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O diabetes mellitus (DM) € um disturbio caracterizado por resposta secretéria
inadequada de insulina, que se manifesta pela utilizacdo inapropriada de glicose
pelos tecidos com consequente hiperglicemia. Além das alteragdes cardiacas e
vasculares, o DM pode acarretar doenga miocardica ndo aterogénica, denominada
miocardiopatia diabética. Um dos principais mecanismos desencadeadores de
alteragdes miocardicas é o aumento na producéo de espécies reativas de oxigénio
(ERO). Na prevengado das complicagbes cronicas do DM, o exercicio fisico (EF)
regular tem papel fundamental. Em estudos experimentais, ratos com DM induzido
por estreptozotocina (STZ) e submetidos a EF tém apresentado melhora na
homeostase miocardica de glicose e da funcdo cardiaca. O objetivo do presente
trabalho foi avaliar a influéncia do EF sobre remodelagdo cardiaca, variaveis
bioquimicas e atividade oxidativa em ratos diabéticos. Foram utilizados ratos Wistar
divididos em quatro grupos: 1) controle sedentario (CS, n=14); 2) controle treinado
(CT, n=13); 3) diabético sedentario (DS, n=19); e 4) diabético treinado (DT, n=18). O
diabetes foi induzido por STZ e o protocolo de EF foi aplicado durante nove
semanas. A avaliagéo estrutural e funcional in vivo do ventriculo esquerdo (VE) foi
realizada por ecocardiograma. O estudo funcional in vitro foi realizado pela avaliagao
do musculo papilar do VE. Para analise de variaveis anatdmicas foram medidos os
pesos umidos e secos do VE, ventriculo direito, atrios e amostras de figado e
pulmao. Amostras do VE foram utilizadas para medidas do diametro dos miécitos, do
colageno miocardico e da concentragdo de hidroxiprolina. O estresse oxidativo
miocardico foi avaliado pela dosagem de hidroperdxido de lipidio (LOOH),
superoéxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPH-Px) e catalase. No soro
dos animais foram dosados glicose, colesterol total, HDL-colesterol e triglicérides. Ao
final do experimento, o peso corporal (PC) foi estatisticamente menor e a glicemia
maior nos animais diabéticos. O EF reduziu a glicemia nos diabéticos. O estudo
ecocardiografico mostrou aumento do didmetro diastélico do VE e de sua massa,
normalizados pelo PC, nos animais diabéticos e o EF nao interferiu nesses indices.
O didmetro do atrio esquerdo foi maior nos diabéticos e o EF normalizou essa
variavel. A velocidade de encurtamento da parede posterior do VE foi menor nos
animais diabéticos. Na analise do musculo papilar, ocorreu comprometimento
contratil e de relaxamento nos animais diabéticos, tanto na condigdo basal quanto
nas manobras inotrépicas. O EF ndo causou diferengas nos indices funcionais. No

estudo anatbmico, os pesos do VE e do ventriculo direito foram menores nos
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diabéticos. Os pesos do VE e dos atrios normalizados pelo PC foram maiores nos
diabéticos. A relagcéo peso umido/seco do pulmao e atrios foram maiores no DS vs.
CS e o EF foi capaz de normalizar essa relagdo nos atrios. A concentragédo de
hidroxiprolina e o didmetro dos miécitos ndo apresentaram diferenca entre os
grupos. As anadlises da atividade oxidativa no VE mostraram aumento do LOOH e
diminuigdo da GPH-Px nos grupos CT e DS em relagdo ao grupo CS. Os valores de
catalase e SOD mostraram-se menores nos grupos diabéticos em relagdo aos seus
respectivos controles. O EF foi benéfico em todas as variaveis do estresse oxidativo
nos animais diabéticos. A analise bioquimica mostrou aumento do colesterol total
nos grupos diabéticos e o EF causou reducdo dessa variavel sem normaliza-la. Os
valores de triglicérides foram maiores no grupo DT em relagcédo ao CT. O HDL-
colesterol foi menor no DS em relagdo ao CS e o EF foi capaz de normaliza-lo.
Concluindo, no modelo experimental de diabetes mellitus em ratos ocorre
remodelagdo cardiaca associada a alteragdes bioquimicas e aumento do estresse

oxidativo, que sao em parte atenuados ou normalizados pelo exercicio fisico.

Palavras-chave: estresse oxidativo, experimental, miocardiopatia diabética, ratos,

remodelamento cardiaco, treinamento fisico.
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Diabetes mellitus (DM) is a disorder characterized by inadequate insulin
secretory response, manifested by inappropriate use of glucose by tissues with
consequent hyperglycemia. In addition to cardiac and vascular changes, DM can
cause a non-atherogenic myocardial disease, named diabetic cardiomyopathy. One
of the main mechanisms responsible for myocardial changes is the increased
production of reactive oxygen species (ROS). Physical exercise (PE) plays an
important role in preventing diabetes chronic complications. In experimental studies,
rats with streptozotocin (STZ)-induced diabetes subjected to PE have shown
improved myocardial glucose homeostasis and cardiac function. The aim of this
study was to evaluate the influence of PE on cardiac remodeling, biochemical
variables, and oxidative stress in diabetic rats. Wistar rats were divided into four
groups: 1) sedentary control (SC, n=14); 2) trained control (TC, n=13); 3) sedentary
diabetic (SD, n=19); and 4) trained diabetic (TD, n=18). Diabetes was induced by
STZ and PE protocol was applied for nine weeks. The in vivo cardiac structures and
left ventricular (LV) function were assessed by echocardiography. The in vitro
myocardial function was evaluated in LV papillary muscle preparation. For
anatomical variables analysis, wet and dry weights of LV, right ventricle, atria, and
samples of liver and lung were measured. LV samples were used for myocytes
diameter, myocardial collagen and hydroxyproline measurements. The myocardial
oxidative stress was assessed by measuring lipid hydroperoxide (LOOH), superoxide
dismutase (SOD), glutathione peroxidase (GPH-Px), and catalase. Serum glucose,
total cholesterol, HDL-cholesterol, and triglycerides were measured. At the end of the
experiment, body weight (BW) was lower and glycemia higher in diabetic animals.
The PE reduced blood glucose in diabetic rats. Echocardiographic study showed an
increase in LV diastolic diameter and mass, indexed by BW, in diabetic animals; PE
did not affect these indices. Left atrial diameter was greater in diabetic groups and
PE normalized this variable. LV posterior wall shortening velocity was lower in
diabetic animals. Papillary muscle analysis showed contractile and relaxation
impairment in diabetic animals at baseline and post-inotropic stimulation. PE did not
cause differences in the functional indices. Anatomical study showed lower LV and
right ventricle weights in diabetic groups. LV and atria weights, indexed by BW, were
higher in diabetic groups. Lung and atria wet/dry weight ratios were higher in SD than
SC, and PE was able to normalize this ratio in the atria. Hydroxyproline concentration

and myocyte diameter did not differ between groups. Analyses of LV oxidative
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activity showed increased LOOH and decreased GPH-Px in TC and SD groups
compared to SC. SOD and catalase were lower in diabetics compared to respective
controls. The PE in diabetic animals was beneficial for all oxidative stress
parameters. Biochemical analysis showed increased total cholesterol in diabetic
groups and PE attenuated this change. Triglycerides were higher in the TD group
compared to TC. HDL-cholesterol was lower in SD compared to SC and PE was able
to normalize it. In conclusion, the experimental model of diabetes mellitus in rats is
associated with cardiac remodeling, biochemical changes, and increased oxidative

stress, which are partially attenuated or normalized by physical exercise.

Key-words: oxidative stress, experimental, diabetic cardiomyopathy, rats, cardiac

remodeling, physical training.
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Diabetes mellitus (DM) € um disturbio caracterizado por resposta secretéria
inadequada de insulina, que se manifesta pela utilizacdo inapropriada de glicose
pelos tecidos com conseqliente hiperglicemia. O DM constitui um dos principais
problemas de saude publica em todo o mundo. A sua prevaléncia em individuos
adultos € elevada, afetando a produtividade e causando alto custo no tratamento da
doenca bem como de suas complicac¢des, além da ocorréncia de invalidez e morte
prematura (Organizagado Mundial de Saude, 2000).

Segundo a Organiza¢ao Mundial da Saude, no ano 2000 a prevaléncia de DM
estava estimada em 2,8% da populacdo mundial, equivalente a 171 milhdes de
pessoas. Em 2010, a estimativa de prevaléncia, na faixa etaria dos 20 aos 79 anos
de idade, era de 6,4%, correspondendo a 285 milhdes de pessoas. Nessa faixa
etaria, em 2030, espera-se que 7,7% da populagdo mundial sejam diabéticos,
representando cerca de 439 milhdes de pessoas (Wild et al.,, 2004; Shaw et al.,
2010).

No Brasil foram realizados diversos estudos a fim de mostrar a prevaléncia de
DM na populagado. Na cidade de Ribeirdo Preto, SP, a prevaléncia era de 12,1% em
individuos de 30 a 69 anos (Torquato et al., 2003), e em Sao Carlos, SP, na faixa
etaria de 30 a 79 anos, foram encontradas prevaléncias de DM e tolerancia
diminuida a glicose de 16,6% e 6,2%, respectivamente (Bosi et al., 2009). De acordo
com dados do DATASUS, em 2009 a prevaléncia de DM era de 9,5% na populacao
brasileira acima de 34 anos de idade (DATASUS, 2010).

Os disturbios do metabolismo da glicose podem causar complicagbes que
envolvem doengas vasculares e cardiacas, incluindo hipertenséo arterial sistémica,
doenca arterial coronariana e insuficiéncia cardiaca, sendo que em 75% dos
pacientes diabéticos o obito decorre de algum evento cardiovascular (Kannel et al.,

1974; Giugliano et al., 1996; Gu et al., 1999; Peter et al., 2009).
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Dentre os diversos problemas cardiacos que podem ser causados pelo DM, o
comprometimento miocardico nao relacionado a aterosclerose, denominada
miocardiopatia diabética, é observado como forma Unica de doenga cardiaca em
aproximadamente 30% dos pacientes com DM insulino-dependente (Tesfamariam,
1994). Tais individuos apresentam, precocemente, anormalidade na funcéo
diastolica, seguida de disfungao sistélica do ventriculo esquerdo (Thompson et al.,
1995; Cosentino et al., 1997). Muitos pesquisadores tém se dedicado ao estudo dos
mecanismos responsaveis pela doenga miocardica do DM. Entre os provaveis
fatores responsaveis pela miocardiopatia diabética podem ser citados o
comprometimento da produgdo energética, causado pela diminuicdo da respiracao
mitocondrial e da atividade da enzima piruvato desidrogenase, alteragbes na
homeostase de calcio intracelular e alteragdes nas proteinas contrateis do miocardio
(Fein et al., 1980; Pierce et al., 1985; Norby et al., 2002). Além disso, o diabetes
pode induzir alteragdes cardiacas como fibrose intersticial, hipertrofia miocardica,
doenca microvascular e disfungdo autondmica (Codinach-Huix & Freixa-Pamias,
2002).

Um dos principais mecanismos desencadeadores de altera¢cdes miocardicas
supracitadas é o aumento na producao de espécies reativas de oxigénio (ERO)
causado por alteragcdes no metabolismo energético induzidas pelo DM. A instalacao
do estresse oxidativo é decorrente de desequilibrio entre fatores pro-oxidantes e
antioxidantes, em favor da geragao excessiva de radicais livres ou em detrimento da

velocidade de remocgao desses (Halliwell & Whiteman, 2004).

Os mecanismos de geracdo de radicais livres ocorrem, sobretudo, nas
mitocondrias, membranas celulares e no citoplasma. O hidroperéxido de lipidio
(LOOH) é o produto primario da peroxidacgao lipidica e sua decomposigao resulta em

produtos de maior reatividade e toxicidade, como os radicais peroxila.
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O sistema de defesa antioxidante, que inclui as enzimas superéxido
dismutase (SOD), catalase e glutationa peroxidade (GPH-Px), tem objetivo
primordial de manter o processo oxidativo dentro dos limites fisiolégicos e passiveis
de regulacdo, impedindo que os danos oxidativos aumentem e tornem-se

irreparaveis (Green K et al., 2004; Halliwell & Whiteman, 2004).

Evidéncias sugerem que o DM estd associado a formagdo aumentada de
ERO, em decorréncia do aumento na produgdo mitocondrial do anion superéxido,
além de falhas no sistema antioxidante como redu¢des da GPH-Px, SOD e catalase
(Baynes, 1991; Brownlee, 2001). Os quatro principais mecanismos responsaveis
pelos danos oxidativos no DM s&o: glicagdo ndo enzimatica de proteinas e lipides, e
auto-oxidacéo da glicose, com consequente formacao de produtos finais da glicagcéo
avangada (AGEs); aumento do fluxo através da via dos polidis; ativacdo de
isoformas da proteina C quinase; e aumento do fluxo da via das hexosaminas (Wolff
et al., 1981; Wolff & Dean, 1987; Brownlee, 2001; Baynes, 2003).

O estilo de vida fisicamente ativo constitui importante fator na redugcéo de uma
série de disturbios cardiacos. Estudos sugerem que o exercicio fisico (EF) é uma
conduta ndo farmacolégica importante no tratamento de diferentes doengcas como
DM, hipertensdo arterial e insuficiéncia cardiaca, pelos seus beneficios
cardiovasculares, metabdlicos e autonémicos (Blair & Connely, 1996; Wallberg-
Hriksson et al., 1998; Lim et al., 2004).

Na prevencédo das complicagbes cronicas do DM, a atividade fisica regular
tem papel fundamental, assim como o controle glicémico satisfatério, por meio de
medicamento, dieta adequada e controle de peso corporal. O Diabetes Prevention
Program mostrou reducao de 58% na incidéncia de DM tipo 2 frente a modificagéo
de habitos alimentares e a pratica de atividade fisica regular, influenciando nas

estatisticas de mortalidade por essa causa (Knowler et al., 2002).
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Em estudos experimentais, ratos com DM induzido por estreptozotocina (STZ)
e submetidos ao treinamento fisico regular ttm apresentado melhora na homeostase
miocardica de glicose e da fungéo cardiaca (Paulson et al., 1988; Broderick et al.,
2005). Além disso, o exercicio fisico atenua a inflamacdo e as alteragdes
ultraestruturais da matriz extracelular e das mitocéndrias no miocardio ventricular de
animais diabéticos, associadas a aumento da defesa antioxidante endégena (Atalay
et al., 2004; Searls et al., 2004). Assim como em humanos, o EF regular reduz a
glicemia, pressao arterial, peso corporal, gordura corporal e mobiliza o tecido
adiposo visceral e abdominal (Li et al., 2003; Despres, 2005).

Os relatos da literatura referem-se a estudos que avaliaram isoladamente
varios aspectos da miocardiopatia diabética, incluindo as repercussdes do EF. No
entanto, ndo € do nosso conhecimento estudos que avaliaram conjuntamente as
funcdes in vivo e in vitro do ventriculo esquerdo, aspectos histolégicos do miocardio,
bioquimicos e atividade oxidativa de ratos diabéticos submetidos ao treinamento

fisico.

Diante do exposto, a hipétese deste estudo é que o EF atenua remodelacao

cardiaca, variaveis bioquimicas e atividade oxidativa de ratos com DM.
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O objetivo do presente trabalho foi avaliar a influéncia do exercicio fisico
sobre remodelag&o cardiaca, variaveis bioquimicas e atividade oxidativa em ratos

diabéticos.
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Animais e Constituicdo dos Grupos

Foram utilizados 80 ratos Wistar, machos, com peso corporal (PC) inicial de
337119 g, provenientes do Biotério Central do Campus de Botucatu da Universidade
Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, UNESP.

O projeto de pesquisa foi aprovado pela Comissdo de FEtica em
Experimentacdo Animal da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP (protocolo n°
712, 27/11/2008).

Os animais foram distribuidos nos seguintes grupos:

- Controle sedentario (CS, n=15): ratos que receberam ragdo comercial e
agua ad libitum e que nao realizaram EF;

- Controle treinado (CT, n=15): ratos que receberam ragdo comercial e agua
ad libitum e realizaram EF;

- Diabético sedentario (DS, n=25): ratos diabéticos que receberam racao
comercial e agua ad libitum e nao realizaram EF,;

- Diabético treinado (DT, n=25): ratos diabéticos que receberam racao
comercial e agua ad libitum e realizaram EF.

A indugdo de DM foi realizada por meio da administracéo intraperitoneal de
estreptozotocina (STZ) (Sigma Chemicals Co.), em dose unica, na concentragdo de
50 mg/kg de peso corporal, diluida em tampao citrato 0,1M pH 4,5 (Hebden et al.,
1986; Ozdemir et al., 2005; Fernandes et al., 2010). Nos grupos controle foi injetado
somente tampao citrato. As amostras de sangue foram retiradas, ap6s 5 dias, por
puncédo da cauda e a glicemia foi determinada através de glicosimetro Advantage®.
Os animais que apresentaram concentragdo de glicose acima de 220 mg/dL foram

considerados diabéticos (Babu & Srinivasan, 1999).
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Os animais foram alojados em gaiolas (dois ratos por gaiola), sendo mantidos
em ambiente com temperatura (25+2° C) e fotoperiodo controlados (ciclo de 12/12
horas claro/escuro invertido), com agua e ragdo comercial oferecidos ad libitum.

Apobs confirmacgao do estado diabético, os ratos pertencentes aos grupos CT e
DT iniciaram o EF em uma esteira rolante construida pelo CTEC (Centro
Tecnoldgico e Engenharia Clinica — Nucleo de Botucatu — UNESP). A esteira foi
montada com chapas de aco, inversor de frequéncia marca WEG, modelo CFW 08,

contendo cinco baias individuais (Figuras 1 e 2).

Figura 1. Esteira rolante

Figura 2. Imagem das baias

Foi utilizado o protocolo de treinamento descrito por Tancrede et al. (1982),

modificado por Costa et al. (2004) e adaptado diante das condicbes de nossos
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animais diabéticos. A duragdo e a velocidade das sessbes de treinamento fisico

foram:

e semana 1 — adaptagao: 8 minutos (min), 8 m/min;

e semana 2: 10 min, 10 m/min;

e semana 3: 12 min, 10 m/min;

e semana 4: 13 min, 10m/min;

e semana 5: 14 min, 11m/min;

e semana 6: 15 min, 11 m/min;

e semana 7: 15 min, 11 m/min;

e semana 8: 17 min, 11 m/min;

e semana 9: 18 min, 11 m/min.

O treinamento foi aplicado uma vez ao dia e cinco dias por semana.

Os ratos dos grupos sedentarios foram mantidos no mesmo ambiente que os
animais treinados e eram posicionados na esteira desligada uma vez por semana.
Dessa forma, todos os animais foram expostos as condigdes ambientais

semelhantes.

Afericdo da Pressdo Arterial

A medida da presséo arterial sistolica (PAS) foi realizada no final do periodo
experimental. Esse procedimento foi realizado na cauda do animal utilizando-se o
método da pletismografia (Pfeffer et al., 1971). Os ratos foram colocados em uma
caixa de madeira a temperatura de 40° C por 5 min, com a finalidade de causar
vasodilatagdo da artéria caudal. Para medida da PAS foi utlizado o
esfigmomandmetro Narco Bio-System®, modelo 709-0610 (International Biomedical

Inc., USA). O manguito foi posicionado em torno da cauda e conectado a um
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transdutor de presséo (Gould, OH, USA). O registro das curvas de pressao arterial

foi feito por um poligrafo (Gould, modelo RS 3200, OH, USA).

Estudo Ecocardiografico

O ecocardiograma foi realizado no final do periodo experimental. Os ratos
foram submetidos a anestesia com cloridrato de cetamina (50 mg/kg, i.p.) e cloridrato
de xilidino (1 mg/kg, i.p.). Apds tricotomia da regido anterior do térax, os animais
foram posicionados em decubito lateral esquerdo para a realizacédo do exame. Foi
utilizado o equipamento modelo HDI-5000 da Philips, equipado com transdutor
eletrébnico multifrequencial de 5-12 MHz. Para avaliar as medidas estruturais do
coragdo foram obtidas imagens em modo monodimensional (modo-M) orientado
pelas imagens em modo bidimensional, estando o transdutor em posicédo para-
esternal, eixo menor. A avaliacdo do ventriculo esquerdo (VE) foi realizada
posicionando o cursor do modo-M logo abaixo do plano da valva mitral no nivel dos
musculos papilares (de Simone et al., 1992; Litwin et al., 1995). As imagens da aorta
e do atrio esquerdo foram obtidas posicionando o cursor do modo-M ao nivel do
plano da valva aodrtica. As imagens obtidas no modo-M foram registradas em
impressora modelo UP-895 da Sony Co. Posteriormente, as estruturas cardiacas
foram medidas, manualmente, com o auxilio de um paquimetro (Mitutoyo, Japan). As
seguintes estruturas foram medidas: diametros diastélico (DDVE) e sistolico (DSVE)
do VE; espessura diastélica da parede posterior do VE (EDPP) e do septo
interventricular (EDSIV); didmetro da aorta (AO) e do atrio esquerdo (AE). A massa
do VE (MVE) foi calculada pela formula [(DDVE + EDPP + EDSIV)® — (DDVE)?] x
1,04, onde 1,04 representa a densidade especifica do miocardio (Litwin et al., 1995;
de Paiva et al., 2003). O indice de MVE (IMVE) foi calculado normalizando a MVE

para o peso corporal. A funcao sistolica do VE foi avaliada pelos seguintes indices:
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1) porcentagem de encurtamento endocardico (%A endo) = [([DDVE - DSVE) /
DDVE]; 2) fragdo de ejecdo (FE) = [(DDVE® — DSVE?®) / DDVE?]; 3) velocidade de
encurtamento da parede posterior (VEPP), que € a tangente maxima do movimento
sistélico da parede posterior do VE. A funcado diastodlica do VE foi avaliada pelos
seguintes indices: 1) razdo entre os picos de velocidade de fluxo de enchimento
inicial (onda E) e da contracdo atrial (onda A) do fluxo transmitral; 2) tempo de
desaceleracdo da onda E (TDE); 3) tempo de relaxamento isovolumétrico (TRIV); e
TRIV normalizado pela frequéncia cardiaca (TRIVn)= TRIV/R-R%®. O indice de
performance miocardica, que avalia conjuntamente as fungbes sistélica e diastélica
do VE, foi calculado pela seguinte equacao: (TCI + TRIV) / TEJ, onde TCl e TEJ

indicam tempo de contragao isovolumétrica e tempo de ejecéo, respectivamente.

Estudo do Musculo Isolado

Este estudo foi realizado dentro de 48 horas ap6s a realizagdo do
ecocardiograma, de acordo com os procedimentos rotineiramente realizados em
nosso laboratorio (Cicogna et al., 2000; Cicogna et al., 2001; Sugizaki et al., 2005).
Apds anestesia com pentobarbital sédico (50 mg/kg, i.p.), o térax foi aberto, o
coracao removido e colocado em solugcdo de Krebs-Henseleit, a temperatura de 28°
C, previamente oxigenada (10 min) com 95% de oxigénio (O2) e 5% de didxido de
carbono (COz). A composicédo da solugcdo de Krebs-Henseleit, (Krebs & Henseleit,
1932) em milimoles por litro, é: 118,5 NaCl; 4,69 KCI; 2,52 CaCly; 1,16 MgSQy; 1,18
KH,POy4; 5,50 glicose e 25,88 NaHCOs;. Apds disseccao do ventriculo direito e corte
no septo interventricular, o VE foi dividido em duas partes, cada uma contendo o seu
musculo papilar e, em seguida, dissecados numa placa de vidro contendo solugao
descrita acima. Os musculos papilares, apos terem as suas extremidades presas

aos anéis de acgo inoxidavel, foram transferidos para camara de vidro contendo
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solucado de Krebs-Henseleit, constantemente oxigenada com 95% de O, e 5% de
CO; e mantida a temperatura de 28° C, gracas ao uso de banho circulante. Os
musculos papilares foram mantidos em posicao vertical na camara de vidro. O anel
inferior foi ligado a fio de ago inoxidavel de 0,31 mm de didmetro, conectado a
transdutor de forca (Kyowa 120T-20B) e o superior conectado a fio de aco,
semelhante ao anterior, preso a extremidade do bragco longo de uma alavanca
isotonica. Sobre essa extremidade havia um micrometro que, controlando a
extensdo dos movimentos da alavanca, permitiu ajustar o comprimento do musculo
na fase de relaxamento muscular. O estiramento inicial da fibra cardiaca foi
realizado com carga de pequeno peso (pré-carga) suspensa na extremidade do
brago curto da alavanca, acoplado ao transdutor de comprimento (Hewlett Packard,
modelo 7 DCDT-050), medindo variagbes de comprimento durante as contracdes
musculares. Os musculos foram estimulados 12 vezes por min por meio de eletrodos
de platina tipo agulha, acoplados a estimulador elétrico, programado para liberar
estimulos em onda quadrada de 5 ms, com voltagem aproximadamente 10% maior
que o minimo necessario para provocar resposta mecanica maxima do musculo. Os
musculos papilares foram estudados em contracdes isométricas registradas em um
poligrafo através de um transdutor de forca. Os indices de contragdo avaliados
foram: tensdo desenvolvida maxima (TD); derivada positiva maxima de tenséo
desenvolvida (+dT/dt); e tempo para atingir o pico de tensdo desenvolvida (TPT). O
relaxamento muscular foi avaliado pela derivada negativa maxima da tensao
desenvolvida (-dT/dt).

O estudo funcional in vitro foi complementado por manobras que aumentam a
contratilidade miocardica, com a finalidade de avaliar a reserva contratil. Apds o
periodo de estabilizacao, foi realizada a manobra de pds-pausa, a qual consiste em

permitir que o musculo fique em repouso durante 30 segundos, e a primeira
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contracao apds esse periodo foi analisada. Passados 5 min, foi trocada a solugéo
nutriente de Krebs-Henseleit para outra com 0,625 mM de calcio, estabilizada por 10
min e iniciada a elevagao de calcio para 2,5 mM e a contragdo registrada ap6s 10
min. Apds essa manobra, o musculo foi submetido a solugcéo de 1,25 mM de calcio,
deixando estabilizar por 10 min antes de dar inicio a manobra com isoproterenol
(agonista beta-adrenérgico) na concentracdes de 10° M com 10 min de estabilizacdo

antes de ter a contragao registrada.

Analise Histolégica do Coracao

Apbés a pesagem dos ventriculos direito e esquerdo, foram cortados
fragmentos com 3 a 5 mm de espessura da parte central do VE. O material foi
imerso em formalina 10% neutra e tamponada, durante 48 horas, a 4° C. Apds esse
periodo, o tecido foi lavado, desidratado e incluido em parafina. Cortes histolégicos
com 5 a 7 ym de espessura foram submetidos a coloragédo por hematoxilina e
eosina, para quantificacdo do didmetro dos midcitos, e a coloragdo por picrosirius
red para quantificagdo do colageno miocardico.

A andlise morfoloégica foi realizada utilizando-se uma camara de video
acoplada ao microscopio Leica, com objetiva 40X, conectado ao computador
equipado com um programa analisador de imagem (Image-Pro Plus 3.0, Media
Cybernetics, Maryland, USA). Em secc¢des transversas do VE, foram medidos os
menores diametros transversos de, no minimo, 50 fibras cardiacas em que o nucleo

foi claramente identificavel (Ahmet et al., 2005).
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Andlise de Variaveis Anatbmicas

O grau de hipertrofia ventricular foi avaliado pelos pesos dos ventriculos
direito e esquerdo em valores absolutos e normalizados pelo peso corporal dos
animais. Apds a retirada do coragao do torax, os atrios foram separados e o pulméo
e fragmento do figado foram coletados para determinacdo da relacdo peso

umido/peso seco desses 6rgaos.

Quantificacdo de Hidroxiprolina

A hidroxiprolina € um aminoacido presente exclusivamente no colageno e,
portanto, a determinacdo de sua concentragdo é utilizada para quantificar o
colageno miocardico.

A concentragao de hidroxiprolina foi mensurada em tecido miocardico obtido
da ponta do VE, de acordo com o método descrito por Switzer (1991), utilizando-se a
técnica previamente descrita em outros trabalhos de nosso laboratério (Matsubara et

al., 2000; Epifanio et al., 2005).

Inicialmente foram obtidas as solu¢des-padrao de trabalho de hidroxiprolina
(diluicdo 60 pl HOP /2940 ul HCI) e a solugao branca (agua destilada). Previamente a
execucdo do processamento bioquimico, foi necessaria a preparacado dos seguintes
reagentes quimicos: tampé&o borato 0,2M (pH 8,7), tiossulfato de sdédio 3,6M e o

reagente de Ehrlich.

O processamento bioquimico para determinacdo da concentracdo de
hidroxiprolina foi iniciado por secagem das solu¢des-padrdo e das amostras no
concentrador de amostras (Speed Vac). A hidrdlise acida foi realizada mediante

adicdo de HCI 6 N em cada um dos tubos das amostras, que foram aquecidas na

3. MATERIAL E METODOS 22



estufa a 100° C por 8 horas. A oxidagao foi realizada apés retirada e resfriamento dos
tubos da estufa. A seguir, as amostras foram centrifugadas a 8.000 rpm por 10 min e
colocadas novamente no concentrador de amostras (Speed Vac) por 3 horas.
Retiradas as amostras, foi adicionado em cada uma, 1 ml de agua destilada e
tamponadas com solugéo tampao borato 0,2 M pH 8,7; apds 20 minutos, a reacéo foi
inibida com a solugéo tiossulfato de sédio 3,6 M e as amostras foram agitadas.
Posteriormente, a solucao foi saturada com KCI e colocada em banho-maria a 90° C.
Os tubos foram resfriados e neles adicionados 2,5 ml de tolueno; em seguida, foram
agitados por 5 min para a separagéao das fases agua e tolueno. Foram retirados 1,5
ml de tolueno da solugao e estes foram colocados em tubos de hemolise para serem
acrescentados 0,6 ml de solugao de Ehrlich. As amostras foram mantidas em repouso
por 30 min a fim de se alcangar a estabilidade do cromd6geno. A leitura foi realizada

por espectrofotometria com filtro de 565 nm.

Obtencdo de Amostras Séricas e Teciduais para Avaliacées Bioguimicas

Apds a anestesia dos ratos e antes da retirada do coragéo para estudo do
musculo papilar, os animais foram decapitados e o sangue coletado. O soro foi
separado por centrifugacao a 4.000 rpm, por 15 min, e utilizado para determinagao de
glicose, triglicérides, colesterol total e HDL-colesterol. Apos a obtengédo do sangue e a
retirada dos musculos papilares, o figado, o pulmao e o cora¢ao foram imediatamente
isolados e lavados em solugéo salina (0,9%) a 4° C. Logo em seguida foram pesadas
amostras de VE (aproximadamente de 200 mg) e foram estocadas a -80° C. As
amostras de tecido cardiaco foram homogeneizadas com auxilio de Potter Elvehjem
com pistilo de teflon, em meio com tampé&o fosfato de soédio (0,1M; pH 7,4). O

homogeneizado foi centrifugado a 10.000 rpm, por 10 min a -4° C, sendo o
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sobrenadante utilizado para as determinagdes da concentracéo de hidroperoxido de
lipidio e atividade das enzimas antioxidantes (catalase, glutationa peroxidase e

superoéxido dismutase).

Andlise Bioquimica Sérica

Determinacdo da concentracdo de glicose

A glicose sanguinea, por acao da glicose-oxidase, é oxidada a acido glicbnico
e forma perdxido de hidrogénio. Este perdxido de hidrogénio (H,O,) formado reage
por acdo da peroxidase com 4-aminoantepirina e com 1,4-diclorofenol. Por juncao
oxidativa forma-se aintipirilquinonimina, de cor vermelha. A intensidade de coloragéo

€ proporcional a concentragéo de glicose (Moura, 1982).

Determinacdo da concentracéo de triglicérides

Os triglicérides foram determinados através de sua hidrolise enzimatica
produzindo glicerol e acidos graxos. Segundo Soloni (1971), o glicerol oxida-se com
acido periddico a formaldeido, o qual foi quantificado colorimetricamente como 3,5

diacetil-1,4 diidrolutidina.

Determinacdo da concentracdo do colesterol total

O colesterol foi determinado enzimaticamente pela colesterol oxidase com
hidrolise enzimatica prévia dos ésteres mediante uma lipase. A agua oxigenada
liberada na oxidag&o produz fenol oxidado e 4-aminofenazona, catalisada pela

peroxidase, com formagao de quinonimina vermelha (Moura, 1982).

Determinacdo da concentracido de HDL-colesterol

A lipoproteina de densidade muito baixa (VLDL) e a lipoproteina de baixa

densidade (LDL) foram precipitadas seletivamente pelo acido fosfotungstico. No
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sobrenadante, separado por centrifugacdo, encontram-se as lipoproteinas de alta
densidade (HDL), onde se determinou o colesterol incorporado as mesmas (Lopes-

Virella et al., 1977).

Andlise do Estresse oxidativo no miocardico

Determinacao de hidroperéxido de lipidio (LOOH)

Foi determinado através da oxidagdo do sulfato ferroso amoniacal (Fe**) na
presencga de alaranjado de xilenol, acido sulfurico e butilato hidroxitolueno (BHT) em
metanol & temperatura ambiente. O Fe** formado reage com alaranjado de xilenol e
forma cromogeno, cuja intensidade de coloragéo foi medida
espectrofotometricamente (Jiang et al., 1991). A concentragdo de hidroperéxido de

lipidio foi expressa em nmol/mL.

Determinacdo da atividade de glutationa peroxidade (GSH-Px — EC 1.11.1.9)

A atividade da glutationa peroxidase foi determinada segundo método de
Nakamura et al. (1974) na presenca de perdxido de hidrogénio. A mistura de reagao
foi preparada com tampao fosfato de sddio, NADPH>, azida sddica, EDTA, glutationa
reduzida (GSH) e glutationa redutase. Através da oxidagdo do NADPH, a 340nm na
presenca da glutationa redutase, a qual catalisa a redu¢do da glutationa oxidada

(GSSG), determinou-se a atividade da GSH-Px, expressa em U/mL.

Determinacdo da atividade de superéxido dismutase (SOD — EC 1.15.1.1)

A atividade da superéxido dismutase foi determinada pela técnica de Crouch
et al. (1981), tendo como base a capacidade da enzima inibir a redugao do nitroblue-
tetrazdlico (NBT) por radicais livres gerados pela hidroxilamina em meio alcalino (pH

10). A hidroxilamina gera fluxo de O2" do NBT para blue-formazana em temperatura
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ambiente. Quando a amostra foi adicionada, a velocidade de reducéo do NBT foi
inibida, conforme a porcentagem de SOD presente na amostra. A atividade da

enzima foi expressa em U/mg de proteinas totais.

Andlise Estatistica

Os dados numéricos sédo expostos como média * desvio padrao ou mediana e
percentis 25 e 75 de acordo com a distribuicdo normal ou ndo normal. Para as
comparagdes entre os grupos foi utilizada a técnica da analise de variancia (ANOVA)
complementados por calculos ou testes recomendados para o esquema fatorial 2 X
2, de acordo com a distribuicdo probabilistica (Zar, 1999). As comparagdes
consideradas de interesse entre os quatro grupos foram: CS x DS; CS x CT; DS x
DT; e DT x CT. Todas as conclusbes estatisticas foram discutidas no nivel de

significancia de 5% (p<0,05).

3. MATERIAL E METODOS 26






Neste estudo foram utilizados 80 ratos Wistar machos com PC inicial de
3371£19 g. O grupo CS era constituido de 15 animais, sendo que um foi a 6bito. No
grupo CT havia 15 animais no inicio do experimento, no entanto, dois ndo se
adaptaram ao exercicio na esteira e foram excluidos do estudo. O grupo DS era
composto por 25 animais, sendo que quatro foram excluidos por ndo apresentarem
elevacédo da glicemia com estreptozotocina e dois devido a 6bito. J& no grupo DT,
que contava com 25 ratos, trés nao apresentaram elevacdo da glicemia, dois
morreram e dois ndo se adaptaram ao exercicio na esteira. Portanto, o numero final
de animais em cada grupo experimental foi de 14 no CS, 13 no CT, 19 no DS e 18

no DT.

Peso Corporal, Glicemia e Presséo Arterial Sistoélica

Os valores de PC e glicemia, iniciais e finais, assim como da pressao arterial

sistélica dos quatro grupos experimentais, estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Peso corporal, glicemia e pressao arterial sist6lica dos animais

Variavel CS (n=13) CT (n=12) DS (n=12) DT (n=16)
PCI (g) 327 +23 331+13 336 + 20 340 + 20
PCF () 492 + 28 467 + 36 390 + 60* 356 + 50"
Gl (mg/dL) 109 + 11 108 + 14 103 £ 12 102 + 12
GF (mg/dL) 127 + 12 162 + 27 493 + 80* 408 + 46"
PAS (mmHg) 131+ 18 126 + 13 135+ 18 140 + 22

Valores expressos em média e desvio padrdo. CS: grupo controle sedentario; CT: grupo controle treinado; DS:
grupo diabético sedentério; DT: grupo diabético treinado; PCI: peso corporal inicial; PCF: peso corporal final;
Gl: glicemia inicial; GF: glicemia final; PAS: pressao arterial sistlica. *: p<0,05 vs. CS; #: p<0,05 vs. CT; ¥
p<0,05 vs. DS (ANOVA, esquema fatorial 2X2).

N&o houve diferencga estatisticamente significante quanto ao PC inicial entre
os grupos. O PC final apresentou diferenca estatisticamente significante entre os
grupos, sendo menor no grupo DS em relagdo ao CS, e menor no grupo DT em

relacéo ao grupo CT (Grafico 1).
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A glicemia inicial dos animais ndo apresentou diferenca significante entre os
grupos. A glicemia final foi maior nos animais diabéticos em relagdo aos grupos
controles, e o EF reduziu os valores de glicemia somente nos animais diabéticos

(Grafico 2).

A presséao arterial sistolica, medida ao final do periodo experimental, ndo foi

estatisticamente diferente entre os grupos (Grafico 3).
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Avaliacdo Ecocardiogréfica

A Tabela 2 apresenta as variaveis estruturais cardiacas obtidas por
ecocardiograma. A FC n&o diferiu entre os grupos. Os grupos diabéticos nao
apresentaram diferenca no DDVE em relagdo aos seus respectivos controles
(Grafico 4). No entanto, a normalizagéo dos diametros para o PC mostrou aumento

nos grupos diabéticos (Grafico 5).

Tabela 2. Variaveis estruturais do coragdo obtidas por ecocardiograma ao final do

periodo experimental

Variavel CS (n=14) CT (n=14) DS (n=12) DT (n=20)

FC 276 + 11 285 + 21 290 + 21 281+ 20
DDVE 8,52+ 0,32 8,13+ 0,47* 8,47 + 0,52 8,26 + 0,33
DDVE/PC 17,4 (16,8-17,9) 17,5(16,5-19,1) 23,2(19,6-25,1)* 23,9 (22,2 - 24,8)"
DSVE 4,16 + 0,52 3,97 £ 0,40 4,26 + 0,59 4,15+ 0,50
EDPP 1,41 £ 0,05 1,45 + 0,07 1,49 + 0,16 1,44 + 0,15
EDSIV 1,44 + 0,04 1,47 + 0,07 1,51+ 0,15 1,46 + 0,13
ERVE 0,33+ 0,02 0,36 + 0,02* 0,35+ 0,04 0,35+ 0,04
AO 3,95+0,18 3,82 £ 0,21 3,68 + 0,24* 3,64 + 0,24"
AE 5,73 + 0,49 5,67 + 0,53 6,41 + 0,54* 5,81 + 0,508
AE/AO 1,45+ 0,12 1,49 + 0,12 1,74 +0,12* 1,60 + 0,03"
AE/PC 11,9 (10,8 -12,4) 11,9(11,2-13,9) 17,4(151-19,7)* 16,6 (15,2 - 18,1)*
MVE 0,89 (0,84-0,91) 0,85(0,79-0,91) 0,86 (0,81-1,04) 0,88 (0,77 - 0,93)

IMVE 1,77 (1,74 -1,90) 1,84 (1,70-2,03) 243 (2,10-2,75)* 2,38 (2,26 - 2,60)"
Valores expressos em média e desvio padrdo ou mediana e percentis 25% e 75%. CS: grupo controle
sedentério; CT: grupo controle treinado; DS: grupo diabético sedentério; DT: grupo diabético treinado; FC:
frequéncia cardiaca (bpm); DDVE: didametro diastélico do ventriculo esquerdo (VE) (mm); PC: peso corporal
(kg); DSVE: diametro sistolico do VE (mm); EDPP: espessura diastdlica da parede posterior (mm); EDSIV:
espessura diastolica do septo interventricular (mm); ERVE: espessura relativa da parede do VE (mm); AO:
diametro da aorta (mm); AE: didmetro do atrio esquerdo (mm); MVE: massa do VE (g); IMVE: indice de massa
do VE (g/kg). *: p<0,05 vs. CS; #: p<0,05 vs. CT; . p<0,05 vs. DS (ANOVA, esquema fatorial 2X2).
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O EF reduziu o DDVE somente no grupo nao diabético, acompanhado de
elevacédo da ERVE. Nao houve diferenca na espessura diastélica das paredes do VE
entre os grupos. O didmetro da aorta mostrou-se menor nos grupos diabéticos. As
variaveis AE, AE/AO, AE/PC mostram aumento do didmetro do atrio esquerdo nos
animais diabéticos e o EF foi capaz de reduzir esses valores nesses animais

(Graficos 6, 7 e 8).
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A MVE nao apresentou diferenca entre os grupos, porém quando normalizada
pelo PC (IMVE) os ratos diabéticos mostraram valores maiores em relagao aos seus

controles (Grafico 9).

Os resultados da avaliagédo funcional do VE por meio de ecocardiograma
estdo expostos na Tabela 3. Em relacéo a funcéo sistélica, somente a variavel VEPP
mostrou-se menor nos grupos diabéticos, e o EF ndo interferiu nesse indice (Grafico
10). Os indices %A endo e FE nao diferiram entre os grupos. Os indices de funcgéo
diastolica nado se mostraram diferentes entre os grupos, exceto o TRIV e o TRIVn
que foram maiores no grupo DT em relagcdo ao CT (Gréafico 11). O indice de

performance miocardica (Tei) também nao diferiu entre os grupos.

4, RESULTADOS 35



Tabela 3. Variaveis funcionais do ventriculo esquerdo obtidas por ecocardiograma

ao final do periodo experimental

Variavel CS (n=14) CT (n=14) DS (n=12) DT (n=20)
%A endo 51,2+ 5,14 51,3+2,98 49,9 + 4,55 49,8 + 5,33
FE 0,88 £ 0,04 0,88 £ 0,02 0,87 £ 0,03 0,88 £ 0,04
VEPP 38,8 +4,02 39,4 +4,54 34,1 + 2,85* 35,7 + 4,52*
E 88,1 £ 6,69 85,9+ 3,13 85,3 £5,43 85,7+7,21
A 58,3+ 7,30 53,8 £ 9,26 65,2 + 15,0 59,2 + 8,61
E/A 1,53+0,22 1,65+ 0,32 1,35+ 0,22 1,48 £ 0,24
TDE 47,4 + 5,79 47,6 £ 6,70 447 + 6,07 47,4 + 8,71
TRIV 24,5 + 3,01 254 + 3,84 26,5 £ 3,58 28,3 + 4,33"
TRIVn 52,6 + 6,64 55,2 + 7,98 58,2 + 7,68 61,0 + 9,28"
Tei 0,48 £ 0,06 0,52 £ 0,08 0,52 £ 0,05 0,58 £ 0,10

Valores expressos em média e desvio padrdo. CS: grupo controle sedentario; CT: grupo controle
treinado; DS: grupo diabético sedentario; DT: grupo diabético treinado; %A endo: porcentagem de
encurtamento endocardico do VE; FE: fracdo de ejegdo; VEPP: velocidade de encurtamento da
parede posterior do VE (mm/s); E: onda E do fluxo transmitral (cm/s); A: onda A do fluxo transmitral
(cm/seg); E/A: razdo entre os picos de velocidade de fluxo de enchimento inicial (onda E) e da
contragéo atrial (onda A) do fluxo transmitral; TDE: tempo de desaceleragdo da onda E mitral (ms);
TRIV: tempo de relaxamento isovolumétrico (ms); TRIVn: TRIV normalizado pela frequéncia cardiaca
(ms); Tei: indice de performance miocardica (ms). *: p<0,05 vs. CS; #: p<0,05 vs. CT (ANOVA,

esquema fatorial 2X2).
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Estudo funcional do musculo papilar

Os resultados obtidos do estudo funcional do musculo papilar nas condicbes
basal e apdés manobras inotropicas estdo apresentados nas Tabelas 4 e 5,
respectivamente. Na condicéo basal, o indice +dT/dt foi menor nos grupos CT e DS
em relacdo ao CS (Grafico 12). As demais variaveis ndo apresentaram diferenca
significante entre os grupos (Graficos 13, 14, 15 e 16). Entretanto, as manobras
inotropicas positivas permitiram mostrar comprometimento contratil e de relaxamento
nos animais diabéticos. Na manobra PP30 as variaveis TD, +dT/dt e -dT/dt foram
menores no grupo DS em relagcdo ao CS. A elevagao da concentracédo extracelular

de caélcio para 2,5 mM causou aumento no TPT no grupo DS em relagdo ao CS,
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mostrando alentecimento da velocidade de contracdo muscular. Apds adigao de
isoproterenol, houve reducdo da +dT/dt e -dT/dt e elevagdo da TPT no DS em
relacdo ao CS. O grupo DT também mostrou menor -dT/dt em relacdo ao seu
controle CT. O EF n&do mostrou diferenca desses indices em relagcdo aos animais
diabéticos, no entanto, os valores ndo diferiram também dos animais exercitados

nao diabéticos, exceto a variavel -dT/dt descrita acima.

Tabela 4. Variaveis funcionais do musculo isolado obtidas em contragdes

isométricas na condig&o basal

Variavel CS (n=9) CT (n=13) DS (n=10) DT (n=13)
TD (g/mm?) 8,57 +2,13 7,13+1,82 7,35+1,13 7,23 £1,53
TPT (ms) 169 + 15 175+ 15 183 £ 16 176 + 16
+dT/dt (9/mm?/s) 99,9 + 29,1 78,6 £ 17,0* 78,9 + 16,9* 76,6 £ 17,4
-dT/dt (g/mm?s) 32,2 (29,8-42,7) 29,8 (25,3-37,0) 27,1 (23,8-33,6) 28,2 (24,2-35,7)
TR (g/mm?) 1,02 (0,81-1,09) 0,90 (0,66-1,04) 0,88 (0,75-0,97) 0,88 (0,70 0,97)

Valores expressos em média e desvio padrao ou mediana e percentis 25% e 75%. CS: grupo controle sedentario; CT:
grupo controle treinado; DS: grupo diabético sedentério; DT: grupo diabético treinado; TD: tensdo desenvolvida maxima;
TPT: tempo para atingir o pico da tensédo desenvolvida; +dT/dt: velocidade maxima de elevagdo da tensédo desenvolvida; -
dT/dt: velocidade maxima de queda da tensdo desenvolvida; TR: tenséo de repouso. *: p<0,05 vs. CS (ANOVA, esquema
fatorial 2X2).
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Tabela 5. Variaveis funcionais do musculo

isolado obtidas

isométricas sob manobras inotropicas positivas

em contragbes

Variavel CS (n=9) CT (n=13) DS (n=10) DT (n=13)
TD 10,6 £ 2,37 8,68 + 2,59 8,45 + 1,56* 8,45 + 1,96
TPT 160 (160-180) 180 (170-193) 180 (17-190) 170 (170-193)
PP30 +dT/dt 122 + 33 94,4 + 25,6* 90,8 £ 21,1* 88,8 £+ 21,2
-dT/dt 39,1+12,2 34,1+9,14 29,4 + 6,88" 30,4+7,14
TR 0,98 (0,84-1,09) 0,91 (0,56-1,04) 0,89 (0,75-0,94) 0,89 (0,69-1,05)
TD 8,97 (8,35-10,6) 8,80 (7,56-12,1) 7,73 (6,58-9,07) 8,97 (6,20-11,3)
TPT 160 (160-180) 170 (170-180) 195 (170-200)* 170 (160-180)
[Ca®], +dT/dt 119 £ 28 107 + 36 90,3+22,9 84,6 £ 37,2
25mM -dT/dt 36,2 (32,4-46,5) 38,3 (31,4-55,8) 32,0 (25,7-38,6) 24,6 (20,8-39,9)
TR 0,89 + 0,30 0,72+ 0,34 0,68 + 0,19 0,76 + 0,35
TD 7,80 (7,08-9,86) 6,71 (5,53-9,48) 7,14 (5,95-8,46) 6,91 (6,45-8,81)
TPT 149 + 13 160 £ 17 167 £ 9* 167 £ 14
Isso +dT/dt 117 £ 26 99,5 + 25,1 92,7 £ 22,1* 91,1 17,7
10°M  -dT/dt 58,1+ 11,5 55,3+ 13,6 44,4 £ 124> 44,3 + 967"
TR 0,85+ 0,32 0,60 + 0,31 0,65+0,18 0,73+0,34

Valores expressos em média e desvio padrao ou mediana e percentis 25% e 75%. CS: grupo controle sedentario; CT:
grupo controle treinado; DS: grupo diabético sedentario; DT: grupo diabético treinado; TD: tensdo desenvolvida
maxima (g/mmz); TPT: tempo para atingir o pico da tensdo desenvolvida (ms); +dT/dt: velocidade maxima de
elevagao da tensdo desenvolvida (g/mm?/s); -dT/dt: velocidade maxima de queda da tensdo desenvolvida (g/mm?/s);
TR: tensdo de repouso (g/mmz). *: p<0,05 vs. CS; #: p<0,05 vs. CT (ANOVA, esquema fatorial 2X2).
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Variaveis Anatbmicas

Na Tabela 6 sdo mostradas as variaveis anatdbmicas dos animais dos grupos
estudados. As variaveis VE e VD mostraram-se menores nos grupos diabéticos em
relacdo aos seus respectivos controles. As variaveis VE e Atrios foram maiores
quando normalizados para PC. O VD/PC n&o mostrou diferenga entre os grupos. O
peso dos atrios foi menor no grupo DT em relagdo ao CT e DS. A relagéo dos pesos
umido/seco do VE, VD e figado ndo mostraram diferenca entre os grupos. No
entanto, essa relagéo dos atrios mostrou-se maior no grupo DS comparado ao CS e
foi normalizada pelo EF. A relagéo peso umido/seco do pulm&o mostrou-se maior no
grupo DS comparado ao CS, e o valor do grupo DT situou-se entre DS e CT, néo

havendo diferenca estatistica com esses grupos.
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Tabela 6. Variaveis anatébmicas dos animais

Variaveis CS (n=13) CT (n=12) DS (n=12) DT (n=16)
VE (g) 0,89 + 0,07 0,86 + 0,06 0,74 + 0,12 0,69 + 0,10
VE/PC (g/kg) 1,84 + 0,11 1,91 +0,17 2,10 £ 0,21* 2,18 +0,21*
VD (g) 0,22 + 0,07 0,20 + 0,02 0,18 + 0,02 0,16 + 0,04"
VD/PC (g/kg) 0,45+0,15 0,45 + 0,06 0,51 + 0,09 0,51+0,12
Atrios (g) 0,09 + 0,01 0,10 + 0,01 0,09 + 0,01 0,08 +0,01%
Atrios/PC (g/kg) 0,20 + 0,03 0,22 + 0,02 0,27 + 0,05 0,26 + 0,03"
VE Uimido/seco 3,94 (3,56-4,11) 3,60 (3,17-4,17) 4,06 (3,92-4,61) 3,70 (2,84-4,53)
VD umido/seco 3,42 +0,65 3,60 + 0,94 3,96 + 1,02 3,50 +0,77
Atrios imido/seco 4,48 (4,00-4,77) 4,52 (4,29-510) 4,87 (4,68-5,04)* 4,50 (4,14-4,76)°
Pulm&o tUmido/seco 4,55 + 0,50 4,56 + 0,35 4,94 +0,58* 4,70 £ 0,26

Figado umido/seco 3,06 (2,90-3,21) 3,02 (2,85-3,14) 3,16 (3,02-3,21) 2,97 (2,75-3,12)
Valores expressos em média e desvio padrdo ou mediana e percentis 25% e 75%. CS: grupo controle
sedentario; CT: grupo controle treinado; DS: grupo diabético sedentario; DT: grupo diabético treinado; PC:
peso corporal. *: p<0,05 vs. CS; #: p<0,05 vs. CT; 5, p<0,05 vs. DS (ANOVA, esquema fatorial 2X2).

Concentracdo de Hidroxiprolina, Fracdo Colagena Intersticial Miocérdica e
Diametro dos Midcitos

A concentracdo de hidroxiprolina e a medida do didmetro dos midcitos em
amostras do VE dos animais ndo mostraram diferenca estatisticamente significante
entre os grupos. Em relacéo a fragcao de colageno intersticial no miocardio do VE, o

grupo DT apresentou valores maiores em relagéo ao grupo CT (Tabela 7 e Graficos

17-19).

Tabela 7. Concentragdo de hidroxiprolina, fragdo colagena intersticial no

miocardio e didametro dos midcitos

Variaveis CS (n=8) CT (n=8) DS (n=8) DT (n=8)
HOP VE (mg/qg) 2,06 £ 0,50 1,96 £ 0,09 2,19+0,40 2,29 + 0,36
Midcito (diametro, ym) 12,7 £ 0,90 13,8 £ 1,62 13,1+ 1,08 13,7 £ 069
FCI VE (%) 2,24 £0,40 2,56 £0,43 2,73 +£0,65 3,26 + 0,73"

Valores expressos em média e desvio padrdo. CS: grupo controle sedentario; CT: grupo controle
treinado; DS: grupo diabético sedentario; DT: grupo diabético treinado; HOP VE: concentragdo de
hidroxiprolina no miocardio do ventriculo esquerdo; FCI: fragdo de colageno intersticial. *: p<0,05 vs. CS;
#: p<0,05 vs. CT; S. p<0,05 vs. DS (ANOVA, esquema fatorial 2x2).
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Avaliagcao do Estresse Oxidativo

Os valores obtidos da avaliagdo do estresse oxidativo em amostras do tecido

miocardico do VE estdo expostos na Tabela 8 e nos Graficos 20-23.

Tabela 8. Avaliagdo do estresse oxidativo em amostras do tecido miocardico do

ventriculo esquerdo

Variaveis CS (n=8) CT (n=8) DS (n=8) DT (n=8)
LOOH 145 (140-156) 172 (168-182)* 295 (285-321)* 211 (177-229)}
GSH-Px 29,7 + 1,67 25,5 + 3,42* 17,4 + 3,25 23,1+ 4,21%
Catalase 125 + 6,72 122+ 11,7 80,7 + 7,07* 107 + 16,6"
SOD 25,8 +1,37 26,8 2,16 14,0 + 2,62 16,1 + 1,90"

Valores expressos em média e desvio padrdo ou mediana e percentis 25% e 75%. CS: grupo controle
sedentario; CT: grupo controle treinado; DS: grupo diabético sedentario; DT: grupo diabético treinado;
LOOH: hidroperoxido de lipidio (nmol/g tecido); GSH-Px: glutationa peroxidase (nmol/mg tecido); catalase:
pmol/g tecido; SOD: superéxido dismutase (nmol/mg tecido). *: p<0,05 vs. CS; #: p<0,05 vs. CT; 8. p<0,05
vs. DS (ANOVA, esquema fatorial 2X2).
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O hidroperéxido de lipidio apresentou-se maior nos grupos CT e DS em
relacdo ao grupo CS e menor no grupo DT em relacdo ao DS e ndo diferindo do CT.
A GSH-Px foi menor nos grupos CT e DS em relagéo ao CS e maior no grupo DT em
relacdo ao DS e sem diferenca com o CT. Os valores de catalase e SOD mostraram-
se menores nos grupos diabéticos em relagao aos seus respectivos controles. O EF
foi benéfico nos animais diabéticos uma vez que aumentou os valores dessas

variaveis.
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Anélise Bioquimica Sérica

Os valores obtidos na analise bioquimica sérica dos animais estédo
apresentados na Tabela 9. O colesterol total apresentou-se aumentado nos grupos
diabéticos em relacdo aos controles, e o EF causou reducdo dessa variavel sem
normaliza-la. Os valores de triglicérides foram maiores no grupo DT em relagédo ao
CT e sem diferenga em relacéo aos outros grupos. Em relagédo ao HDL-colesterol, o
grupo DS mostrou-se menor em relagcdo ao CS e o EF em ratos diabéticos foi capaz

de normaliza-lo (Graficos 24-26).
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Tabela 9. Analise bioquimica no soro dos animais (mg/dl)

Variaveis CS (n=8) CT (n=8) DS (n=8) DT (n=8)
Col. total 90,5 (86,5-100) 98,0 (86,5-121) 188 (182-198)* 148 (136-165)"
Triglicérides 107 + 18 103+ 15 138 + 31 146 + 58*

HDL-col. 41,6 (37,8-49,0) 38,6 (37,1-45,3) 21,5 (20,8-24,5)* 40,8 (30,4-43,8)°

Valores expressos em média e desvio padrao ou mediana e percentis 25% e 75%. CS: grupo
controle sedentario; CT: grupo controle treinado; DS: grupo diabético sedentario; DT: grupo
diabético treinado; Col.: colesterol. *;: p<0,05 vs. CS; #: p<0,05 vs. CT; S, p<0,05 vs. DS (ANOVA,
esquema fatorial 2X2).
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Neste estudo avaliamos a influéncia do exercicio fisico na remodelacao
cardiaca e a atividade oxidativa de ratos Wistar diabéticos. A indugdo do estado
diabético foi realizada por meio de administracédo do quimioterapico STZ. A aloxana
e a STZ sao duas substancias comumente usadas na indugéo do diabetes tipo 1 em
modelos experimentais por serem tdxicas as ilhotas de Langerhans que sao células

responsaveis pela sintese de insulina no pancreas (Elliott et al.,1997).

As caracteristicas metabdlicas da indugdgo do DM por STZ incluem o
desenvolvimento rapido de hiperglicemia profunda, modesta hipertrigliceridemia,
cetose e redugcdo acentuada nos niveis de insulina plasmatica (Tahiliani & McNeill,
1986; Fang et al., 2004). No modelo experimental de diabetes tipo 1 os efeitos da

hiperglicemia sdo avaliados na auséncia de hiperinsulinemia (Poornima et al., 2006).

No presente trabalho foi utilizada esteira rolante, que € um método comum
para investigar adaptacgdes fisioldgicas produzidas pelo exercicio fisico (Apple &
Billadello, 1994; Locke et al., 1995; Zhou & Dohm, 1997). A corrida em esteira ativa
as respostas neuroendocrinas de estresse e faz o animal correr em velocidade
constante durante o tempo programado (Arida et al., 2004). O uso de esteira &
geralmente selecionado por obter maiores respostas do metabolismo aerdbio do que
a natacédo, caracterizada por relativa inatividade das patas traseiras (Kaplan et al.,
1994; Liu et al., 2000). Segundo alguns autores, o exercicio de intensidade
controlada em esteira induz alguns dos maiores e mais consistentes efeitos do
treinamento fisico (Wisloff et al., 2001; Kemi et al., 2002).

Habitualmente, em trabalhos da literatura os protocolos de EF em esteira com
ratos diabéticos tém duracédo de dez semanas (Tancrede et al., 1982; De Angelis et
al., 2000; Costa et al., 2004). Loganathan et al. (2007) realizaram duas semanas de

adaptacao antes da indugédo de DM e nove semanas de treinamento apds indugéo
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de DM. Silva et al. (2007) utilizaram protocolo de esteira com ratos normais e o
treinamento foi de 12 semanas. No nosso estudo foi utilizado um protocolo de nove
semanas ap6s a inducao de DM, sendo uma de adaptacao e oito de exercicio fisico.
Nao foi possivel realizar um protocolo mais longo, pois os animais diabéticos
passaram a apresentar deterioracdo do estado geral.

Em relagdo a velocidade e ao tempo de realizagdo do exercicio com ratos
diabéticos, Costa et al. (2004) aumentaram a duracdo e a velocidade
progressivamente de 5 a 60 min e de 5 m/min a 20 m/min, 5 vezes/semana.
Protocolo semelhante foi utilizado por Loganathan et al. (2007) no qual a duragao foi
de 5 a 50 min e a velocidade de 15 a 20 m/min. No nosso estudo, os ratos
realizaram exercicio que foi aumentado progressivamente, em relacéo a duracéo, de
8 a 18 min e velocidade de 8 a 11 m/min.

Sabe-se que os ratos s&o animais de habito noturno, isto é, apresentam maior
atividade fisica durante a noite. Para mimetizar essa condigéo, os animais foram
mantidos em ciclo invertido de 12 horas logo apds o desmame, e o EF foi realizado
durante o periodo matutino em sala escura sob luz vermelha imperceptivel aos
ratos. Mesmo nessas condi¢des, alguns animais ndo se adaptaram ao EF em esteira
rolante e, por essa razdo, foram excluidos do estudo. Os animais dos grupos
sedentarios também ficaram expostos ao mesmo ambiente dos animais exercitados.

No presente estudo, a mensuracéo inicial da glicemia e do peso corporal dos
animais mostrou que os grupos CS, CT, DS e DT n&o apresentaram diferenca
estatisticamente significante, evidenciando a homogeneidade entre os grupos.
Conforme esperado para esse modelo experimental, os animais diabéticos
apresentaram elevacéo da glicemia e perda de peso. O EF foi capaz de atenuar a
elevacdo da glicemia. Isso acontece porque ocorrem adaptacdes fisiologicas e

metabolicas, entre elas o aumento da captacdo de glicose, que parecem estar
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associadas a efeitos benéficos ao sistema cardiovascular (Goodyer & Kahn, 1998;
Ronsen et al., 2002). Costa et al. (2004) também mostraram melhora dos niveis
insulinémicos e glicémicos apds o treinamento fisico em ratos diabéticos por STZ.
Luciano & Mello (1998) realizaram protocolo de natacdo em ratos diabéticos por
quatro semanas e também encontraram reducao da glicemia.

Em nosso estudo, a pressédo arterial nao apresentou diferenca entre os
grupos. Assim podemos descartar a influéncia da presséo arterial na remodelagéo
cardiaca induzida por DM. Na literatura, ha descri¢des de que o DM n&o altera a
pressao arterial (Yamamoto, 1988; Wienen et al., 2001), ou causa alteracdes, tanto
reducao (Tomlinson et al., 1990) quanto elevacdo (Ramos, 1998). Essas alteracdes
estariam relacionadas a volemia ou as diferentes técnicas de medida da presséao
arterial (Kusaka et al., 1987 e Yamamoto, 1988).

Através do ecocardiograma realizamos a anadlise in vivo das variaveis
estruturais do coragao, assim como dos parametros das fungdes sistolica e diastélica
do VE. Observamos que o DDVE nao diferiu entre os grupos. No entanto, os animais
diabéticos apresentavam PC significativamente menor. Assim, a normalizagdo do
DDVE pelo PC mostrou dilatagcado desta cavidade. Sabe-se que a normalizacdo das
estruturas cardiacas para o PC pode acarretar erros de interpretacéo, uma vez que
essas variaveis nao sao exatamente proporcionais (Moreira et al., 2006). Em relacao
ao DDVE, como nao havia diferenga antes da normalizagéo, a interpretacdo de
dilatagdo nos animais diabéticos nos parece convincente. O EF reduziu o DDVE e
aumentou a ERVE no grupo CT em relacdo ao CS e sem diferengca nos animais
diabéticos. Existem varios relatos da literatura mostrando que o DM acarreta
dilatagdo das camaras cardiacas (Joffe et al., 1999; Akula et al., 2003; Wang et al.,

2011). Em relacdo a MVE e IMVE, discutiremos adiante os valores obtidos por
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pesagem direta do VE, uma vez que os valores de MVE obtidos por ecocardiograma
sao estimados por calculo a partir de medida das estruturas e, portanto, imprecisos.

A avaliagdo do atrio esquerdo mostra, consistentemente, que houve dilatagc&o
dessa camara nos animais diabéticos. O EF normalizou ou atenuou essa variavel,
dependendo da variavel utilizada, se diametro absoluto do AE ou normalizado pelo
diametro da aorta, respectivamente. Frequentemente, a dilatacdo do AE ¢é
decorrente de aumento da pressdo diastdlica do VE, que pode ocorrer em
consequéncia de alteragdes das fungdes diastolicas e/ou sistdlica do VE. A medida
da dimenséo do AE tem merecido papel importante, principalmente na avaliagdo da
funcao diastolica do VE (Nagueh et al., 2009).

Ao ecocardiograma, somente o indice VEPP mostrou que o0s grupos
diabéticos apresentavam comprometimento da fungao sistolica, e o EF ndo atenuou
essa variavel. Os indices de fungao diastolica ndo se alteraram no grupo diabético
sedentario, no entanto, o EF causou aumento do tempo de relaxamento
isovolumétrico no grupo diabético treinado. Assim, a analise funcional do VE pelo
ecocardiograma mostrou apenas discretas alteragdes causadas por DM e EF.

O estudo funcional do musculo isolado, em condi¢des basal e apés manobras
inotropicas positivas para verificagao da reserva contratil, mostrou comprometimento
da contragcédo e de relaxamento nos grupos diabéticos de pequena magnitude, e o
EF ndo foi capaz de atenuar tais alteracoes.

A avaliagdo anatébmica mostrou que o peso do VE foi menor nos grupos
diabéticos, no entanto, ao normalizar pelo PC, o peso foi maior nesses grupos.
Considerando a variavel VE/PC, podemos inferir que o DM causou hipertrofia
miocardica, no entanto, esse resultado deve ser interpretado com cautela devido a
nao proporcionalidade exata dessas variaveis. Se considerarmos que o DDVE, a

espessura do VE e o diametro dos miécitos ndo foram diferentes entre os grupos
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diabéticos e nao diabéticos, apesar da reducgéo significante do PC nos animais
diabéticos, é possivel afirmar que os ratos diabéticos apresentaram algum grau de
hipertrofia miocardica em relagcdo aos controles n&o diabéticos. O EF nao alterou o
peso do VE. O modelo de DM causado por STZ (DM tipo 1), ao contrario do DM tipo
2, ndo se caracteriza por hipertrofia miocardica significante em decorréncia de
deficiéncia de insulina (Tarquini et al., 2011).

O peso dos atrios foi semelhante no grupo DS em relacdo ao CS e
aumentado quando normalizado pelo PC. Esse comportamento pode ser decorrente
de alteracdes contratil e de relaxamento do VE. Os dados em relagdo aos atrios
corroboram os achados ecocardiograficos. O encontro da relagédo peso umido/seco
do pulmao maior no grupo DS em relagdo ao CS mostra congestao pulmonar no
grupo diabético, e o EF foi benéfico atenuando essa variavel no grupo DT. Os dados
referentes a quantidade de liquido no pulmdo também corroboram os achados dos
estudos funcionais do VE in vivo e in vitro. A literatura apresenta varios estudos que
mostram comprometimento das fung¢des diastdlica e sistolica do ventriculo esquerdo
em animais diabéticos (Al-Shafei et al., 2002; Loganathan et al., 2006). Loganathan
et al. (2007) mostraram que o EF melhorou a fungédo cardiaca em ratos diabéticos,
apesar do acentuado estado catabodlico dos animais. Cardiomiécitos isolados de
ratos diabéticos apresentaram redugao da fragdo de encurtamento e diminuigdo da
velocidade de contracdo e de relaxamento, e o EF atenuou essas disfungdes (Silva
etal., 2011).

O peso do VD foi menor nos grupos diabéticos e semelhante quando
normalizados por PC. Esses achados também indicam que as altera¢des de fungao
do VE e de congestdo pulmonar observadas no grupo DS nao foram de grande
magnitude a ponto de causar repercussdes para o lado direito do coragéo (Lima et

al., 2010).
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Para avaliarmos o tecido colageno miocardico realizamos a determinacgéo da
concentragcdo miocardica de hidroxiprolina e medida da fragdo de colageno
intersticial. A hidroxiprolina é um aminoacido presente exclusivamente no tecido
colageno e a determinagdo de sua concentragdo no miocardio, juntamente com a
medida da fracao de colageno intersticial, sdo duas técnicas habitualmente utilizadas
para quantificar o tecido colageno miocardico (Matsubara et al., 2000). Nos nossos
dados, ndo houve diferenca nessas duas variaveis no grupo DS em relagéo ao CS.
O grupo DT nao diferiu do grupo DS, no entanto, inexplicavelmente apresentou
elevacédo da fracdo de colageno intersticial em relacdo ao grupo CT. A literatura
dispbe de poucos estudos experimentais que avaliaram o colageno intersticial no
miocardio de animais diabéticos e esses mostraram aumento que foi atenuado por
EF (Searls et al.; 2004; Bollano et al.; 2007).

Na andlise bioquimica sérica, as alteracbes observadas nos niveis de
triglicérides, colesterol total e HDL-colesterol causadas por DM s&o consistentes com
dados de literatura (Silva & Lima, 2002; Fernandes et al., 2010). O EF foi benéfico
em atenuar ou normalizar as duas ultimas variaveis, respectivamente, nos animais
diabéticos. Varios estudos tém mostrado o importante papel do EF na diminuigéo
dos triglicérides e LDL-colesterol e no aumento do HDL-colesterol (Kannan, 1999;
Leong & Wilding, 1999; Wheeler, 1999; Rigla et al., 2000).

Em relagéo ao estresse oxidativo, o DM causou aumento do hidroperdxido de
lipidio e redugcédo na atividade das enzimas antioxidantes, e o EF foi capaz de
atenuar ou normalizar essas variaveis. O estresse oxidativo € um estado de
desequilibrio entre a producdo de ERO e a capacidade antioxidante enddgena.
Conhecimentos atuais indicam o papel do estresse oxidativo como determinante
principal do inicio e progressao das complica¢cdes cardiovasculares associadas ao

DM (Maritim et al., 2003; Taniyama & Griendling, 2003). A exposi¢éo prolongada dos
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tecidos vasculares a hiperglicemia causa anormalidades estruturais e funcionais, e
pesquisas revelam que a capacidade antioxidante enddgena esta prejudicada nos
individuos diabéticos, dificultando a remoc¢éo dos radicais livres de oxigénio (Santini
et al., 1997). Estudos experimentais tém relatado aumento do estresse oxidativo no
coracgao de ratos diabéticos (Kaul et al., 1995; Kaul et al., 1996; Wang et al., 2011).

O EF causa adaptacbes fisiolégicas e metabdlicas imediatas (agudas) e ao
longo prazo (crénicas) para que o organismo possa atender a maior demanda
energética, mantendo a sua homeostase (Felig & Wahren, 1975; Koivisto et al.,
1980; Ronsen et al., 2002); e nesse processo ocorrem alteracées metabdlicas que
sdo altamente benéficas no DM. A captagcdo de glicose nos musculos exercitados
aumenta sete a vinte vezes, em comparagao aos niveis basais, proporcionalmente a
intensidade e duracdo do exercicio. Isso ocorre para satisfazer a demanda de
oxigénio que durante o exercicio aumenta cerca de 20 vezes. Os musculos
esqueléticos utilizam suas préprias reservas de glicogénio e triglicérides, consomem
0s acidos graxos derivados da mobilizagcéo de triglicérides do tecido adiposo e, se o
exercicio for de longa duracdo, ha consumo de glicose liberada do figado (American
College of Sports Medicine & American Diabetes Association, 2000).

Sabe-se que o treinamento fisico, em animais diabéticos, promove aumento
da utilizagcdo de lipidios no metabolismo energético e da atividade das enzimas-
chave na mobilizacdo e oxidacdo de lipidios, podendo reduzir a concentracao
circulante desses substratos, em especial os acidos graxos livres (Boden, 2002;
Kraus et al., 2002).

O estado diabético, causado por STZ, aumenta a produgdo de ERO que
estimula uma cascata inflamatéria causando tipicamente edema intersticial no

musculo esquelético e infiltrag&o linfocitaria no coragéo. No entanto, o treinamento
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fisico pode atenuar a inflamacdo cardiaca por aumento da defesa antioxidante
endogena, presumivelmente deprimida no DM (Atalay et al., 2004).

Entre as alteragbes ultraestruturais observadas na miocardiopatia diabética
podem ser citadas: desarranjo miofibrilar, edema e rompimento das mitocondrias; e
aumentos do citoplasma, das fibras colagenas e das invaginacbes da membrana
nuclear. Estudos que analisaram o efeito do EF sobre alteragdes ultraestruturais
miocardicas de animais diabéticos também mostraram atenuacao dessas alteragdes
(Searls et al., 2004; Weng et al., 2007).

Alteragcbes na expressao protéica da bomba SERCA-2a, da fosfolamban, dos
receptores de rianodina e de B4, B2 e PBs-adrenérgicos foram observadas em
coracdes de ratos diabéticos (Bidasee et al., 2004; Bidasee et al., 2008; Shao et al.,
2009; Lahaye et al., 2010; Shao et al. 2011). O EF também mostrou-se benéfico em

atenuar tais altera¢des induzidas por DM (Shao et al., 2009; Lahaye et al., 2010).

Embora os estudos mostrem a importancia do EF na miocardiopatia diabética,
0s mecanismos de acdo envolvidos nesse beneficio ndo estdo completamente
elucidados. Estudos adicionais s&o necessarios para melhor entendimento da
fisiopatologia da miocardiopatia diabética e a influéncia do EF neste processo.
Todavia, ha evidéncias suficientes para recomendar o EF como medida néo

farmacolégica no controle terapéutico de pacientes com DM.
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Em modelo experimental de diabetes mellitus em ratos ocorre remodelagao
cardiaca associada a alteragdes bioquimicas e aumento do estresse oxidativo, que

sdo em parte atenuados ou normalizados pelo exercicio fisico.
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