF

and Desac E (r=-0.65).
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DISCUSSION

In the present study, we associated the ovarian hormone privation to an experimental
diabetes model induced by the injection of streptozotocin (STZ). STZ destroys pancreatic B cells,
resulting in deficient insulin secretion. This model of diabetes has been widely used in the
literature concerning the study of the relation between diabetes and autonomic cardiovascular
dysfunction [34]. Rats with STZ-induced diabetes shows many of the alterations derived from
non-controlled diabetes in humans with diabetes type I, such as hyperglycemia, hypoinsulinemia,
glycosuria, and weight loss [35-37]. Indeed, in the present study, we did observe a
hyperglycemia and reduced body weight in animals with STZ-induced diabetes in relation to the
euglycemic control group.

Considering additicnally that menopause has been associated to impairment in exercise
capacity, muscle strength (sarcopenia), mineral bone density, osteoporosis as well as an increase
of body weight, hiperglicemia and cardiovascular diseases [4,5] we have chosen an experimental
model of menopause induced by ovariectomy to study alterations derived from ovarian hormone
suppression, mimicking the status of menopause [19,22,38,39].

The benefits of aerobic exercise training have been widely investigated in many
physiological (aging, menopause) and pathological (diabetes, hypertension) situations; however
the scientific community has, in the last years, turned its attention to the effects of resistance
exercise tfraining. This is due to its accessibility and large acceptance by the population,
especially in gyms and physical activity incentive programs. Unlike aerobic training, the
prescription of resistance training allows the modulation of many parameters, such as the number
of repetitions, of series, the load intensity, and the duration of the intervals between one series

and the next [40]. The possible combinations of these variables change the acute and chronic
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physiological effects of resistance training, making the use of this type of exercise difficult for
risk populations. Indeed, the international guidelines increasingly suggest resistance exercise
training in association to aerobic exercise training as an important non-pharmacological conduct
to prevention and/or attenuation of many risk factors to metabolic and cardiovascular discases
[41-43]. In the present study, we have shown improvement in specific physical capacity (aerobic
or resistance) according to training type.

We have also confirmed in female ovariectomized rats data from the literature in relation to
cardiac dysfunction induced by STZ-induced diabetes in male rats, which is related to alterations
in the LV morphometry and impairment in the LV systolic and diastolic functions [44-45]. In
fact, in the evaluation of male rats with STZ-induced diabetes, Wichi et al. [46] have also shown
systolic and diastolic cardiac dysfunction by means of the echocardiogram as well as by direct
measure of the function through catheterization of the LV, and alterations in cardiac
morphometry similar to those observed in the present study. The ovariectomized diabetic group
{DOS) presented reduction in the RWT and I.YM and increase of LVDIA, which are evidence of
diabetic cardiomyopathy.

In relation to morphometric parameters, the animals that underwent exercise training
(DOTA or DOTR) presented increase in the RWT and reduction in the LVDIA, resulting in
LVM increase in relation to the DOS group, which can be interpreted as a normalization in
relation to the euglycemic groups, suggesting attenuation of diabetic cardiomyopathy.

Oxidative stress evaluations showed increased parameters of damage, such as LPO and
CARB, in LV tissue in the presence of association of ovarian hormone privation and diabetes
(DOS vs. ES). We have previously reported increased heart LPO in ovariectomized rats [19] and

in skeletal muscle of male diabetic rats {11]. Interesting, there was an increase in the activity of
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the main antioxidant enzymes (CAT, SOD, and GPx) in DOS group as compared to ES.
Probably these changes represents an attempt to counterbalance the increase in reactive oxygen
species is this pathophysiological condition. In fact, the analysis of the gluthatione redox
balance, an excellent index of oxidative stress, showed markedly decrease in DOS as compared
to ES group, confirming increased oxidative in DOS groups that probably was relate to
unfavorable changes in cardiac morphometry. Additionally, it is worth noting that the redox
balance was also correlated with reduced LPO and damage to proteins (carbonyl), suggesting
that animals with impairment in redox balance presented increased LPO and protein
carbonylation.

Importantly, the applied protocols of aerobic or resistance exercise induced attenuation of
the oxidative stress condition by an adaptive response to both types of training consisting of an
increase of antioxidant enzyme defense, reduction of LPQO and normalization of the gluthatione
redox balance. In aerobic trained ovariectomized rats we also previously observed reduced LPO
and increased SOD associated with improvement in autonomic control of circulation [19].
Indeed, we observed a positive correlation between the LPO and RWT, showing that
ovariectomized diabetic rats with lower LPO in the heart tissue had the highest wall thickness. In
addition, the LPO was correlated with LYDIA, showing that reduction of LPO was associated
with lower LV dilation. These findings show that this reduction of oxidative stress parameters in

the trained groups was associated with improvements in cardiac morphometry.

Moreover, the results of the present study show that aerobic exercise training induces
attenuation of the LV systolic and diastolic dysfunctions in an experimental model of diabetes

and menopause. However, resistance exercise training did not induce such benefits. In these
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sense we previously observe improvement in contractile and relaxation in isolated hearts of male
diabetic rats that underwent aerobic training [44].

Considering that diabetic patients as well postmenopausal women are normally elder and
sedentary, with reduced muscular strength and resistance [47], the resistance training can
promotes improvement in muscular strength and resistance and in functional capacity,
contributing to general health and life quality [25,48]. Furthermore, it is also able to reduce risk
factors involved in the development of cardiovascular diseases [41]. A reduction in the
percentage of body fat and increase in muscular mass and strength were observed in women in
post-menopause submitted to resistance training [49]. Qur results showed that resistance
exercise training improved load capacity and do not induce any adverse effects on diabetic
cardiomyopathy. Therefore, considering the importance of prescribing resistance exercises to
maintain joint health, our results suggest that it could be safety prescript, in moderate intensity
and using dynamic movements, associated to aerobic exercise training in the management of
cardiac dysfunctions observed in diabetes and after estrogen hormones deprivation.

In conclusion, aerobic or resistance exercise training induced attenuation of cardiac
morphometric dysfunction associated with oxidative stress reduction in an experimental mode!
of diabetes and menopause. However, only the dynamic exercise training was able to attenuate

the systolic and diastolic dysfunctions in this condition.
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FIGURES CAPTIONS

Figure 1. Redox gluthatione balance (GSH/GSSG) in the studied groups. * p<0.05 vs. ES; #

p<0.05 vs. DOS.
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