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RESUMO GERAL

O Diabetes mellitus, doenga que atinge milhdes de pessoas em todo o mundo, &
considerado um significante fator de risco para o desenvolvimento de problemas
cardiovasculares. Caracterizado principalmente pelo quadro de hiperglicemia, o
diabetes pode apresentar ainda um conjunto de caracteristicas que, associadas,
contribuem para o surgimento de complicagbes vasculares e para o aumento do
risco de morte por problemas cardiacos independente de outros fatores. Atualmente,
o exercicio fisico regular, juntamente com a insulinoterapia e o planejamento
alimentar, tem sido considerada como uma das principais abordagens no tratamento
do diabetes tipo I, com o objetivo de aproximar as condi¢cdes metabdlicas do
paciente a um estado fisiolégico normal, impedindo ou retardando as complicagdes
cronicas do diabetes. Este estudo tem por objetivo avaliar as alteragbes
morfolégicas causadas pelo diabetes na musculatura ventricular esquerda de ratos
diabéticos, bem como o efeito do exercicio fisico na recuperagdo ou prevencao
destas alteragdes. Para isso, foram utilizados ratos adultos da linhagem Wistar
divididos em quatro grupos: diabéticos sedentarios (DS), diabéticos treinados (DT),
controle sedentéario (CS) e controle treinado (CT), sendo que os grupos treinados
realizaram um protocolo de exercicio fisico. O diabetes experimental do tipo | foi
induzido por meio da aplicagao de aloxana monoidratada Sigma® (35 mg/kg de peso
corporal) dissolvida em tampéo citrato 0,01M, pH 4,5. O protocolo de treinamento
consistiu de natagcédo por 60 minutos diarios, 5 dias por semana, durante 8 semanas
consecutivas com uma carga de 4,8% (para animais diabéticos) e 5,2% (para os
animais saudaveis), correspondente a maxima fase estavel de lactato. As analises
histologicas e histoquimicas mostraram varias alteracbes morfoldégicas em
decorréncia do diabetes experimental. Ficou evidente através da técnica de
Hematoxilina-Eosina a desorganizacgao tecidual da musculatura ventricular esquerda
que ocorreu em DS. Ja os individuos DT apresentaram organizagcdo préxima ao
normal. A reagdo de PAS se apresentou mais intensa nos individuos DS, tanto no
endomisio como no citoplasma das fibras, possivelmente devido a alteracbes nas
quantidades de fibras colagenas e a baixa utilizacdo da glicose nesses animais. Nos
animais do grupo DT foi observado uma leve recuperagdo a niveis proximos ao
observado nos controles. A técnica de Picrossirius-Hematoxilina mostrou

intensidade de reacdo alterada no endomisio dos individuos DS, possivelmente



devido a deposicao de fibras colagenas, tendo os animais do grupo DT apresentado
reagdo muito préxima aos controles. A técnica para evidenciar fibras elasticas (Prata
amoniacal) apresentou resultados muito préximos para todos os grupos. A analise
ultraestrutural mostrou que os animais do grupo DS apresentaram grande
desorganizacdo das miofibrilas, miofibrilas em degeneracdo e mitocdéndrias com
matriz mitocondrial alterada, quando comparados aos animais dos grupos controles
(CS e CT). Os animais do grupo DT apresentaram organizacdo tecidual muito
proxima a observada nos controles, porém exibiram mitocdndrias com algumas
alteragdes morfoldgicas em decorréncia do exercicio. As mesmas alteragdes foram
observadas em CT. O exercicio fisico regular se mostrou benéfico em prevenir as
alteragbes morfologicas, decorrentes do diabetes experimental, analisadas neste

trabalho.

Palavras-Chave: Diabetes mellitus. Exercicio. Miocardio. Histologia. Ultraestrutura.



GENERAL ABSTRACT

Diabetes mellitus, a disease that affects millions of people around the world, is
considered a significant risk factor for developing cardiovascular problems. Mainly
characterized by hyperglycemia, diabetes can also present a set of characteristics
wich when associated contribute to the onset of vascular complications and to the
increase of the risk of death from heart disease independent of other factors.
Currently, regular exercise, along with insulin therapy and meal planning, has been
regarded as one of the main approaches in the treatment of type 1 diabetes, aiming
to approximate the metabolic conditions of the patient to a normal physiological state,
preventing or delaying the chronic complications of diabetes. This study aims to
analyse the morphological changes caused by diabetes in the left ventricular muscle
of diabetic rats and the effect of exercise on recovery or prevention of these changes.
To do this, were used adult male Wistar rats, wich were divided into four groups:
diabetic sedentary (DS), diabetic training (DT), sedentary control (SC) and trained
control (TC), and the trained groups conducted a protocol of physical exercise.
Experimental diabetes type 1 was induced by the application of alloxan monohydrate
Sigma® (35 mg / kg body weight) dissolved in citrate buffer 0.01 M, pH 4.5. Training
protocol consisted of swimming for 60 minutes daily, 5 days a week for 8 weeks, with
a load of 4.8% (for diabetic animals) and 5.2% (for healthy animals), corresponding
to the maximal lactate steady state. Histological and histochemical analisys showed
morphological changes due to experimental diabetes. It was evident through the
hematoxylin-eosin technique tissue disorganization of the ventricular muscle which
occurred in DS. However tissue organization was close to normal in DT animals. The
PAS reaction was most intense in DS animals, both in the endomysium as in the
cytoplasm of the fibers, possibly because of changes in amounts of collagen fibers
and to a low utilization of glucose in these animals. In the group TD has seen a slight
recovery to levels close to that observed in controls. The Picrosirius-hematoxylin
technique showed a change in reaction intensity of the endomysium in DS animals,
possibly due to a collagen fibers deposition, while the animals of DT group showed
reaction very close to the controls. The technique to evidence elastic fibers (Silver
ammonia) showed very similar results for all groups. The ultrastructural analysis
showed that DS group animals presented great disorganization of myofibrils,

degeneration of myofibrils and mitochondria with altered mitochondrial matrix, when



compared to the control groups’ animals (CS and CT). The DT group animals
showed tissue organization very close to that one observed in controls, but exhibited
mitochondria with some alterations due to exercise. The same alterations were
observed in CT. Regular exercise has proven beneficial in preventing the

morphological changes resulting from experimental diabetes, analyzed in this work.

Keywords: Diabetes mellitus. Exercise. Myocardium. Histology. Ultrastructure.
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ANALISE HISTOQUIMICA DAS ALTERACOES CAUSADAS
PELO DIABETES EXPERIMENTAL NA MUSCULATURA
VENTRICULAR ESQUERDA

CAPITULO 1
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1.1.RESUMO

O Diabetes mellitus, doenca que atinge milhdes de pessoas em todo o mundo, é
considerado um significante fator de risco para o desenvolvimento de problemas
cardiovasculares. Caracterizado principalmente pelo quadro de hiperglicemia, o
diabetes pode apresentar ainda um conjunto de caracteristicas que associadas,
contribuem para o surgimento de complicagdes vasculares e para o aumento do
risco de morte por problemas cardiacos independente de outros fatores. Atualmente,
o exercicio fisico regular tem sido considerado como umas das principais
abordagens no tratamento do diabetes do tipo |, podendo levar a uma melhora na
performance cardiaca atingindo numeros muito préximos ao de coragbes nao-
diabéticos. Neste estudo, foram utilizados ratos adultos da linhagem Wistar (Rattus
Norvegicus Albinus Wistar), divididos em quatro grupos: diabéticos sedentarios (DS),
diabéticos treinados (DT), controle sedentario (CS) e controle treinado (CT), sendo
que os grupos treinados realizaram um protocolo de treinamento fisico. O diabetes
experimental do Tipo | foi induzido por meio da aplicagdo de aloxana monoidratada

Sigma (35 mg/kg de peso corporal) dissolvida em tampé&o citrato 0,01M, pH 4,5. O
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protocolo de treinamento consistiu de natagdo por 60 minutos diarios, 5 dias por
semana, durante 8 semanas consecutivas e com sobrecarga atada ao toérax,
correspondendo a Maxima Fase Estavel do Lactato (MFEL). A técnica de
Hematoxilia-Eosina evidenciou uma série de alteragbes na organizacao das fibras
musculares nos individuos DS. Ja os individuos DT apresentaram organizagao
proxima ao normal. A reagdo de PAS se apresentou mais intensa nos individuos DS,
tanto no endomisio, possivelmente devido a alteragdes nas quantidades de fibras
colagenas, como no citoplasma das fibras, possivelmente devido a baixa utilizagcao
da glicose nesses individuos. Nos animais do grupo DT foi observado uma leve
recuperagcdo a niveis proximos ao observado nos controles. A técnica de
Picrossirius-Hematoxilina mostrou intensidade de reagao alterada no endomisio dos
individuos DS, possivelmente devido a deposicdo de fibras colagenas, tendo os
animais do grupo DT apresentado reacdo muito préxima aos controles. A técnica
para evidenciar fibras elasticas (Prata amoniacal) apresentou resultados muito
proximos para todos os grupos. A atividade fisica se mostrou eficiente na prevencgéo
das alteragcbes causadas pelo diabetes na musculatura ventricular, visto a

recuperacao a niveis normais observada em quase todas as técnicas.

1.2.INTRODUCAO

O Diabetes mellitus, sindrome de etiologia multipla decorrente da falta de insulina
elou da resisténcia a sua agdo (NEGRAO & BARRETTO, 2006), tem o numero de
casos aumentando significativamente nas ultimas décadas. Dados da estimativa da
Organizagdo Mundial de Saude mostram que em 2003 cerca de 177 milhbdes de
pessoas nho mundo eram diabéticas, e que em 2030 o numero de pessoas
acometidas pela doenga deve chegar a 366 milhdes (WILD et al., 2004). No Brasil, o
diabetes atinge cerca de 7% da populacéo (OLIVEIRA, 2000), sendo considerado
pelo Ministério da Saude um dos maiores problemas de saude publica atualmente.

Segundo a Associacao Americana de Diabetes o diabetes pode ser classificado
da seguinte maneira (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2006):

- Diabetes mellitus Tipo 1 (insulino-dependente): Quando ha destruicdo das
células B-pancreaticas, causando um quadro de deficiéncia absoluta de insulina.

Pode ter causa autoimune ou idiopatica.
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- Diabetes mellitus Tipo 2 (n&o insulino-dependente): Quando ha varios graus de
deficiéncia e resisténcia a acao da insulina.

- Diabetes Gestacional: Causada por alteragbes hormonais e metabdlicas durante
a gravidez, que induzem a um quadro de resisténcia a insulina.

- Outros tipos de diabetes: Sao causados por problemas genéticos, doencas
pancreaticas ou enddcrinas, infecgdes virais, dentre outras causas.

Experimentalmente, o diabetes pode ser induzido de varias formas, por exemplo
com a utilizagdo de hormdnios como glucagon, somatotropina, glicocorticoides,
adrenalina, entre outros. Para a indug¢do do diabetes tipo 1 permanente podem ser
utilizadas drogas especificas dentre as quais destacam-se a Aloxana (ALX) e a
Estreptozotocina (STZ), que destroem seletivamente as células beta-pancreaticas
gerando um quadro de hipoinsulinemia permanente (LERCO et al., 2003; WEI et al.,
2003).

O individuo diabético apresenta diminuicdo na captacédo de glicose pelas suas
células e, como consequéncia, ocorre o aumento da concentracdo de glicose
circulante (hiperglicemia). Outros sintomas também podem se manifestar, dentre os
quais se destacam a poliuria, a polidipsia, a glicosuria (presenca de glicose na
urina), a fome exagerada (polifagia) e o aumento na presenca de corpos cetbnicos
na urina e no sangue (LEON, 1987).

Os individuos diabéticos sdo considerados de alto risco para desordens
vasculares que afetam coragao, cérebro, rins e vasos periféricos. Estes pacientes
diabéticos vém apresentando significativa elevacdo da mortalidade, principalmente
nas ultimas décadas (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2003; ALEXANDER,
LANDSMAN, TEUTSCH, 2000). A doenga cardiovascular € a principal causa de
morbidade e mortalidade em pacientes com diabetes tipos 1 e 2, acometendo cerca
de metade de todos os diabéticos (SMANIO, 2007). Se forem comparados aos nao-
diabéticos, os diabéticos apresentam mais eventos cardiacos, como infarto do
miocardio, e maior freqiéncia de isquemia silenciosa (AMERICAN DIABETES
ASSOCIATION, 1998).

Em longo prazo, o diabetes também pode trazer complicagdes microvasculares,
conhecidas como microangiopatia diabética, e também pode tornar o individuo
predisposto a traumatismos e injurias prejudicando também a cicatrizacdo dos
ferimentos (LUCIANO, 1996). As principais caracteristicas associadas ao diabetes e

que contribuem para as complica¢des vasculares e morfolégicas sao hiperglicemia,
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resisténcia a insulina, hipoinsulinemia, dislipidemias, além de alteracbes na
producéo de citocinas, hormonios vasoativos e fatores de crescimento (FREITAS et
al., 2002; NORBY et al.). A hiperglicemia é o principal fator, a nivel celular,
responsavel pela promogédo e progressao das doengas vasculares causadas pelo
diabetes. Além disso, ha um acréscimo de proteinas na matriz extracelular,
principalmente de colageno IV, laminina e fibronectina, que reduz a elasticidade e
altera as propriedades seletivas da membrana basal (ZHU, KIM e STEFFES, et al.,
1994).

Estudos apontam ainda para a existéncia de uma cardiomiopatia diabética
especifica, que contribui para o aumento do risco de morte por problemas cardiacos
para os dois tipos de diabetes, independente de outros fatores como problemas
macrovasculares. Essa cardiomiopatia acarreta numa disfuncdo da sistole e da
diastole, disturbios esses caracterizados pela contracdo e pelo relaxamento
prolongados e em menor velocidade, além da redugcdo do poder de contragdo de
todo o coragéo, do tecido muscular cardiaco e de miécitos ventriculares isolados (LI,
CULVER e REN, 2003). Embora os processos relacionados a essa patologia nao
sejam ainda bem conhecidos, especula-se que estes estejam ligados a reducao da
producao de energia devido a diminuicdo da respiracao mitocondrial e da atividade
das desidrogenases, a disfuncao nas proteinas regulatérias e contrateis, bem como
ao prejuizo na homeostase de célcio intracelular (LI, CULVER e REN, 2003).

A disfuncdo diastolica no portador de diabetes pode também estar relacionada
com a deposicao intersticial de colageno. Tanto os colagenos do Tipo | quanto do
Tipo Il estdo presentes na musculatura cardiaca de individuos normais e diabéticos,
porém, biopsias do miocardio de individuos diabéticos mostraram uma proporgao
significativamente elevada de colageno do Tipo Ill quando comparados a individuos
nao diabéticos (BAN & TWIGG, 2008). A quantidade elevada ou a diferenca
estrutural destes dois tipos de colageno podem influenciar negativamente a diastole
e a sistole, afetando o desempenho cardiaco.

A diminuicdo da capacidade de contracdo das fibras musculares cardiacas,
caracteristica da cardiomiopatia diabética, pode também estar relacionada com
alteragdes estruturais e bioquimicas (VADLAMUSDI et al., 1982). Em fibras
musculares estriadas de individuos sadios, as mitocondrias sdo encontradas
intimamente associadas as gotas de lipidios sendo que ambas se dispbe entre as

miofibrilas, porém quando observou-se as fibras de individuos diabéticos foram
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encontrados miofilamentos desorganizados e desaparecimento de linhas Z
(TAKESHITA et al., 1997), miofibrilas anormais com varios graus de degeneracgéo, e
mitocdndrias intumescidas, com arranjo anormal e com acumulo de gotas de
lipideos (TOMITA et al., 1996).

Estudos com animais diabéticos experimentais sugerem que o diabetes,
independente de outros fatores, induz a disfungéo diastélica ventricular esquerda
(NEMOTO et al, 2006), onde ocorrem anormalidades na fungdo mecénica da
contracao durante a diastole. Esta disfunc&o resulta no aumento da probabilidade de
falhas cardiacas.

O diabetes €& também considerado um significante fator de risco para o
desenvolvimento de problemas cardiovasculares, tais como aterosclerose e doengas
da artéria coronaria, podendo trazer também prejuizos a retina e rins. A incidéncia e
a mortalidade para doencas cardiovasculares sao de duas a cinco vezes maiores em
pacientes diabéticos (WAGNER et al, 2003).

O comprometimento dos grandes vasos é refletido no processo aterosclerético
precoce e acelerado das artérias coronarias, cerebrais e de membros inferiores,
responsavel pela alta taxa de infarto do miocardio, acidente vascular cerebral e
gangrena de membros inferiores (NEGRAO & BARRETTO, 2006). Os danos
coronarianos ocorrem principalmente devido as modifica¢cdes estruturais que estes
vasos sofrem quando expostos a condi¢des de hiperglicemia como, por exemplo, a
atenuacao da capacidade de vasodilatagdo. Aléem da hiperglicemia, a dislipidemia, o
processo que leva a ao aumento na concentracéo de triglicérides e na composigao
das lipoproteinas, também causa danos as coronarias, pois acelera 0os processos
ateroscleraoticos.

Atualmente, o exercicio fisico regular, juntamente com a insulinoterapia e o
planejamento alimentar, tem sido considerado como umas das principais
abordagens no tratamento do diabetes do Tipo I. O tratamento tem como objetivo
aproximar as condigcdes metabdlicas do individuo com diabetes Tipo | de um estado
fisiolégico normal, prevenindo ou retardando as complicagbes crénicas do diabetes
(DE ANGELIS et al, 2006).

O exercicio fisico regular induz adaptacbes metabdlicas relevantes, tais como o
aumento na utilizagdo de glicogénio muscular durante o exercicio fisico, aumento do
numero e tamanho das mitocdndrias musculares, aumento da atividade das

enzimas-chave da mobilizagdo e oxidag&o dos lipideos e aumento da sensibilidade
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dos tecidos periféricos a insulina (KRAUS et al., 2002; LUCIANO et al. 2002). O
exercicio fisico promove ainda alteracbes agudas e crbnicas nos sistemas
neuroenddcrino e cardiovascular (BENETTI, 1996).

Além disso, tanto individuos diabéticos como individuos n&o diabéticos
apresentam melhor sensibilidade a insulina induzida pelo exercicio, efeitos estes
causados por uma serie de adaptagdes do organismo tais como: aumento da
densidade capilar, aumento da expressao e translocacdo de GLUT4 para a
membrana plasmatica, aumento das fibras musculares mais sensiveis a agéo da
insulina, dentre outros (DE ANGELIS et al, 2006).

1.3.0BJETIVOS

O objetivo deste trabalho € de avaliar, através de analises qualitativas, os
efeitos histolégicos e histoquimicos causados pelo diabetes experimental na
musculatura ventricular esquerda de ratos diabéticos aloxanicos, bem como avaliar
os efeitos do exercicio fisico moderado sobre a possivel recuperagédo ou prevengao

dessas alteracoes.

1.4.MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa e Mérito Cientifico do
Centro Universitario Herminio Ometto - UNIARARAS (protocolo numero 634/2008).

Foram utilizados 22 ratos adultos da linhagem Wistar (Rattus Norvegicus Albinus
Wistar), machos, com aproximadamente 70 dias de idade no inicio do experimento,
provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual Paulista (UNESP) de
Botucatu. Os animais foram alojados em gaiolas de polietileno, medindo 37 x 31 x 16
centimetros, e mantidos a temperatura ambiente de 25° C, com fotoperiodo de 12
horas de claro e 12 horas de escuro, alimentados com ragéo balanceada Purina®

padrédo e agua “ad libitum”.

1.4.1. Inducdo do diabetes e delineamento experimental
Para indugcdo do diabetes experimental, os ratos foram anestesiados
moderadamente com éter etilico e, em seguida, receberam Aloxana monoidratada

Sigma (35 mg/kg de peso corporal), dissolvida em tampao citrato 0,01M, pH 4,5,
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injetada na veia peniana. Apos este procedimento, os ratos foram recolocados nas
gaiolas, recebendo no primeiro dia pos-aloxana, solugdo de agua e glicose (15%),
além de racéo (LUCIANO & LIMA, 1997). Cinco dias ap6s a administragdo da droga,
foi realizado um teste de glicemia para comprovacao do estado diabético dos
animais, sendo considerados diabéticos apenas aqueles ratos que apresentaram
glicemia igual ou superior a 200 mg por 100 mL de sangue, sendo descartados os
demais. Os animais diabéticos, juntamente com os animais n&o induzidos (controles)
foram enté&o distribuidos aleatoriamente nos seguintes grupos:

- Controle Sedentario (CS) - ratos sadios que n&o realizaram exercicios fisicos.
N=5;

- Controle Treinado (CT) - ratos sadios que realizaram um protocolo de exercicios

fisicos. N=6;

- Diabético Sedentario (DS) - ratos diabéticos aloxanicos que nao realizarm

exercicios fisicos. N=5;

- Diabético Treinado (DT) - ratos diabéticos aloxanicos que realizaram o mesmo

protocolo de exercicios fisicos do grupo (CT). N=6;

1.4.2. Protocolo de Treinamento

Todos os ratos foram submetidos a testes de esfor¢co para a identificacdo da
Maxima Fase Estavel de Lactato (MFEL), por meio da qual foi definida a sobrecarga
para cada grupo de treinamento (GOMES et al, 2009).

O protocolo de exercicios consistiu de natagdo por 1 hora/dia, 5 vezes/semana,
durante 8 semanas consecutivas e com sobrecarga atada ao térax (em % do peso
corporal) correspondendo a MFEL ( 4,8% para animais diabéticos e 5,2% para
animais sadios).

Periodo de adaptacéo: Com a finalidade de respeitar o principio fisioldégico da

sobrecarga, os animais realizaram a adaptacdo ao meio aquatico com aumento
progressivo da sobrecarga.

As sessbes de natacao foram realizadas em tanques de amianto com 100 cm de
comprimento, 70 cm de largura e 60 cm de altura. A profundidade foi mantida a
40cm, para que 0s animais ndo pudessem apoiar a cauda no fundo do tanque. A
temperatura da agua foi mantida em 31°C + 1° C, durante a realizagdo do exercicio,

por ser considerada termicamente neutra em relacao a temperatura do ratos.
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1.4.3. Avaliagcdo dos animais e sacrificio

Ao final do periodo experimental, os ratos de cada grupo foram mantidos em
repouso por 48 horas em relag&o a ultima sesséo de exercicios, sem jejum prévio. O
sacrificio foi realizado por decapitacdo em guilhotina, com prévia anestesia em
camara de CO,. O sangue coletado foi centrifugado a 3000 rpm por 10 minutos e a
partir do soro foi realizada a analise de glicemia: a glicose foi determinada pelo
método enzimatico colorimétrico da glicose oxidase-peroxidase (HENRY, CANNON
& WILKEMAN 1974).

Baseado nos valores obtidos na andlise de glicemia, trés animais de cada grupo
foram selecionados para a realizagdo das analises histoldgicas e histoquimicas. Os
animais selecionados foram aqueles cujos valores de glicemia foram considerados
0s mais representativos dentro de seus grupos. Destes individuos foram ent&o

coletadas as amostras para a realizagao das analises histologicas e histoquimicas.

1.4.4. Histologia/Histoquimica

Apo6s o sacrificio, foram coletadas partes do ventriculo esquerdo, que foram
fixados em Bouin. Os tecidos foram incluidos em historesina e cortados em
micrétomo. Os cortes foram, entdo, submetidos as seguintes técnicas histoquimicas

de coloragéo:

- Hematoxilina-Eosina (rotina): os cortes foram hidratados, submetidos a

hematoxilina (10 min), lavados e submetidos a eosina (5 min). Em seguida, os cortes
foram lavados e montados em balsamo do Canada (Adaptado de JUNQUEIRA &
JUNQUEIRA, 1983).

- Acido Periédico de Schiff (PAS - polissacarideos em vermelho purpura): os

cortes foram submetidos a solugéo do Acido Periddico 0,4% por 10 minutos, lavados
em agua destilada e colocados no reagente de Schiff (1 hora no escuro). Em
seguida, o material foi lavado em agua sulfurosa (3 minutos), agua corrente (20
minutos) e montado em balsamo do Canada (Adaptado de JUNQUEIRA &
JUNQUEIRA, 1983).

- Picrosirius-hematoxilina (fibras colagenas): Os cortes foram submetidos a

solugdo de Picrosirius (60 minutos a 60°C), lavados em agua, submetidos a
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hematoxilina (10 minutos), lavados novamente em agua, e montados com balsamo
do Canada (Adaptado de JUNQUEIRA & JUNQUEIRA, 1983).

- Prata Amoniacal (fibras reticulares): os cortes foram colocados em agua

destilada, oxidados em permanganato de potassio a 2% por 3 minutos e em seguida
lavados em agua corrente por 2 minutos. Apds isso, foram diferenciados com
solugdo de metabissulfito a 2% por 3 minutos, lavados em agua corrente por 2
minutos, e banhados na solugdo de sulfato férrico amoniacal por 3 minutos. Os
cortes foram entdo lavados em agua corrente por 2 minutos e colocados em agua
destilada (2 vezes de 30 segundos). Sequencialmente, foram impregnados em
solugao de prata amoniacal diluida a 1:8, durante 20 minutos. Os cortes foram entao
lavados em agua destilada por 3 vezes, com duragao de 20 segundos cada vez. O
material foi, entdo, colocado na solu¢ao de formaldeido por 9 minutos e, logo depois,
lavado por 3 minutos em agua corrente e banhado em agua destilada. Em seguida,
foi executada a viragem em cloreto de ouro a 0,2% por 15 minutos. O material foi
entdo mergulhado em agua destilada, reduzido na solugdo de metabissulfito de
potassio por 3 minutos, fixado em solugdo de tiossulfato de sbédio a 2% por 3
minutos, lavado em agua corrente por 2 minutos, e montado em balsamo do Canada
(adaptado de JUNQUEIRA & JUNQUEIRA, 1983).

Apés a reagao do material a partir das técnicas histoquimicas listadas e a
montagem em balsamo do Canada, o material foi fotografado em fotomicroscopio
LEICA, modelo DM2000, com camera LEICA, modelo DFC280, com o auxilio do
programa IM50. Foi realizada uma analise qualitativa das laminas, baseada na

intensidade da reagao de cada técnica com a musculatura ventricular.

1.5.RESULTADOS

A Tabela 1(encontrada no Apéndice) apresenta a analise qualitativa referente as
técnicas histoquimicas realizadas, para cada individuo de cada grupo. Baseado
nessa analise qualitativa, foram escolhidos os individuos cujas intensidades de
reacdo representavam a maioria dentro do seu grupo e estes foram entédo

fotografados.
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1.5.1. Hematoxilina-Eosina

A técnica de Hematoxilina-Eosina foi utilizada para avaliar os aspectos gerais do
tecido muscular cardiaco (Figura 1) e através desta técnica foi possivel observar
algumas alterag¢des estruturais no tecido. O grupo CS apresentou uma organizagao
normal das fibras musculares, sendo claramente observados os Discos Intercalares.
O grupo CT apresentou um aspecto muito proximo ao normal, sendo observado
apenas uma leve compactagao das fibras musculares, quando comparado com o
grupo CS. O grupo CT apresentou maior vascularizagdo quando comparado ao
grupo CS. Além disso, o grupo CT apresentou uma maior marcacéo dos Discos
Intercalares quando comparado ao grupo CS.

Em relagdo aos grupos controles, o grupo DS apresentou uma notavel
desorganizacao tecidual. As fibras musculares do grupo DS ndo apresentam a
mesma compactacao tecidual observada nos grupos controle, além de apresentar
uma rede de capilares bastante tortuosa. Além disso, observa-se uma leve alteragcéo
na intensidade da reacao do citoplasma das fibras do grupo DS, bem como uma leve
alteragao dos nucleos, menores e mais corados. As fibras musculares apresentaram
um didmetro levemente menor nos individuos do grupo DS em relagdo aos grupos
CSeCT.

Os individuos do grupo DT apresentaram as fibras musculares com organizacgao e
didmetro muito proximo a das fibras dos grupos controle. As fibras se apresentaram
de maneira muito mais organizada e compacta neste grupo do que no grupo DS. A
presenca dos discos intercalares evidentes se aproxima muito a condigdo observada
no grupo CT, bem como a elevada presenca de capilares, porém, estes se
apresentam de maneira bastante linear e organizada, diferentemente do modo
tortuoso na qual séo encontrados estes vasos no grupo DS. Os nucleos das fibras
musculares dos individuos do grupo DT sdo menores, mais compactos e corados do
que os observados nos grupos controle, porém estas caracteristicas os aproximam

dos nucleos observados nos individuos do grupo DS.

1.5.2. Acido Periédico de Schiff (PAS)

A técnica para evidenciar polissacarideos (PAS) mostrou reagdo muito préxima
em todos os grupos (Figura 2), sendo menos evidente em CS.

Através desta técnica pode-se observar que os individuos do grupo DS

apresentaram uma reagao levemente mais intensa do que a reagdo observada nos
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demais grupos, sendo que este aumento leve na reagéo foi observado tanto no
sarcoplasma quanto no endomisio. Esta reag&o levemente aumentada evidencia um
acumulo de carboidratos tanto no interior das fibras, quanto no endomisio.

Os individuos dos grupos controles apresentaram intensidade de reacao
praticamente idéntica. Em ambos os grupos (CS e CT) a reacéao foi mais evidente no
endomisio, sendo que o interior das fibras musculares apresentou reagdo pouco
intensa.

Os animais do grupo DT apresentaram reagdo muito préxima ao observado para
os grupos controle. Esta diminuigdo da reagdo, em relagéo aos individuos do grupo
DS, foi melhor observada no interior das células musculares, porém nao foi tao
evidente quando se observa o endomisio.

A técnica de PAS, assim como em H.E., evidenciou também a maior presenca de

vasos capilares nos animais dos dois grupos treinados (CT e DT).

1.5.3. Picrossirius-Hematoxilina

A técnica de Picrossirius-Hematoxilina (Figura 3) para evidenciar fibras colagenas
mostrou um leve aumento na concentracdo destas fibras no endomisio da
musculatura cardiaca dos animais do grupo DS, quando comparado com os demais
grupos, evidenciando uma possivel deposi¢céo deste tipo de fibras no endomisio dos
animais do grupo DS.

O grupo diabético treinado (DT) apresentou uma reagdo muito proxima a
observada para os grupos controles (CS e CT), evidenciando o que pode ter sido
uma leve recuperacdo ou prevencdo da deposicdo de colageno observado nos
animais do grupo DT.

Os grupos controle ndo apresentaram grandes diferencas na reacdo com a
técnica quando comparados entre si, ndo havendo alteragcdo na quantidade de

colagenos totais pela acao do exercicio fisico.

1.5.4. Prata Amoniacal

A técnica de Prata Amoniacal para evidenciar fibras reticulares ndo apresentou
diferencas notaveis entre os individuos dos quatro grupos (Figura 4). Os animais do
grupo diabético (DS) apresentaram reacédo levemente menor quando comparadas

com os animais dos grupos controle (CS e CT) e do grupo DT.
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Quando comparados entre si, os grupos controle ndo apresentaram nenhuma
diferenca expressiva. O mesmo foi observado comparando-se os animais dos

grupos controle (CS e CT) com o grupo diabético treinado.

1.6.DISCUSSAO

O Diabetes mellitus € classificado como um grupo de moléstias metabdlicas
caracterizadas por hiperglicemia, sendo estas associadas, em longo prazo, com
dano, disfung¢édo ou deficiéncia de varios 6rgaos, especialmente olhos, rins, nervos,
coragao e vasos sanguineos.

E classica a eficacia da pratica regular de atividade fisica para prevengao primaria
e secundaria de numerosas doengas cronicas dentre as quais encontra-se o
diabetes. Tal efeito é alcancado pelas varias modificagcdes causadas pelo exercicio
no organismo como a redug¢ao da mobilizagc&o do tecido adiposo, e possivel melhora
da captagcdo e utilizacdo dos acidos graxos livres nos individuos diabéticos
(LUCIANO, 1996). No presente trabalho, foi investigado o efeito da atividade fisica
sobre as possiveis alteragcdes morfoldgicas causadas pelo diabetes na musculatura
ventricular esquerda.

A analise da técnica Hematoxilina-Eosina (HE) mostrou uma organizagdo normal
da musculatura ventricular nos animais dos grupos saudaveis (CS e CT). Entretanto,
as fibras musculares nos individuos do grupo CT se apresentaram de forma
ligeiramente mais compacta e com didmetro levemente maior quando comparado
com os animais do grupo CS, DS e DT. Esta leve alteracéo se deve provavelmente
as modificagdes estruturais causadas pela atividade fisica, levando a um maior
desenvolvimento da musculatura dos animais treinados (hipertrofia) tendo em vista o
maior esfor¢co desta. No exercicio dindmico (como a natagéo) se observa o aumento
da frequéncia cardiaca, levando a sobrecarga do coracdao que se reflete na
hipertrofia ventricular esquerda (NEGRAO & BARRETTO, 2006), o que seria uma
possivel explicacao para as alteragbes observadas.

A sobrecarga de atividade da musculatura cardiaca também explicaria a maior
vascularizagdo observada no miocardio dos animais treinados (CT e DT), tendo em
vista que a maior atividade demanda maior quantidade de oxigenagdo da

musculatura para que haja a manutencdo da contragdo. Além disso, a sobrecarga
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sobre a musculatura cardiaca pode ser considerada responsavel por outra alteracao
observada nos individuos treinados, a maior presenga de discos intercalares (DI). Os
DI sdo complexos juncionais exclusivos da musculatura cardiaca, encontrados na
interface de células musculares adjacentes, sendo encontrados nestes complexos
trés tipos de especializagdes juncionais principais: zbnula de adesédo, desmossomos
e jungbes comunicantes (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004). Possivelmente, a
quantidade elevada de complexos juncionais observada nos animais treinados se
deve a maior necessidade de manter as fibras musculares unidas, devido a maior
forca mecénica a que estavam sujeitas.

Apesar de n&o terem sido encontrados sinais de necrose, fibrose e de inflamacéo,
sabe-se que estas sao consideradas alteragdes comuns no tecido muscular cardiaco
de diabéticos. Estudos no miocardio de ratos diabéticos induzidos por aloxana
mostraram sinais de edemas, proliferacdo de histiocitos e inflamagdo apds 26
semanas de experimentagdo (MIR & DARZI, 2009). Além disso, estudos
demonstram que a ocorréncia de apoptose e necrose no tecido atrial € maior em
pacientes diabéticos do que em pacientes saudaveis, bem como a presenca de
fiborose (CHOWDHRY, VOHRA & GALINANES, 2007).

A desorganizacéo das fibras observada no grupo DS pode ser um estagio inicial
que ira culminar em um quadro de inflamacao tecidual, e possivel necrose destas
células. Estas modificagbes histopatoldégicas podem ser atribuidas aos efeitos
causado pela prolongada hiperglicemia a que se encontram sujeitos os animais
diabéticos, a qual induz a alteragbes degenerativas no tecido devido possivelmente
a presenca de radicais livres de oxigénio (OBERLEY, 1988) e ao estresse oxidativo
por eles causados.

Os animais do grupo DT apresentaram uma melhor organizagdo e compactagao
das fibras musculares se comparado ao resultado observado no grupo DS. A
atenuacao da hiperglicemia causada pela atividade fisica (LUCIANO & LIMA, 1997)
€, possivelmente, responsavel por esta melhora em relagdo ao grupo DS, visto que a
hiperglicemia é a principal causa por tras do estresse oxidativo e pelos
consequentes danos no tecido.

A técnica para a marcagéao de polissacarideos (PAS) evidenciou um leve aumento
na concentragao destes polissacarideos tanto no sarcoplasma quanto no endomisio
dos animais do grupo DS quando comparado com os animais dos grupos controle

(CS e CT). Uma possivel explicagdo para a maior reagdo é a baixa captagao de
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glicose que se observa nestes animais diabéticos, devido a auséncia quase total de
insulina. A insulina atua sobre receptores encontrados na membrana plasmatica,
desencadeando uma série de reacgdes que resultam na mobilizacdo de
transportadores de glicose (GLUT), armazenados em vesiculas no reticulo
endoplasmatico (NEGRAO & BARRETTO, 2006), para a membrana da célula,
possibilitando a captac&o de glicose pela célula. A auséncia da insulina gera, por
uma falha nesta mobilizacdo, a baixa captacéo de glicose pelas células musculares.
Além disso, o aumento dos acidos graxos livres nos miocardio destes animais
diabéticos leva a criagdo de um acumulo de glicogénio no miocardio (LUCIANO &
LIMA, 1997). O acumulo de glicogénio, que € PAS positivo, levaria assim a uma
maior reagdo com a técnica de PAS nos individuos diabéticos sedentarios.

Quanto ao endomisio, a reagao mais intensa possivelmente se deve a deposicao
de colageno nesta regido sendo que esta deposigédo pode ter sido tanto de colageno
do tipo Il (COSSON & KEVORKIAN, 2003), rico em carboidratos e que reage
positivamente com o PAS (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004), como de colageno do
tipo IV, também PAS positivo (FEENER & KING, 1997).

A recuperacao do grupo DT a niveis muito proximos aos controles, observada
pela diminuigcdo da reagcdo com o PAS, pode estar relacionada com o fato de que os
estimulos contrateis levam a translocagédo de GLUT4 a membrana plasmatica pela
via sinalizadoras da AMPK (MACHADO, SCHAAN & SERAPHIN, 2006), fazendo
com que houvesse uma melhora na captacdo da glicose. A AMPK é uma enzima
importante para a manutencdo energética intracelular, especificamente durante
situacbes de estresse, como o exercicio fisico. Uma vez ativada a AMPK induz a
fosforilagcao e inibe a atividade da acetil CoA carboxilase (ACC). Evidencias sugerem
que essa via de sinalizacao participa de eventos metabdlicos importantes como a
lipolise, metabolismo de lipidios, transporte de glicose (PADUA et al, 2008), porém o
papel da ativacdo da AMPK na regulacao da captagao de glicose pelo miocardio nao
é conhecida (RUSSEL 3" et al, 1999).

A técnica Picrossirius-Hematoxilina, utilizada para evidenciar fibras colagenas,
apresentou reacédo levemente aumentada no endomisio dos animais do grupo DS,
em comparacado ao observado nos grupos controle. Esta marcagao confirma que
uma das possiveis causas da maior reacdo observada no grupo DS pela reagao de

PAS, possa ser pela deposigao de colageno.
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As fibras de colageno | e lll sdo considerados os principais componentes
estruturais do intersticio do miocardio e, a quantidade aumentada ou estrutura
alterada deste componente fibrilar, pode influenciar negativamente as contragdes
sistélicas e diastdlicas. O excesso de colageno pode isolar os miocitos e
conseqientemente romper a ordenada transmissdo da forgca contratil entre eles
(JALIL et al, 1989). As alteragbes histopatolégicas encontradas no miocardio de
pacientes diabéticos incluem hipertrofia do mio6citos e fibrose intersticial e
perivascular. As regides de fibrose intersticial s&o compostas em grande parte por
fibras colagenas (SHIMIZU et al, 1993). O aumento de fibras colagenas observado
no grupo DS pode ser indicativo de um processo inicial de fibrose no miocardio, o
que a longo prazo poderia causar graves disfungdes cardiacas.

Shimizu e cols. (1993) mostrou também que ha um substancial acumulo de
colagenos dos tipos |, lll e VI no intersticio do miocardio de individuos diabéticos, em
contrapartida ndo houve acumulo de colageno dos tipos IV e V. Além disso, este
trabalho mostrou que a fibrose intersticial no miocardio € significativamente maior em
individuos diabéticos e que boa parte desta fibrose é composta por fibras colagenas.

A presenca de fibras de colageno no grupo DT apresentou aspectos muito
proximos aos observados para os animais dos grupos controle (CS e CT),
mostrando que possivelmente o exercicio fisico auxiliou na prevengdo das
alteragdes prejudiciais causadas pelo diabetes.

A técnica de Prata Amoniacal evidencia fibras reticulares, ricas em colageno do
tipo lll, porém a baixa especificidade da técnica nao nos permite fazer analises mais
profunda sobre o colageno tipo Ill, um do componentes mais afetados pelo diabetes.
A partir desta técnica foi possivel observar que os grupos apresentaram colora¢des
muito proximas, porém pbéde-se notar um leve aumento na intensidade de reac&o no
grupo DS, em comparagdo com os grupos controle (CS e CT). O grupo DT né&o
acompanhou este aumento, apresentando aspecto idéntico aos grupos CS e CT.
Este resultado mostra que pode ter ocorrido uma deposi¢ao de colageno do tipo Il
nos animais do grupo DS, representada pelas fibras evidenciadas pela reacéo,
possivelmente devido a um estado inicial de fibrose, que poderia ter progredido,
atingindo estagio avangados, como observado em humanos por Shimizu e cols,
(1993).

Em contrapartida, estudo realizado com modelos animais de diabetes induzidos

por estreptozotocina, ndo encontraram alteracbes na quantidade de colageno lli,
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apos 18 semanas de diabetes (NEMOTO et al, 2006). Este mesmo estudo aponta
para um aumento na presenca de laminina e colageno do tipo IV, constituintes da
membrana basal de capilares, em capilares de animais diabéticos, bem como para
um aumento da tortuosidade destes capilares, assim como observado nos capilares
do grupo DS. Apesar da grande quantidade de estudos relacionados com as
alteragdes causadas pelo diabetes no balango dos tipos de colageno presente na
musculatura cardiaca, este ainda carece de maiores explicagdes.

O protocolo de atividade fisica realizado neste experimento se mostrou eficiente
principalmente na prevencédo de boa parte dos efeitos danosos causados pelo
diabetes do Tipo |, possivelmente devido a melhora induzida pelo exercicio nas

condi¢gdes metabdlicas dos animais diabéticos.

1.7.CONCLUSAO

Com base nos resultados observados, pode-se concluir que a pratica de
exercicios fisicos regulares pode apresentar um papel importante na possivel
prevengcdo, ou mesmo na recuperacao, das alteragcbes negativas causados pelo
diabetes, em um modelo animal, devido a significativa melhora no aspecto
metabdlico dos animais diabéticos. Porém, € sempre valido lembrar que ha uma
grande limitagdo em simplesmente aplicar os resultados deste estudo para as

alteracdes causadas pelo diabetes em humanos.
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Tabela 1. Caracterizagao qualitativa dos resultados obtidos nas técnicas

histoquimicas.
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Técnica
Histoquimica/Rato

Cs1

CS2

CS3

CT1

CT2

CT3

DS1

DS2

DS3

DT1

DT2

DT3

PAS-Endomisio

++

++

++

++

++

++

+++

+++

+++

+++

++

+++

PAS-Fibra

++

+

+

++

Rs

ae

++

++

++

4b

Picrossirius

++

+

++

++

++

++

+++

++++

++++

+++

++

++

Prata Amoniacal

+++

++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

(+) Reacéo fraca com a técnica de coloracéo; (++) Reagdo moderada com a técnica de coloragéo;
(+++) Reacao forte com a técnica de coloragdo; (++++) Reacéo intensa com a técnica de coloragéo;
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Figura 1 — Miocardio submetido técnica HE (400x). Observe a visivel desorganizacdo das fibras no
canto superior direito de DS e o aumento dos nucleos em CT; As setas (") indicam discos
intercalares; C-capilar sanguineo; CS-Controle Sedentario; CT-Controle Treinado; DS-Diabético

Sedentario; DT-Diabético Treinado.
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Figura 2 — Miocardio submetido técnica PAS (400x). Observe o significativo aumento da intensidade
de reacdo no endomisio do grupo DS. As setas (") indicam discos intercalares; C-Capilar sanguineo;
CS-Controle Sedentario; CT-Controle Treinado; DS-Diabético Sedentario; DT-Diabético Treinado.
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Figura 3 — Miocardio submetido técnica Picrossirius-Hematoxilina (400x). Observe o aumento da
intensidade da reacdo no endomisio em DS. As setas (") indicam discos intercalares; As cabecas de
setas () indicam as fibras colagenas; C-Capilar sanguineo; CS-Controle Sedentario; CT-Controle
Treinado; DS-Diabético Sedentério; DT-Diabético Treinado.
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Figura 4 — Miocardio submetido técnica Prata Amoniacal (400x). Observe a intensidade de reacao

bastante similar nos quatro grupos. As setas (™) indicam as fibras elasticas. VS= Vaso Sangiiineo;
CS-Controle Sedentario; CT-Controle Treinado; DS-Diabético Sedentario; DT-Diabético Treinado.
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ANALISE ULTRAESTRUTURAL DAS ALTERACOES
CAUSADAS PELO DIABETES EXPERIMENTAL NA
MUSCULATURA VENTRICULAR ESQUERDA: EFEITOS DO
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2.1.RESUMO

O Diabetes Mellitus, sindrome de etiologia multipla decorrente da falta de insulina
e/lou da resisténcia a sua acgdo, tem o numero de casos aumentando
significativamente nas ultimas décadas. Experimentalmente, o diabetes pode ser
induzido de varias formas, por exemplo com a utilizagdo de hormbnios como
glucagon, somatotropina, glicocorticéides, adrenalina, entre outros, sendo que para
a inducdo do diabetes tipo | permanente podem ser utilizadas drogas especificas
como a Aloxana. A doenca cardiovascular é a principal causa de morbidade e
mortalidade em pacientes com diabetes tipos | e |l, acometendo cerca de metade de
todos os diabéticos. Estudos apontam ainda para a existéncia de uma
cardiomiopatia diabética especifica que contribui para o aumento do risco de morte
por problemas cardiacos para os dois tipos de diabetes, independente de outros
fatores como problemas macrovasculares. A diminuigcdo da capacidade de contragéo
das fibras musculares cardiacas, caracteristica da cardiomiopatia diabética, pode
também estar relacionada com alteragdes estruturais e bioquimicas. Atualmente, o

exercicio fisico regular tem sido considerado como umas das principais abordagens



41

no tratamento do diabetes do tipo I, podendo levar a uma melhora no desempenho
cardiaca atingindo numeros muito préximos ao de coragdes né&o-diabéticos. Este
estudo tem por objetivo avaliar as alteragdes ultraestruturais causadas pelo diabetes
na musculatura ventricular esquerda de ratos diabéticos, bem como o efeito do
exercicio fisico na recuperacdo ou prevencao destas alteragdes. Para isso, foram
utilizados ratos adultos da linhagem Wistar, divididos em quatro grupos: diabéticos
sedentarios (DS), diabéticos treinados (DT), controle sedentario (CS) e controle
treinado (CT), sendo que os grupos treinados realizaram um protocolo de
treinamento fisico. O diabetes experimental do tipo | foi induzido por meio da
aplicagéo de aloxana monoidratada Sigma (35 mg/kg de peso corporal) dissolvida
em tampao citrato 0,01M, pH 4,5. O protocolo de treinamento consistiu de natagao
por 60 minutos diarios, 5 dias por semana, durante 8 semanas consecutivas e com
sobrecarga atada ao torax, correspondendo a Maxima Fase Estavel do Lactato
(MFEL). Os animais do grupo DS apresentaram grande desorganizacdo das
miofibrilas, miofibrilas em degeneracdo e mitocdndrias com matriz mitocondrial
alterada, quando comparados aos animais dos grupos controles (CS e CT). Os
animais do grupo DT apresentaram organizacgéo tecidual muito préxima a observada
nos controles, porém exibiram mitocéndrias com algumas alteragbes morfolégicas
em decorréncia do exercicio. As mesmas alteragbes foram observadas em CT. O
exercicio fisico regular se mostrou benéfico em prevenir as alteragbes morfologicas,

decorrentes do diabetes experimental, analisadas neste trabalho.

2.2.INTRODUCAO

O Diabetes mellitus, sindrome de etiologia multipla decorrente da falta de insulina
elou da resisténcia a sua agdo (NEGRAO & BARRETTO, 2006), tem o numero de
casos aumentando significativamente nas ultimas décadas. Dados da estimativa da
Organizacdo Mundial de Saude mostram que em 2003 cerca de 177 milhdes de
pessoas nho mundo eram diabéticas, e que em 2030 o numero de pessoas
acometidas pela doenga deve chegar a 366 milhdes (WILD et al., 2004). No Brasil, o
diabetes atinge cerca de 7% da populagcéo (OLIVEIRA, 2000), sendo considerado
pelo Ministério da Saude um dos maiores problemas de saude publica atualmente.

Segundo a Associagdo Americana de Diabetes o diabetes pode ser classificado
da seguinte maneira (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2006):
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- Diabetes mellitus Tipo 1 (insulino-dependente): Quando ha destruicdo das
células B-pancreaticas, causando um quadro de deficiéncia absoluta de insulina.
Pode ter causa autoimune ou idiopatica.

- Diabetes mellitus Tipo 2 (ndo insulino-dependente): Quando ha varios graus de
deficiéncia e resisténcia a acédo da insulina.

- Diabetes Gestacional: Causada por alteragbes hormonais e metabdlicas durante
a gravidez, que induzem a um quadro de resisténcia a insulina.

- Outros tipos de diabetes: Sado causados por problemas genéticos, doencgas
pancreaticas ou enddcrinas, infecgdes virais, dentre outras causas.

Experimentalmente, o diabetes pode ser induzido de varias formas por exemplo,
com a utilizagdo de hormdnios como glucagon, somatotropina, glicocorticoides,
adrenalina, entre outros. Para a indugao do diabetes tipo 1 permanente podem ser
utilizadas drogas especificas dentre as quais destacam-se a Aloxana (ALX) e a
Estreptozotocina (STZ), que destroem seletivamente as células beta-pancreaticas
gerando um quadro de hipoinsulinemia permanente (LERCO et al., 2003; WEI et al.,
2003).

O individuo diabético apresenta diminuicdo na utilizacdo de glicose pelas suas
células e, como consequéncia, ocorre aumento da concentracdo de glicose
circulante (hiperglicemia). Outros sintomas também podem se manifestar, dentre os
quais a poliuria, a polidipsia, a glicosuria (presenca de glicose na urina), a fome
exagerada (polifagia) e 0 aumento na presenga de corpos cetdnicos na urina e no
sangue (LEON, 1987).

A hiperglicemia é o principal fator, a nivel celular, responsavel pela promocao e
progressao das doengas vasculares causadas pelo diabetes. Uma caracteristica das
doengas vasculares causadas pelo diabetes é o aumento da espessura da
membrana basal (FEENER & KING, 1997).

A doencga cardiovascular é a principal causa de morbidade e mortalidade em
pacientes com diabetes tipos | e Il, acometendo cerca de metade de todos os
diabéticos (SMANIO, 2007). Se forem comparados aos n&o-diabéticos, os diabéticos
apresentam mais eventos cardiacos e maior freqiéncia de isquemia silenciosa
(AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 1998).

Estudos apontam ainda para a existéncia de uma cardiomiopatia diabética
especifica (FRIEDMAN, 1989; LEDET, 1976; PIERCE et al, 1983) que contribui para

o aumento do risco de morte por problemas cardiacos para os dois tipos de
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diabetes, independente de outros fatores como problemas macrovasculares. Essa
cardiomiopatia acarreta numa disfungéo da diastole e da sistole, disturbios esses
caracterizados pela contragdo e pelo relaxamento prolongados e em menor
velocidade e pela redugdo do poder de contracdo de todo o coracgdo, do tecido
muscular cardiaco e de midcitos ventriculares isolados (LI, CULVER e REN, 2003).
Embora os processos relacionados a essa patologia ndo sejam ainda bem
conhecidos, especula-se que estes estejam ligados a redugdo da producédo de
energia devido a diminuicdo da respiragdo mitocondrial e da atividade das
desidrogenases, a disfuncdo nas proteinas regulatérias e contrateis, bem como o
prejuizo da homeostase de calcio intracelular (LI, CULVER e REN, 2003).

A diminuicdo da capacidade de contracdo das fibras musculares cardiacas,
caracteristica da cardiomiopatia diabética, pode também estar relacionada com
alteracdes estruturais e bioquimicas (VADLAMUSDI et al., 1982). Em fibras
musculares estriadas de individuos sadios, as mitocondrias s&o encontradas
intimamente associadas as gotas de lipidios sendo que ambas se dispbe entre as
miofibrilas, porém quando observou-se as fibras de individuos diabéticos foram
encontrados miofilamentos desorganizados e desaparecimento de linhas Z
(TAKESHITA et al., 1997), miofibrilas anormais com varios graus de degeneracéo, e
mitocondrias intumescidas e com arranjo anormal e do acumulo de gotas de lipideos
(TOMITA et al., 1996).

As alteragbes morfoloégicas no coragdo diabético incluem a hipertrofia dos
miocitos, o aumento da matriz colagena, fibrose intersticial entre outras. Essas
alteragdes sao, provavelmente, conseqiiéncias do metabolismo alterado de glicose e
acidos graxos no miocardio. Além disso, a hiperglicemia cronica leva a producéo de
produtos finais de glicagdo avancadas (AGEs) e espécies reativas de oxigénio
(ROS) que afetam os canais ibnicos, a homeostase do calcio, bem como problemas
de disfuncao contratil (PICCINI et al, 2004). Varios trabalhos reportaram outras
alteracbes no miocardio de individuos diabéticos como a diminuicdo do reticulo
sarcoplasmatico e dos tubulos T, o aumentos do tamanho das mitocéndrias (AYAZ
et al, 2002) e alteragdes nas proteinas contrateis do miocardio (TAKEDA, 2009).

As mitocdndrias sdo as organelas mais abundantes nas células musculares
cardiacas, sendo responsaveis pela maior parte da energia utilizada pelo miocardio
via fosforilagéo oxidativa (YANG et al 2009). Estudos mostram a presenca de varias

alteragbes morfolégicas e funcionais nas mitocondrias dos individuos diabéticos. A
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hiperglicemia do diabético estimula o sistema de transporte de elétrons das
mitocOndrias, levando ao aumento na producdo de ROS que danificam o DNA
mitocondrial (TAKEDA, 2009) causando alteragbes em seu funcionamento.
Pesquisas mostram ainda que a capacidade oxidativa mitocondrial se mostra
reduzida no diabetes tipo | (PIERCE & DHALLA, 1985; TANAKA, KONNO e KAKO,
1992; LASHIN & ROMANI, 2004). Ja a respiragdo mitocondrial se mostrou reduzida
em ratos obesos com diabetes tipo Il, além da ocorréncia da baixa expressdo de
proteinas que participam da fosforilagdo oxidativa (PIERCE & DHALLA, 1985),
alteragdes que contribuem para a disfuncao cardiaca, pois reduzem a producao de
ATP podendo levar a diminui¢cdo das reservas de fosfato no miocardio, contribuindo
para a redugdo da contragdo deste (VEKSLER, MURAT & VENTURA-CLAPIER,
1991).

Atualmente, o exercicio fisico regular, juntamente com a insulinoterapia e o
planejamento alimentar, tem sido considerado como umas das principais
abordagens no tratamento do diabetes do tipo I. O tratamento tem como objetivo
aproximar as condi¢gdes metabodlicas do individuo com diabetes tipo | ao estado
fisiologico normal, prevenindo ou retardando as complicagdes crdnicas do diabetes.
(DE ANGELIS et al, 2006).

O exercicio induz adaptagcées metabdlicas relevantes, tais como o aumento na
utilizacdo de glicogénio muscular durante o exercicio fisico, aumento do niumero e
tamanho das mitocondrias musculares, aumento da atividade das enzimas-chave da
mobilizacdo e oxidagdo dos lipideos e aumento da sensibilidade dos tecidos
periféricos a insulina (KRAUS et al., 2002; LUCIANO et al. 2002). O exercicio fisico
promove ainda alteragbes agudas e cronicas nos sistemas neuroendécrino e
cardiovascular (BENETTI, 1996).

Além disso, tanto individuos diabéticos como individuos n&o diabéticos
apresentam melhor sensibilidade a insulina induzida pelo exercicio, efeitos estes
causados por uma serie de adaptacbes do organismo tais como: aumento da
densidade capilar, aumento da expressao e translocacdo de GLUT4 para a
membrana plasmatica, aumento das fibras musculares mais sensiveis a agédo da
insulina, dentre outros (DE ANGELIS et al, 2006).
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2.3.0BJETIVOS

Através da analise das fibras musculares cardiacas e de suas mitocondrias, este
trabalho tem como objetivo avaliar danos ultraestruturais causados pelo diabetes
experimental na musculatura ventricular esquerda de ratos diabéticos aloxanicos,
bem como avaliar os efeitos do exercicio fisico moderado sobre a possivel

recuperacgao ou prevencao dessas alteragdes.

2.4.MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa e Mérito Cientifico do
Centro Universitario Herminio Ometto - UNIARARAS (protocolo numero 634/2008).

Foram utilizados 38 ratos adultos da linhagem Wistar (Rattus Norvegicus Albinus
Wistar), machos, com aproximadamente 70 dias de idade no inicio do experimento,
provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual Paulista (UNESP) de
Botucatu. Os animais foram alojados em gaiolas de polietileno, medindo 37 x 31 x 16
centimetros, e mantidos a temperatura ambiente de 25° C, com fotoperiodo de 12
horas de claro e 12 horas de escuro, alimentados com ragéo balanceada Purina®

padrédo e agua “ad libitum”.

2.4.1. Inducédo do diabetes e delineamento experimental

Para inducdo do diabetes experimental, os animais foram anestesiados
moderadamente com éter etilico e, em seguida, receberam Aloxana monoidratada
Sigma (35 mg/kg de peso corporal), dissolvida em tampao citrato 0,01M, pH 4,5,
injetada na veia peniana. Apds este procedimento, os ratos foram recolocados nas
gaiolas, recebendo no primeiro dia pos-aloxana, solugdo de agua e glicose (15%),
além de racéo (LUCIANO & LIMA, 1997). Cinco dias ap6s a administragao da droga,
foi realizado um teste de glicemia para comprovacao do estado diabético dos
animais, sendo considerados diabéticos apenas aqueles ratos que apresentaram
glicemia igual ou superior a 200 mg por 100 mL de sangue, sendo descartados os
demais, com a glicemia inferior a 200 mg%. Os animais diabéticos, juntamente com
0s animais ndo induzidos (controles) foram entdo distribuidos aleatoriamente nos

seguintes grupos:
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-Controle Sedentario (CS) - ratos sadios que né&o realizaram exercicios fisicos.
N=8;

-Controle Treinado (CT) - ratos sadios que realizaram um protocolo de exercicios
fisicos. N=10;

-Diabético Sedentario (DS) - ratos diabéticos aloxanicos que n&o realizarm

exercicios fisicos. N=10;

-Diabético Treinado (DT) - ratos diabéticos aloxénicos que realizaram o mesmo

protocolo de exercicios fisicos do grupo (CT). N=10;

2.4.2. Protocolo de Treinamento

Todos os ratos foram submetidos a testes de esfor¢co para a identificacdo da
Maxima Fase Estavel de Lactato (MFEL) por meio da qual foi definida a sobrecarga
para cada grupo de treinamento (GOMES et al, 2009).

O protocolo de exercicios consistiu de natagdo por 1 hora/dia, 5 vezes/semana,
durante 8 semanas consecutivas e com sobrecarga atada ao térax (em % do peso
corporal) correspondendo a MFEL (4,8% para animais diabéticos e 5,2% para
animais sadios).

Periodo de adaptacédo: Com a finalidade de respeitar o principio fisioldégico da

sobrecarga, os animais realizaram uma adaptagdo ao meio aquatico com aumento
progressivo da sobrecarga. As sessdes de natacao foram realizadas em tanques de
amianto com 100 cm de comprimento, 70 cm de largura e 60 cm de altura. A agua
foi mantida numa profundidade de 40 cm, para que os animais nao pudessem apoiar
a cauda no fundo do tanque. A temperatura da agua foi mantida em 31°C + 1° C,
durante a realizacdo do exercicio, por ser considerada termicamente neutra em

relacéo a temperatura dos ratos.

2.4.3. Avaliacdo dos animais e sacrificio

Durante o periodo experimental, os ratos foram avaliados semanalmente com
relacéo ao peso corporal e ingestao hidrica e alimentar.

Ao final do periodo experimental, os ratos de cada grupo foram mantidos em
repouso por 48 horas em relagéo a ultima sesséo de exercicios, sem jejum prévio. O
sacrificio foi realizado por decapitacdo em guilhotina, com prévia anestesia em
camara de CO,. O sangue coletado foi centrifugado a 3000 rpm por 10 minutos e a

partir do soro foi realizada a analise de glicemia: a glicose foi determinada pelo
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método enzimatico colorimétrico da glicose oxidase-peroxidase (HENRY, CANNON
& WILKEMAN 1974).

Baseado nos valores obtidos na analise de glicemia, foram selecionados trés
animais por grupo, cuja glicemia foi a mais representativa dentro deste. Destes
animais selecionados foram entdo coletadas as amostras para a realizacdo da

analise ultraestrutural (microscopia eletrbnica de transmisséo).

2.4.4. Microscopia Eletrénica de Transmisséo (Rotina)

Fragmentos do ventriculo esquerdo foram fixados em glutaraldeido 2,5% e
tampéao cacodilato de sédio 0,1M (pH 7,2) durante 24 horas em geladeira. A seguir,
foram processadas duas lavagens em tampao cacodilato de s6dio com duragéo de
15 minutos cada uma e, em seguida, foi realizada a pds-fixacdo em tetroxido de
o6smio a 1% durante uma hora no escuro. O material foi, entdo, lavado por 15
minutos no mesmo tampé&o por duas vezes.

Para a contrastacao, o material foi colocado em acetato de uranila 1% dissolvido
em alcool 10% por 8 horas, sendo em seguida desidratado em alcoois (de 70 a
100%) e, posteriormente, embebido em resina Epon mais acetona (1:1) por 24 horas
sob agitacdo. O material foi entdo incluido em resina Epon pura e levado a estufa
por 72 horas, a 60°C, para polimerizagao.

O material foi cortado em ultramicrotomo Porter Blum, colocado em grades de
cobre e em seguida contrastado em acetato de uranila (45 minutos) e citrato de
chumbo (15 minutos) (REYNOLDS, 1963). Posteriormente, as amostras foram
analisadas e fotografadas ao microscépio eletrénico de transmisséo Philips CM100
do laboratério de microscopia eletrénica do departamento de Biologia, UNESP - Rio

Claro.

2.5.RESULTADOS

2.5.1. Andlises prévias ao sacrificio dos animais.

Os valores médios de glicemia obtidos para os animais sao apresentados na
Tabela 1. Observa-se o aumento significativo das concentragdes de glicose no soro
dos animais diabéticos. Quando se compara o grupo diabético sedentario (DS) com
o grupo diabético treinado (DT) observa-se uma leve reducdo da glicemia final,

porém essa reducao nao apresentou diferengas estatisticas.



48

A média do peso corporal semanal dos animais durante o periodo de estudo
encontra-se apresentada na Tabela 2 e Figura 2. Pode-se observar que os animais
controle (CS e CT) mostram uma taxa de crescimento constante durante todo o
periodo experimental, com leve ganho de peso ao final do experimento. Em
contrapartida, observou-se que os animais diabéticos (DS e DT) apresentaram
redugéo significativa no peso quando comparados aos animais sadios (p<0,05),
principalmente a partir da segunda semana de treinamento onde os dois grupos
diabéticos passaram a diferir significativamente dos animais controle.

Os dados referentes a ingestao hidrica e alimentar sdo apresentados na Tabela 3
e Figura 3. A partir dos dados da evolugéo da ingestédo alimentar (Figura 3A) pode-
se observar claramente o quadro de polifagia, caracteristica marcante do diabetes.
Isto porque os animais dos grupos diabéticos (DS e DT) apresentaram consumo de
alimento significativamente maior quando comparados aos grupos controles (CS e
CT). A comparacédo entre o grupo DT e o grupo DS ndo evidenciou diferenca
significativa, porém o consumo alimentar médio dos animais DT foi levemente menor
do que o observado para os individuos do grupo DS. Também ndo foram
encontradas diferencas significativas para a comparagao entre grupos controle (CS
e CT).

Quanto a ingestao hidrica, também ficou evidente através da Figura 3B a
ocorréncia de polidipsia nos animais dos grupos diabéticos (DS e DT). Estes
apresentaram um consumo significativamente maior de agua quando comparado
aos animais dos grupos controle (CS e CT). Ao final do experimento ndo foram
encontradas diferencas significativas entre os grupos controles (CS e CT). Também
ndo foram encontradas diferencgas significativas quando os grupos diabéticos (DS e
DT) foram comparados entre si, porém pode-se observar que ao longo do
experimento houve diferengca no consumo hidrico desses grupos principalmente a

partir da segunda semana de experimento.

2.5.2. Microscopia Eletronica de Transmissao

Fibras musculares

A andlise da musculatura ventricular esquerda dos animais do grupo controle
sedentario (CS) ndo apresentou modificagdes em relacdo ao aspecto considerado
normal para as fibras musculares (Figura 4). As miofibrilas se apresentaram

bastante compactas, separadas por mitocdndrias alinhadas. Os sarcémeros
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apresentaram linhas Z bastante evidentes, além de permitir a clara identificagéo das
bandas A, | e H (Figura 6). Também foi possivel identificar com facilidade regides do
reticulo sarcoplasmatico.

Os individuos do grupo controle treinado (CT) apresentaram morfologia normal
das miofibrilas (Figuras 4 e 7) sendo possivel, assim como observado para o grupo
CS, a identificacao de linhas Z, bem como a identificagdo das bandas A, | e H
(Figura 6). Regides do reticulo sarcoplasmatico também foram visualizadas e
apresentaram aspectos idénticos ao observado para os animais do grupo controle
sedentario.

A analise ultraestrutural da musculatura ventricular esquerda dos animais do
grupo diabético sedentario (DS) apresentou algumas alteracdes morfolégicas em
relacéo aos grupos controle (CS e CT). Ficou evidente em DS a desorganizag¢ao das
fiboras da musculatura ventricular esquerda nos animais, caracterizado pela
desorganizacdao das miofibrilas (Figura 8B), que ndo apresentaram o padrdo em
paralelo observado para os animais dos grupos controle (CS e CT). Além disso, as
miofibrilas apresentaram com didmetro menor nos animais do grupo DS (Figura 6)
quando comparadas com as miofibrilas dos grupos controle (CS e CT). Pode-se
notar que as linhas Z do grupo DS apresentaram-se mais largas e com
eletrondensidade irregular em comparagéo aos controles (CS e CT). Foram também
observadas em DS, regibes onde as miofibrilas se apresentaram degeneradas
(Figura 8A).

Também ficou evidente o aumento na presenca de coldgeno na musculatura
ventricular esquerda nos animais do grupo DS (Figura 5), em comparagao com 0s
grupos controle, onde pouco colageno foi encontrado

Os animais do grupo diabético treinado (DT) apresentaram a organizacao tecidual
da musculatura ventricular esquerda muito proxima a observada nos animais dos
grupos controle (CS e CT). As miofibrilas apresentaram-se de maneira compacta,
com orientagao paralela (Figura 5) e sendo facilmente distinguiveis as bandas A, | e
H, bem como a linha Z (Figura 6). Pode-se observar também a presenca de
vesiculas do reticulo sarcoplasmatico.

A presenca de fibras de colageno foi menos evidente no grupo DT em
comparagao ao grupo DS, apresentando poucas fibras de colageno entre as fibras

musculares assim como observado para os animais dos grupos controle (CS e CT).
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Quanto a analise dos discos intercalares (Figura 9), foi possivel observar que os
animais treinados (CT e DT) apresentaram a regido do espacgo intercelular mais
delgada, em comparagdo ao grupo CS. Também foi possivel observar que os
discos intercalares nos animais do grupo DS apresentaram essa mesma regidao mais

espagada, com uma maior eletrondensidade, em comparacgéo ao grupo CS.

Mitocondrias

As mitocondrias dos animais do grupo CS mostraram-se bastante preservadas e
com sua morfologia normal, sendo claramente reconhecidas a dupla membrana, as
cristas e a matriz mitocondrial.

As mitocdndrias observadas na musculatura ventricular dos animais do grupo CT
apresentaram uma série de diferencas quando comparadas com as mitocéndrias
encontradas no grupo CS. A principal diferenca observada foi quanto a sua
quantidade, sendo que estas s&do em numero bastante elevado em CT, quando
comparadas aquelas de CS.

Além disso, foram observadas diferengcas morfolégicas nas mitocéndrias dos
animais do grupo CT. Estas apresentaram-se com formas incomuns, com alguns
pontos de invaginagdo na sua membrana (Figura 7B), os quais variavam em
quantidade e profundidade. Além disso, foi observado o aumento no tamanho das
mitocondrias.

Os animais do grupo DS apresentaram grande aumento no numero de
mitocondrias (Figura 8), bem como um aumento no volume de grande parte dessas,
em comparagdo com o0s animais controle. Além disso, pode-se observar a
diminuicdo da eletrondensidade da matriz mitocondrial, bem como certo grau de
desorganizacdo e degeneracdo das cristas mitocondrias (Figura 10) quando
comparado com o observado para os animais controle (CS e CT).

Em geral, as mitocéndrias dos animais do grupo DT apresentaram-se com
aspecto bastante proximo ao observado nos animais do grupo CT, com grande
variedade de formas e tamanhos, numerosas cristas mitocondriais e a presenca de
algumas invaginagdes da dupla membrana mitocondrial (Figuras 5 e 10). Algumas
mitocondrias apresentaram o aspecto pouco eletrondenso da matriz mitocondrial,

observado nos animais do grupo DS.
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2.6.DISCUSSAO

Analises prévias ao sacrificio dos animais

O Diabetes mellitus € classificado como um grupo de moléstias metabdlicas
caracterizadas principalmente pelo quadro de hiperglicemia. Neste trabalho, a
destruicdo das células B pancreaticas devido a acado citotoxica da aloxana (ver
LENZEN, 2008 para detalhes sobre a agcdo da droga) provavelmente gerou um
quadro de hipoinsulinemia permanente nos animais dos grupos diabéticos (DS e DT)
e consequente hiperglicemia.

A pratica regular de atividade fisica vem sendo positivamente utilizada na
prevencdo primaria e secundaria de numerosas doencgas cronicas dentre as quais se
encontra o diabetes. Tal efeito € alcangado pelas varias modificagdes causadas pelo
exercicio no organismo. Sabe-se que o exercicio fisico crénico reduz a mobilizagao
do tecido adiposo e possivelmente melhora a captacéo e utilizagdo dos acidos
graxos livres nos individuos diabéticos (LUCIANO, E. 1996).

Em modelo animal de Diabetes mellitus, Luciano e Melo (1998) verificaram a
ocorréncia da reducado do nivel glicémico dos animais treinados, assim como foi
observado no presente trabalho onde houve leve redugcéo da glicemia média final
nos animais do grupo DT quando comparados aos DS. A recuperagao, mesmo que
ndo significativa, dos niveis glicémicos nos animais diabéticos treinados,
possivelmente se deve a melhora na captagao periférica da glicose devido a maior
sensibilidade das células musculares e adiposas a insulina, em organismos
treinados (LUCIANO e MELLO, 1998). Essa melhor captagdo estaria relacionada
com o aumento no numero de transportadores de glicose insulinoseinsiveis (GLUT)
para as membranas celulares e tubulos transversos nos musculos (SHERMAN et al,
1993). A insulina atua sobre receptores encontrados na membrana plasmatica,
desencadeando uma série de reacgdes que resultam na mobilizacdo do GLUT
armazenados em vesiculas no reticulo endoplasmatico para a membrana da célula
(NEGRAO & BARRETTO, 2006). Além disso, os estimulos contrateis da musculatura
levam a translocagédo de GLUT-4 a membrana plasmatica pela via sinalizadoras da
AMPK (MACHADO, SCHAAN & SERAPHIN, 2006), sendo uma possivel causa da
melhora no quadro glicémico dos animais DT observada no presente trabalho.

Quanto aos resultados obtidos com relagéo a evolugéo do peso corporal, ingestao

hidrica e alimentar, todos os dados mostraram-se de acordo com o esperado em um
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quadro clinico de diabetes. A comparagéo dos animais dos grupos controle (CS e
CT) com os animais diabéticos (DS e DT) mostrou uma redugdo média significativa
no peso corporal. Possivelmente isto tenha ocorrido devido aos graves disturbios
metabdlicos causados pela falta da insulina ou mesmo pela ocorréncia de proteinas
e gorduras do tecido muscular e adiposo. Mesmo amenizando os efeitos de algumas
alteragcbes metabdlicas do diabetes, o exercicio fisico ndo foi suficiente para impedir
ou diminuir a perda de peso dos animais diabéticos treinados (DT).

O exercicio fisico também nao foi eficaz em reduzir a polidipsia (sede exagerada),
tampouco reduziu a polifagia, ambos sintomas observados para os animais
diabéticos (DS e DT). A polidipsia, comprovada pelo significativo aumento do
consumo hidrico dos animais diabéticos, ocorreu possivelmente devido ao quadro de
glicosuria, decorrente da hiperglicemia e que induz a diurese (NEGRAO &
BARRETTO, 2006). Quanto ao quadro de polifagia, evidenciado pelo significativo
aumento da quantidade de ragdo consumida pelos animais diabéticos (DS e DT), o
estudo realizado por Sindelar et al (1999) sugere que este seja decorrente ndo da
perda de peso observada em diabéticos, mas sim de alteragdes na resposta cerebral
aos hormdnios insulina, leptina ou de ambos. O mesmo estudo mostrou que, para o
modelo animal de diabetes induzido por estreptozotocina, a deficiéncia em leptina
modula, em parte, o0 aumento no consumo alimentar. Outros trabalhos sugerem
ainda que a concentracdo plasmatica de grelina também altere o consumo de

alimentos em ratos com diabetes induzido por estreptozotocina (ISHII et al, 2002).

Fibras musculares

A analise ultraestrutural da musculatura ventricular esquerda apresentou discretas
alteragdes na morfologia muscular, quando se comparou o grupo diabético treinado
(DT) com os demais grupos. Em ambos os grupos controle (CS e CT) e no grupo
diabético treinado (DT) observou-se uma organizacdo normal das miofibrilas,
dispostas paralelamente umas as outras, sendo geralmente separadas por fileiras de
mitocondrias. Nestes trés grupos foi possivel identificar com facilidade os
sarcomeros e suas subdivisdes (bandas A, | e H) bem como as linhas Z.

Quando se analisou os individuos do grupo diabético sedentario (DS) pode-se
observar a desorganizacdo das miofibrilas, em comparacdo aos demais grupos.
Essa desorganizagao é consistente com resultados previamente analisados neste

trabalho, onde a mesma desorganizacao foi observada na analise histologica. Isto
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pode ser atribuida aos efeitos causados pela prolongada hiperglicemia a que se
encontram sujeitos os animais diabéticos, induzindo a alteragbes degenerativas no
tecido, possivelmente devido a presenca de radicais livres de oxigénio e ao estresse
oxidativo por eles causados (OBERLEY, 1988; TAKEDA 2009). O estresse oxidativo
também pode ser considerado uma das causas da degeneracdo observada em
algumas regides da musculatura ventricular no grupo DS, e é considerado fator que
contribui para o acelerado processo de apoptose observado no miocardio diabético
(ANEJA et al, 2008).

As alteracbes morfoldégicas encontradas em DS, como a degeneragdo das
miofibrilas e a presenca de miofibrilas com menor tamanho, estdo de acordo com o
observado na literatura. Ayaz et al (2002) observaram perda de miofilamentos das
miofibrilas, superficie irregular das células, linhas Z aumentadas, bem como fibrose e
dano na musculatura cardiaca, enquanto outros trabalhos encontraram degeneracéo
miofibrilar (MCGRATH E MCNEILL, 1986; SEAGER et al,1984 apud HOWARTH et
al ,2000). Além disso, estudo realizado com ratos diabéticos KK-AY, mostrou arranjo
irregular de miofilamentos e desaparecimento das linhas Z, alteragbes
provavelmente relacionadas com anormalidades no metabolismo de calcio e com o
conteudo de metais como magnésio, ferro e zinco (TAKESHITA et al, 1997).

A maior presenca de fibras de coldgeno na musculatura dos animais do grupo DS
pode ter sido resultado da deposicédo de colageno desencadeada pelas alteragdes
metabolicas associadas ao diabetes. As fibras de colageno | e Ill sdo considerados
0s principais componentes estruturais do intersticio do miocardio e, uma quantidade
aumentada ou estrutura alterada deste componente fibrilar, pode influenciar
negativamente as contracdes sistolicas e diastélicas (JALIL et al, 1989). As regides
de fibrose intersticial, também registradas em pacientes diabéticos, s&o compostas
em grande parte por fibras colagenas (SHIMIZU et al, 1993). O aumento de fibras
colagenas observado no grupo DS pode ser indicativo de um processo inicial de
fiborose no miocardio, o que em longo prazo poderia causar graves disfuncdes
cardiacas.

Os animais pertencentes ao grupo diabético treinado (DT) apresentaram a
organizagao das miofibrilas muito proxima a observada nos individuos controle (CS
e CT). Provavelmente, essa semelhanca se deva a prevencao promovida pelo
exercicio aos danos causados em decorréncia das alteragbes metabdlicas

encontradas em diabéticos. Isso porque o exercicio fisico promove a atenuagcao da
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hiperglicemia causada pela atividade fisica (LUCIANO & LIMA, 1997) sendo esta a
principal causa por tras do estresse oxidativo e pelos conseqiientes danos no tecido.

Por outro lado, alguns estudos ndo mostraram as mesmas alteragbes observadas
no presente estudo. Howarth et al (2000) ndo observaram grandes diferengcas na
musculatura cardiaca de ratos diabéticos apés 4 e 8 meses da aplicagdo de
estreptozotocina. Além disso, este mesmo trabalho mostrou que as alteragbes
morfolégicas nos miofilamentos e estruturas associadas n&do explicam a disfungéo
contratil observada na musculatura ventricular de ratos diabéticos.

Os Discos intercalares, complexos juncionais exclusivos da musculatura cardiaca,
encontrados na interface de células musculares adjacentes, (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 2004), apresentaram diferencas entre os grupos, quando analisados
por microscopia eletrénica de transmissao.

As diferengas encontradas nos animais dos grupos treinados (CT e DT), em
relacdo ao CS, provavelmente se devem a sobrecarga que a musculatura sofre
devido a maior freqiiéncia cardiaca promovida pelo treinamento dinamico. O maior
estresse mecénico a que estas células estao sujeitas pode ter causado um aumento
na quantidade das proteinas dos complexos juncionais, deixando o espacgo
intercelular mais delgado. Ja as alteragbes observadas nos discos intercalares dos
animais do grupo DS possivelmente devem-se as altera¢cdes metabdlicas causadas
pelo diabetes. Porém, séo raros os estudos que apresentam estudos ultraestruturais
destes complexos juncionais, sendo que a causa destas alteragbes permanecem
desconhecidas. Howarth et al (2000) ndo observaram diferencas nos discos
intercalares, porém alguns autores relataram a separagdo dos discos intercalares
em ratos diabéticos apds dois meses de indugéo por estreptozotocina. (SEAGER et
al,1984 apud HOWARTH et al, 2000).

Mitocondrias

Quando comparados, os grupos controle (CS e CT) apresentaram pequena
diferenca quanto ao aspecto das mitocdndrias, além do grande aumento na
quantidade no grupo CT, sendo o mesmo observado na comparac¢ao do grupo CS
com o grupo DT.

O estudo classico de Laguens et al (1967) evidenciou diferengas morfolégicas em
mitocondrias de ratos submetidos ao exercicio. Neste estudo os autores mostraram

que apo6s 90 e 120 minutos de exercicio a massa de mitocondrias na musculatura foi
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significativamente maior do que em animais que permaneceram inativos,
aparentemente devido ao aumento do volume individual das mitocéndrias.

Além disso, o0 mesmo estudo mostrou mudangas na forma das mitocéndrias, com
o0 aparecimento de varias invaginacdes, com diferentes graus de profundidade.
Apesar das mudancas na forma, a estrutura permaneceu intacta. Possivelmente, as
alteracbes na forma das mitocOndrias observadas no presente trabalho sao
evidéncias da replicacdo das mitocondrias (LAGUENS et al, 1967), visto que no
exercicio dindamico (como a natagcdo) se nota o aumento da frequéncia cardiaca
(NEGRAO & BARRETTO, 2006), levando a uma sobrecarga do coracdo, gerando
assim uma maior demanda de energia.

A anadlise das mitocdndrias dos animais do grupo DS mostrou uma série de
alteracbes morfologicas. Varios estudos relatam alteragdes morfolégicas em
mitocdndrias, como mitocéndrias com formas alteradas e cristas desorganizadas
(MALONE et al, 1999), inchaco das mitocéndrias e “clareamento” da matriz
mitocondrial (MCGRATH E MCNEILL, 1986; SEAGER et al,1984 apud HOWARTH
et al, 2000). Estas alteragbes possivelmente se devem a uma série de modificagbes
do funcionamento das mitocdndrias em individuos diabéticos, como a capacidade
oxidativa mitocondrial que se mostrou reduzida no diabetes tipo | (PIERCE &
DHALLA, 1985; TANAKA, KONNO e KAKO, 1992; LASHIN & ROMANI, 2004). Além
disso, estudos mostraram que a respiragdo mitocondrial foi reduzida em ratos
obesos com diabetes tipo Il, além da ocorréncia da baixa expresséo de proteinas
que participam da fosforilagdo oxidativa (PIERCE & DHALLA, 1985).

Sabe-se que o diabetes altera ainda a composicdo das proteinas das
mitocondrias (WANG et al, 2006). A maior parte destas alteracbes nas proteinas
mitocondriais é devido ao elevado conteudo de enzimas necessarias para a
oxidacao de acidos graxos (WANG et al, 2006). Além disso, as mitocondrias
desempenham um importante papel na apoptose (KELLY et al, 2002), sendo que a
ocorréncia de apoptose e a necrose é maior em pacientes diabéticos do que em
pacientes saudaveis (CHOWDHRY, VOHRA & GALINANES, 2007).

As alteragbes observadas nas mitocondrias dos animais do grupo DT, se
aproximam muito as observadas nos animais do grupo CT, evidenciando uma
possivel prevencdo das alteracbes morfolégicas e fisioldgicas causados pelo

diabetes. Mokhtar et al (1993) mostraram que o treinamento fisico foi capaz de abolir
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completamente as anomalias na produc¢ao de energia nas mitocondrias do miocardio

diabético.

Apesar da grande quantidade de estudos relacionados com as alteracdes
causadas pelo diabetes na musculatura ventricular, sdo poucos os estudos recentes
que avaliam as alteragdes morfoldégicas que acometem as células desse tecido e

suas organelas.

2.7.CONCLUSAO

Com base neste experimento pode-se concluir que o protocolo de exercicio fisico
realizado se mostrou eficiente na prevencdo de boa parte dos efeitos danosos
causados pelo diabetes experimental do tipo I. Mesmo que a melhora metabdlica
causada pelo exercicio ndo tenha sido profundamente avaliada neste trabalho,
pode-se atribuir a ela a prevengdo das alteragbes morfoldgicas observadas na
musculatura ventricular esquerda, uma vez que a literatura é rica em trabalhos que

comprovam essa melhora.
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Tabela 1. Valores de Glicemia Final Média (mg/dL);

Grupos de Tratamento (n=8)

Parametro Controle Controle Diabético Diabético
Sedentario Treinado Sedentario Treinado
Glicemia 85,14 +11,11 79,14 £ 5,29 423,33 +96,45*° 369,68 + 66,47°°

Valores expressos como média + desvio padrdo. a # de CS; b # de CT; c # de DS; d # de DT. (ANOVA
one-way, post-hoc Bonferroni; Kruskal-Wallis, post-hoc Dunn; p < 0,05).
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Figura 1. Grafico da glicemia final média. CS=controle sedentario; CT=controle treinado; DS=diabético
sedentario; DT=diabético treinado; a # de CS; b # de CT; c # de DS; d # de DT. (ANOVA one-way, post-hoc
Bonferroni; Kruskal-Wallis, post-hoc Dunn; p < 0,05).
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Tabela 2. Evolugéo de Peso Corporal ao longo do periodo de treinamento (g)

Grupos (n=8)
Periodo Controle Sedentario Controle Treinado Diabético Sedentario Diabético Treinado

12 Semana 461,7 £ 26,0 462,2 £ 54,0 389,2 £ 80,3 359,3 £ 62,3
23 Semana 466,7 £ 27,3 460,9 £ 60,2 388,8 £ 92,8 357,1+49,1%"
32 Semana 476,9 + 28,7 469,8 + 57,2 371,9 £ 63,2*° 357,2 + 47,6%°
42 Semana 484,2 +32,3 479,1+ 558 339,8 +102,7%° 333,5+63,1*°
58 Semana 4944 £ 31,1 490,6 + 65,0 358,4 +91,2%° 350,5 + 47,7%°
62 Semana 500,7 + 30,8 502,9 + 59,9 353,4 + 100,7%" 344,6 + 55,8%°
A ST 475,0 £ 28,0 4842+ 61,9 331,1+96,8%° 310,6 + 58,9*°

Valores expressos como média + desvio padréo. a # de CS; b # de CT; c # de DS; d # de DT. (ANOVA one-way,
post-hoc Bonferroni; Kruskal-Wallis, post-hoc Dunn; p < 0,05).

Evolucio de Peso (n=8)
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Figura 2. Grafico da evolug&o do peso corporal ao longo do periodo experimental. CS=controle sedentario;
CT=controle treinado; DS=diabético sedentario; DT=diabético treinado;
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Tabela 3. Ingestdo Alimentar Média (g de racdo/kg de rato) e Ingestdo Hidrica (ml de agua/kg de rato)
apos 7 semanas de treinamento.

Grupos de Tratamento (n=8)

Controle Diabético

Controle Treinado Diabético Treinado

Parametro

Sedentario Sedentario
). ATETED 40,6 + 4,2 50,6 £ 2,8 139,0 + 29,2°° 1291 + 39,120
(g/kg/rato)
Ing. Hidrica ab ab
(L kalrate) 80,1+9,2 63,6+ 12,3 4343+ 119,5 486,9 + 26,2

Valores expressos como média + desvio padrdo. a # de CS; b # de CT; ¢ # de DS; d # de DT. (ANOVA one-
way, post-hoc Bonferroni; Kruskal-Wallis, post-hoc Dunn; p < 0,05).
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Figura 3. Evolugdo da ingestéo alimentar (A) e hidrica (B). CS=controle sedentario; CT=controle treinado;
DS=diabético sedentario; DT=diabético treinado
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Figura 4. Micrografia eletrdnica da musculatura ventricular esquerda (54.000x). Observar a organiza¢do normal
das miofibrilas em CS e em CT. m-mitocondria; s-sarcomero; Ip-lipidio; setas(—)-reticulo sarcoplasmatico; CS-
controle sedentario; CT-controle treinado.
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Figura 5. Micrografia eletronica da musculatura ventricular esquerda (54.000x). Observar a presenca de fibras
colagenas em DS e a organizagdo normal das miofibrilas e a variagdo de forma das mitocondrias em DT. m-
mitocondria; c-fibras colagenas; s-sarcOmero; setas(—)-reticulo sarcoplasmatico; DS-diabético sedentario; DT-
diabético treinado.
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Figura 6. Detalhe do sarcémero (135.000x). Observe que as bandas sao facilmente identificadas em CS e em
CT. Observar também o menor didametro da miofibrila em DS e a organizacdo normal desta em DT. m-
mitocondria; setas(—)-reticulo sarcoplasmatico; CS-controle sedentario; CT-controle treinado; DS-diabético
sedentario; DT-diabético treinado.
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Figura 7. Micrografia eletronica da musculatura ventricular esquerda de CT. (A) Organizagdo normal das fibras observada no
grupo CT, com disposicdo em paralelo das miofibrilas (20.500x). (B) Observe a diferenga nas formas das mitocondrias
encontradas em CT com a presenga de pontos de invaginagéo indicados pelas setas (54.000x). m-mitocéndria; s-sarcOmero;
setas(—)-invaginagao; CT-controle treinado.
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Figura 8. Micrografia eletronica da musculatura ventricular esquerda de DS. (A) Observar na metade inferior da
figura a presenca da regido de degeneragdo das miofibrilas encontradas no grupo DS (14.500x). (B) Observar a
visivel desorganizagdo das miofibrilas e a grande presenca de mitocondrias com a matriz alterada em DS
(8.100x). m-mitocondria; c-fibras colagenas; s-sarcémero; N-nucleo; DS-diabético sedentario.
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Figura 9. Disco intercalar (135.000x). Observar o espago intercelular mais delgado em CT e DT e a maior
eletrondensidade no espacgo intercelular em DS. CS-controle sedentario; CT-controle treinado; DS-diabético
sedentario; DT-diabético treinado.



74

Figura 10. Detalhe da musculatura v
roptura das cristas e matriz mitocondrial com aspecto pouco eletrondenso em DS. Observar a variedade de formas e tamanhos

das mitocondrias em DT. Observar também o melhor aspecto da matriz mitocondrial em DT quando comparado com DS. m-
mitocondria; DS-diabético sedentario; DT-diabético treinado.
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CONSIDERACOES FINAIS

O Diabetes mellitus € um importante problema mundial de saude, tanto em termos
no numero de pessoas afetadas e mortalidade prematura, quanto nos custos
envolvidos no controle e no tratamento de suas complicagdes. A incidéncia desta
doenga vem aumentando principalmente nos paises desenvolvidos, devido a
modificagdo nos habitos alimentares e ao sedentarismo.

O exercicio, juntamente com a dieta e o tratamento farmacologico, tem sido
considerado como uma das trés principais abordagens no tratamento do diabetes. A
atividade fisica regular € recomendada para pacientes com diabetes em razéo de
seus varios efeitos benéficos sobre o risco cardiovascular, controle metabdlico e
prevencdo das complicagbes cronicas da doenca. O exercicio regular acelera as
adaptacdes metabodlicas e hormonais que aparecem no inicio do exercicio fisico e
contribuem para reduzir as necessidades da insulina e também aumenta a
sensibilidade a insulina de forma semelhante ao individuo saudavel.

Apesar da grande quantidade de estudos que avaliam os danos causados pelo
diabetes no metabolismo dos pacientes, sdo raros os estudo que mostram as
alteragdes morfolégicas que os tecidos e células sofrem devido a essa doenga. Sao
ainda mais raros os trabalhos que mostram os efeitos do exercicio fisico sobre estas
alteragdes.

No presente trabalho, foram avaliadas algumas alteracées morfolégicas causadas
pelo Diabetes mellitus experimental na musculatura ventricular esquerda de ratos
Wistar e os efeitos do exercicio fisico sobre estas. Estas alteragcdes foram avaliadas
através do uso de técnicas de histologia/histoquimica e de microscopia eletrénica de
transmissao.

Tanto na andlise histolégica quanto na ultraestrutural, foram observadas
alteragdes na organizacdo das fibras dos animais diabéticos sedentarios (DS),
evidenciadas por alteragcbes na organizacdo das miofibrilas da musculatura
ventricular em comparacao aos controles (CS e CT). Além disso, alteragbes na
quantidade de colagenos totais e de fibras reticulares foram observadas para este
grupo. Também foi possivel observar modificagdes na matriz mitocondrial destes
animais, sendo que estas se apresentaram menos eletrondensas que as dos

animais controles (CS e CT).
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Quase que a totalidade das alteragcdes observadas neste trabalho foram
reduzidas a niveis préximos ao observado para os controles quando se analisou os
animais do grupo diabético treinado (DT). Para quase todos os parametros
avaliados, o treinamento fisico se mostrou benéfico em prevenir ou recuperar os
danos causados pelo diabetes na morfologia da musculatura ventricular esquerda.

Estes resultados mostram que a pratica de exercicios fisicos regulares € benéfica
e previne os danos causados pelo desequilibrio metabdlico decorrente do diabetes,
estando assim de acordo com um grande espectro de trabalhos que vém
demonstrando essas melhorias a niveis metabdlicos, bioquimicos e moleculares.

Entretanto, estudos que agrupem estes tipos de analise ainda se fazem
necessarios para o completo entendimento das alteracbes causadas por esse

complexo de desordens metabdlicas que caracterizam o diabetes.
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