KLEITON AUGUSTO DOS SANTOS SILVA

EFEITOS DO EXERCICIO FiSICO PREVIO SOBRE A FUNCAO RENAL,
DISFUNCAO AUTONOMICA E ATIVIDADE NERVOSA SIMPATICA RENAL
NO DIABETES MELLITUS EXPERIMENTAL, EM RATOS.

Dissertagao apresentada a
Universidade Federal de Sao Paulo
para otencdo do Titulo de Mestre em
Ciéncias — Nefrologia

Sao Paulo

2011



KLEITON AUGUSTO DOS SANTOS SILVA

EFEITOS DO EXERCICIO FiSICO PREVIO SOBRE A FUNCAO RENAL,
DISFUNCAO AUTONOMICA E ATIVIDADE NERVOSA SIMPATICA RENAL
NO DIABETES MELLITUS EXPERIMENTAL, EM RATOS.

Dissertacao apresentada a
Universidade Federal de Sao Paulo
para otencao do Titulo de Mestre em
Ciéncias — Nefrologia

Orientador: Prof. Dr. Nestor Schor

Co-orientadora: Prof. Dr2 Nayda Parisio
de Abreu

Sao Paulo

2011



Ficha catalografica

Silva, Kleiton Augusto dos Santos

Efeitos do exercicio fisico prévio sobre a funcao renal, disfuncao
autondémica e atividade nervosa simpatica renal no diabetes mellitus
experimental, em ratos / Kleiton Augusto dos Santos Silva — Sao Paulo, 2011

121f.

Dissertagdo (Mestrado) — Universidade Federal de Sao Paulo — Escola Paulista de
Medicina — Programa de Pés-graduacao em Nefrologia.

Titulo em inglés: Effects of previous exercise training on renal function, autonomic
disfunction, and renal sympathetic nerve activity in rats with experimental diabetes.

1 - Exercicio fisico prévio, atividade nervosa simpatica renal, disfuncao
autonémica, funcao renal, sensibilidade barorreflexa, Diabetes Mellitus e
progressao da doenca renal.




Esta pesquisa recebeu o suporte financeiro da FAPESP (Fundacao de Amparo
a Pesquisa do Estado de Sao Paulo) sob o protocolo com niumero 2008/07709-
7, CAPES (Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior),
CNPqg (Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico Tecnoldgico) e da
FOR (Fundacéao Oswaldo Ramos).



Dedico esta dissertacao as pessoas que sempre creditaram sua confianca
cegamente nos meus sonhos.
Muito Obrigado!



AGRADECIMENTO

E com muita alegria e prazer que desenvolvo esta pequena parte e ndo
menos importante da minha dissertacdo, agradecer as pessoas que de forma
direta e indireta me ajudaram, aconselharam, estimularam a finalizacdo desta
dissertacdao é reconhecer a confianca que estas pessoas tiveram na minha
escolha de vida.

Agradeco a Deus, por simplesmente, de alguma maneira que ndo cabe a
mim explicar, ter me colocado numa familia maravilhosa e me permitir ter
amigos verdadeiros.

Aos meus pais Paulo e Marly e ao meu irm&o Kleilton por todo apoio e
confianga e principalmente amor que tem por mim, sem vocés seria muito dificil
chegar a esta etapa da minha vida pessoal e profissional. Amo vocés.
Agradeco a minha vo Maria, que mesmo sem entender o que fago aqui, reza e
torce por mim todos os dias, Obrigado vovo.

A minha namorada Isabelle que desde o momento em que nos
conhecemos sabia que eu tinha um plano de vida e mesmo assim confiou em
mim, sem questionar e sempre apoiar minhas decisées. Por sempre estar ao
meu lado, por me amar. Te amo meu amor.

Ao professor Dr. Nestor Schor, meu orientador, que mesmo sabendo das
minhas dificuldades me acolheu em seu laboratodrio e confiou no meu potencial.
Sua experiéncia profissional e principalmente humildade perante seu imenso
conhecimento é exemplo para muitos pesquisadores e alunos. Obrigado
professor.

A professora Dr? Nayda Parisio de Abreu, minha co-orientadora, meu
primeiro contato na Nefrologia. Agradeco toda a atencao profissional e pessoal
no inicio da minha vida em S&o Paulo. Acreditou na minha inocéncia
académica e me fez acreditar que conseguiria crescer nesta area.

Agradeco a professora Dr? Maria Claudia Irigoyen e a professora Dr?
Katia de Angelis, por abrirem as portas de seus laboratérios no InCor e na
Universidade Sao Judas. Agradeco a confianga e a oportunidade de conhecer
pessoas que desde Maceio ja admirava pelos trabalhos publicados na area de
treinamento fisico.

Ao meu primeiro Mestre, Wcleuton Silva. Professor, agradeco muito por
confiar e me fazer acreditar que meu sonho era e ainda é possivel. Suas
palavras de incentivo com certeza fizeram diferenca nas minhas escolhas.

Aos meus amigos de sempre aqui na Nefrologia Rafael e Rodolfo.
Estamos no caminho certo para o nosso crescimento profissional, sabemos
que crescimento nesta area somente se faz com confianga, amizade e
conhecimento. Agradeco a vocés dois por me proporcionarem momentos de
muita alegria e discussées cientificas.

Ao meu amigo Cristiano Mostarda um “monstro” de conhecimento na
area cardiovascular e treinamento fisico. Aprendi muito com vocé, sua
paciéncia é sua principal arma e estar ao seu lado nesta area é algo que me
orgulha muito.

Agradeco aos meus amigos do GEER — Grupo de Estudos em Exercicio
e Rim, Juliana, Natalia, Fernando, Dauster, Clévia, Yuri, Evelyn, Carol, Izabel,



Andrei. Vocés sdo simplesmente sensacionais. Obrigado por juntos fazermos
parte do GEER.

Aos integrantes do Laboratorio de Fisiologia e Fisiopatologia Renal, Dr?
Clara por sua paciéncia, Luciana por toda ajuda, Prof. Dr. Vicente Teixeira por
todos seus ensinamentos que com certeza ajudaram a enobrecer esta
dissertacdo. E em especial que agradcer a Marcelo Naves e Renata
Tassetano, por tudo que fizeram por mim, dentro e fora da Nefro.

As meninas do laboratério de Rim e Homénios da professora Dr? Dulce
Casarini. Zaira, Dani Arita, Amanda, Juliana Perez, Maisa, Dani Aragao, Marie,
Rosely, Fer Roncchi, Fernanda Barrinha e ao meu parceiro Rodrigo Yokota.
Muito obrigado pela amizade e em especial obrigado a alguns por fazer a
minha primeira viagem internacional ser inesquecivel.

Ao pessoal da Secretaria da Nefrologia, Pablito (forca meu amigo),
Michael, Priscilla, Paulo, Jaderson e Alexandre, valeu por tudo gente.

Aos meus amigos do Laboratdrio de Hipertensdo Experimental do InCor,
Leandro, Maikon, Ivana, Chris Malfitano, Karen Flues, Dudu, Fernando,
Celsinho, Pamella, Edson Moreira, Roberto Nascimento, Bruno, Diego, Marcos.
Agradeco especialmente a Georgia Céndido, por toda ajuda que sempre me
deu, mesmo ndo estando mais no laboratdrio se propés a me ajudar. Muito
obrigado a todos.

Aos integrantes do laboratdrio de Fisiologia Cardiovascular da UNIFESP,
sob orientagdo do Professor Dr. Ruy Campos e Professora Dré Cassia
Bergamaschi. Aos alunos Erika, Adilson, Thais, Nubia, Neuli, Toninho e Airton.

Aos meus amigos de Maceio que me acompanharam nesta vida de
mudanga para Sdo Paulo. Victor e Pedrinho, muito obrigado por serem meus
amigos. Agradeco também ao Vandré pela amizade, incentivo e por me ajudar
em muitas coisas. Obrigado galera por fazermos parte hoje da Republica dos
Fiada.

Agradeco ao meu amigo Francis que sempre foi meu melhor amigo.
Mesmo a distancia provou que a amizade verdadeira é aquela que o tempo ndo
consegue acabar.

Agradeco a FAPESP, por todo apoio financeiro e principalmente pela
confianca depositada nos meu conhecimento cientifico.

E impossivel agradecer & todos que de certa forma torceram por mim nesta
minha caminhada, familiares e amigos que de certa forma me ajudaram nesta
fase da minha vida. Por tanto, é com grande prazer que agradeco esta forca
que mesmo oculta, me ajudou a crescer.

Obrigado!



SUMARIO

Lista de abreviaturas e siglas
Lista de figuras

Lista de tabelas

Resumo

Abstract

INTRODUCAO

1.1 Diabetes

1.2 Alteracoes cardiovasculares e autonémicas no diabetes
1.3 Diabetes e funcao renal

1.4 Diabetes e atividade nervosa simpatica renal

1.5 Treinamento fisico

1.4.1 Treinamento fisico e funcao renal

1.4.2 Treinamento fisico e alteracoes cardiovasculares

2. OBJETIVO GERAL
2.1 Objetivos especificos

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais e grupos de estudo

3.2 Gaiola metabdlica (GM)

3.3 Coleta e preparo da urina

3.4 Dosagens bioquimicas urinarias e plasmaticas
3.5 Coleta de sangue

3.6 Treinamento fisico

3.6.1 Adaptacao a esteira

3.6.2 Teste de esforco fisico

3.6.3 Protocolo de treinamento fisico

3.7 inducao do diabetes

3.8 Dosagem de glicemia

3.9 Avaliacao ecocardiografica

3.10 Avaliacoes hemodinamicas sistémicas

3.10.1 Canulacao

3.10.2 Registro de pressao arterial

3.10.3 Avaliacao da sensibilidade dos pressorreceptores
3.11 Analise dos sinais hemodinamicos

3.11.1 Pressao arterial e frequéncia cardiaca

3.11.2 Sensibilidade dos pressorreceptores

3.11.3 Analise da variabilidade da pressao sistolica
3.11.4 Analise da variabilidade do intervalo de pulso
3.12 Atividade nervosa simpatica renal

3.14 Analise estatistica

13
14
14
14
15
15
15
16
16
16
17
17
18
18
19
20
21
21
22
22
22
23
23



4. RESULTADOS

4.1 Efeito do treinamento fisico no diabetes 25
4.1.1 Peso corporal 25
4.1.2 Glicemia 26
4.1.3 Velocidade maxima atingida em teste de esforco 26
4.1.4 Funcao renal 28
4.1.4.1 Creatinina sérica e Clearance de creatinina 28
4.1.4.2 Proteinuria 29
4.1.4.3 Fracao de excrecao de Sodio e Potassio 31
4.1.5 Pressao arterial e frequéncia cardiaca 32
4.1.6 Sensibilidade barorreflexo 34

4.1.7 Variabilidade da frequéncia cardiaca e variabilidade da 35
pressao arterial

4.1.8 Atividade nervosa simpatica renal 37
4.1.9 Avaliacao ecocardiografica 38
4.1.9.1 Morfometria 38
4.1.9.2 Funcao sistdlica e diastolica 40
4.1.9.3 Indice de funcao global 41
4.1.10 Correlacao 42
5 DISCUSSAO 44
6 CONCLUSAO 57
8 REFERENCIAS 58

9 ANEXO: ARTIGO SUBMETIDO PARA PUBLICAGAO 81



AF-
ANSR-
BF-
Desac. E-
DM-

FC-

FCI-

FE-
GLUT 4-
GM-
IBR-
IFG-

IP-

ITR-
IVSDIA-
LVDIA-

LVPWDIA-
MEC-
MVE -
corrig.-
PA-

PAD-
PAM-
PAS-

RMSSD-
SHR-
STZ-

TF-

TFG-
TRIV-
VAR PAS-
VAR RR-

VCF-
VFC-
VPA-

Lista de abreviaturas e siglas

Banda de alta frequéncia
Atividade nervosa simpatica renal
Banda de baixa frequéncia
Desaceleracao da onda E
Diabetes Mellitus

Frequéncia cardiaca

Frequéncia cardiaca intrinseca
Fracao de ejecao

Transportador de glicose 4
Gaiola metabdlica

indice de bradicardia reflexa
indice de funcéo global

Intervalo de pulso

indice de taquicardia reflexa
Espessura do septo intraventricular em diastole

Diametro do ventriculo esquerdo em diastole
Espessura da parede posterior do ventriculo esquerdo em
diastole

Matriz extracelular

Massa do ventriculo esquerdo corrigido
Pressao arterial

Pressao arterial diastolica

Pressao arterial média

Presséo arterial sistolica

Raiz quadrada média do quadrado das diferencgas entre
intervalos RR normais adjacentes

Ratos espontaneamente hipertensos

Estreptozotocina

Treinamento fisico

Taxa de filtracdo glomerular

Tempo de relaxamento isovolumétrico

Variancia da presséo arterial sistélica

Variancia dos intervalos RR

Fracao de velocidade (de contracéo) circunferencial do
ventriculo esquerdo

Variabilidade da frequéncia cardiaca
Variabilidade da pressao arterial



Lista de figuras

Figura 1: Velocidade maxima atingida em teste de esforco (Km/h) final
dos grupos controle (C), diabético (D), controle treinado (CT), diabético
treinado (DT) e diabético treinado prévio (DTP).

Figura 2: Clearance de creatinina final (ml/min/kg) dos grupos controle
(C), diabético (D), controle treinado (CT), diabético treinado (DT) e
diabético treinado previo (DTP).

Figura 3: Proteindria final (mg/24hr) dos grupos controle (C), diabético
(D), controle treinado (CT), diabético treinado (DT) e diabético treinado
prévio (DTP).

Figura 4: Fracao de excrecao de Na* final (%) dos grupos controle (C),
diabético (D), controle treinado (CT), diabético treinado (DT) e diabético
treinado prévio (DTP).

Figura 5: Fracdo de excrecdo de K* final (%) dos grupos controle (C),
diabético (D), controle treinado (CT), diabético treinado (DT) e diabético
treinado prévio (DTP).

Figura 7: Sensibilidade barorreflexa (bpm/mmHg) avaliada pelas
respostas taquicardicas (ITR) e bradicardicas (IBR) nos grupos controle
(C), diabético (D), controle treinado (CT) e diabético treinado (DT) e
diabético treinado prévio (DTP).

Figura 8: Raiz quadrada da média do quadrado das diferencas entre
intervalos RR normais adjacentes (RMSSD) nos grupos controle (C),
diabético (D), controle treinado (CT) e diabético treinado (DT) e diabético
treinado prévio (DTP).

Figura 9: Atividade simpatica nervosa renal (mV/ciclo) nos grupos
controle (C), diabético (D), controle treinado (CT) e diabético treinado (DT)
e diabético treinado prévio (DTP).

Figura 10: Massa ventricular esquerda corrigida pelo peso (MVE corrig
(9/kg)), nos grupos controle (C), diabético (D), controle treinado (CT) e
diabético treinado (DT) e diabético treinado prévio (DTP).

Figura 11: Fracdo de ejecdo (%) nos grupos controle (C), diabético (D),
controle treinado (CT) e diabético treinado (DT) e diabético treinado prévio
(DTP).

Figura 12: Correlagcdo entre Proteindria (mg/24hr) e Atividade nervosa
simpatica renal (mV/ciclo) nos grupos controle (C), diabético (D), controle
treinado (CT) e diabético treinado(DT) e diabético treinado prévio (DTP).
Figura 13: Correlacao entre Proteindria (mg/24hr) e Varidncia dos
intervalos RR (ms®) nos grupos controle (C), diabético (D), controle
treinado (CT) e diabético treinado(DT) e diabético treinado prévio (DTP).



Lista de tabelas

Tabela 1: Peso corporal (g) inicial, final da 42 semana e final dos grupos
controle (C), diabético (D), controle treinado (CT), diabético treinado (DT)
e diabético treinado prévio (DTP).

Tabela 2: Glicemia (mg/dL) inicial e final dos grupos controle (C),
diabético (D), controle treinado (CT), diabético treinado (DT) e diabético
treinado prévio (DTP).

Tabela 3: Velocidade maxima atingida em teste de esforco (Km/h) inicial,
final da 42 semana e final nos grupos controle (C), diabético (D), controle
treinado (CT), diabético treinado (DT) e diabético treinado prévio (DTP).
Tabela 4: Creatinina sérica (mg/dL) inicial e final nos grupos controle (C),
diabético (D), controle treinado (CT) e diabético treinado (DT) diabético
treinado prévio (DTP).

Tabela 5: Clearance de creatinina (ml/min/kg) inicial e final dos grupos
controle (C), diabético (D), controle treinado (CT), diabético treinado (DT)
e diabético treinado prévio (DTP).

Tabela 6: Proteinuria (mg/24hr) inicial e final nos grupos controle (C),
diabético (D), controle treinado (CT) e diabético treinado (DT) e diabético
treinado prévio (DTP).

Tabela 7: Hemodindmica avaliada pela pressdo arterial (mmHg) e
frequéncia cardiaca (bpm) nos grupos controle (C), diabético (D), controle
treinado (CT) e diabético treinado (DT) e diabético treinado prévio (DTP).
Tabela 8: Sensibilidade barorreflexa (bpm/mmHg) avaliada pelas
respostas taquicardicas (ITR) e bradicardicas (IBR) nos grupos controle
(C), diabético (D), controle treinado (CT) e diabético treinado (DT) e
diabético treinado prévio (DTP).

Tabela 9: Variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) e variabilidade da
pressao arterial (VPA) no dominio do tempo dos grupos controle (C),
diabético (D), controle treinado (CT) e diabético treinado (DT) e diabético
treinado prévio (DTP).

Tabela 10: Variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) e da pressao
arterial (VPA), no dominio da frequéncia nos grupos controle (C), diabético
(D), controle treinado (CT) e diabético treinado (DT) e diabético treinado
prévio (DTP).

Tabela 11: Atividade simpatica nervosa renal (ASNR) dos grupos controle
(C), diabético (D), controle treinado (CT) e diabético treinado (DT) e
diabético treinado previo (DTP).

Tabela 12: Morfometria cardiaca dos grupos controle (C), diabético (D),
controle treinado (CT) e diabético treinado (DT) e diabético treinado prévio
(DTP).

Tabela 13: Funcéo sistdlica e diastdlica dos grupos controle (C), diabético
(D), controle treinado (CT) e diabético treinado (DT) e diabético treinado
previo (DTP).

Tabela 14: Indice de funcio global do miocardio dos grupos controle (C),
diabético (D), controle treinado (CT) e diabético treinado (DT) e diabético
treinado prévio (DTP).



Resumo

Silva, KA. Efeitos do exercicio fisico prévio sobre a
funcdo renal, disfuncdo autonémica e atividade nervosa
simpatica renal no diabetes experimental, em ratos.
(Dissertacao). Sao Paulo: Disciplina de
Nefrologia, Universidade Federal de Sao Paulo.

Introducao: O exercicio fisico (EF) tem sido utilizado como uma intervengao
terapéutica no tratamento de doencas crénico-degenerativas como o Diabetes
Mellitus (DM) que pode causar complicagdes renais e cardiovasculares. No
entanto, pouco se sabe sobre a intervengao prévia ao estabelecimento da
doenca na modulacgao fisiolégica e o impacto médico nessas disfungdes. Nosso
objetivo no presente trabalho foi estudar os efeitos do EF prévio sobre a
atividade nervosa simpatica renal (ANSR), controle autonémico do sistema
cardiovascular e funcao renal de ratos diabéticos por estreptozotocina.
Métodos: Ratos Wistar foram divididos em 5 grupos: controle (C, n=8),
diabético (D, n=8), controle treinado (CT, n=8), diabético treinado (DT, n=8) e
diabético treinado prévio (DTP, n=8) e foram submetidos a 10 semanas de
treinamento (grupos CT e DT) ou 14 semanas (grupo DTP). Medidas
metabolicas, funcdo renal, ANSR, modulagcdo autonémica, barorreflexo e
ecocardiograma foram mensurados.

Resultados: EF prévio reduziu a proteinuria no grupo DTP (36,9£10,2 mg/24
h) comparado ao grupo D (90,6+5,7 mg/24 h, p<0,05) e atenuou esta medida
em relacdo ao grupo DT (46,8+4,1 mg/24 h), o EF prévio também diminuiu a
fracdo de excregdo de Na* (0,72+0,06 %) quando comparado ao grupo D
(2,40+0,30 %, p<0,05) e atenuou esta media em relagdo ao grupo DT
(0,9940,02 %). Além disso, o EF prévio normalizou a ANSR no grupo DTP
quando comparado ao grupo D (23,6+£0,6 mV/ciclo vs. 18,1£1,7 mV/ciclo,
p<0,05), respectivamente, e melhorou a variabilidade da frequéncia cardiaca,
assim como, o barorreflexo.

Conclusao: Esse estudo demonstrou que o EF prévio € uma importante
ferramenta terapéutica com a finalidade de aumentar a seguranca e trazer
maiores beneficios a salde, no que concernem as alteragdes renais e
cardiovasculares provocadas pelo DM. Assim, dados indicam que deve haver
uma necessidade de realizar o EF em pessoas com alto risco de desenvolver
DM, para minimizar futuros impactos na fungdo cardiovascular e renal
induzidos pelo DM.

Palavras-chave: Exercicio fisico prévio, atividade nervosa simpatica renal,
disfungdo autondémica, fungdo renal, sensibilidade barorreflexa, Diabetes
Mellitus e progressao da doenca renal.



Abstract

Silva KA. Effects of previous exercise on renal function,
autonomic dysfunction and renal sympathetic nerve activity

in experimental diabetes, in rats. (Thesis). Sao Paulo:
Division of Nephrology, Federal University of Sdo

Paulo.

Background: The exercise training (ET) has been recognized as an important
therapeutic intervention for the chronic degenerative diseases such as Diabetes
Mellitus (DM) that cause renal and cardiovascular complications. However, little
is known if previous ET intervention modulates the physiological and medical
impact caused by these dysfunctions. We investigated the effects of previous
ET on renal sympathetic nerve activity (RSNA), cardiovascular autonomic
control and renal function in rats with experimental diabetes.

Methods: Male Wistar rats were divided in five groups: control (C, n= 8),
diabetic (D, n= 8), trained control (TC, n= 8) or diabetic (TD, n= 8) and previous
trained diabetic (PTD, n= 8). TC and TD were submitted to 10 wks and PTD to
14 wks of ET. Renal function, proteinuria, RSNA and autonomic modulation and
baroreflex sensitivity (BRS) were evaluated.

Results: Previous ET reduced proteinuria in PTD group (36.9+10.2 mg/24 h) as
compared to D group (90.6+5.7 mg/24 h, p<0.05) and attenuated in relation to
TD group (46.8+4.1 mg/24 h), fractional excretion of sodium in PTD group
(0.72+0.06 %) as compared to D group (2.40+0.30 %, p<0.05) and attenuated
in relation to TD group (0.99+0.02 %). Moreover, previous ET normalizes RSNA
in PTD when compared to D group (23.6+£0.6 mV/cycle vs. 18.1£1.7 mV/cycle,
p<0.05), respectively and improve heart rate variability as well as BRS
compared to D group.

Conclusion: This study demonstrates that the previous ET is an important
therapeutical tool in order to increase the safety and bring greater healthy
benefits, with respect to cardiovascular and kidney alterations due to DM. Thus,
these data indicates a necessity to performe ET in patients with high risk of DM
in order to minimize future impact on cardiovascular and renal function induced
DM.

Key words: Previous exercise training, renal sympathetic nerve activity,
autonomic dysfunction, renal function, baroreflex sensitivity, Diabetes Mellitus,
progression of renal disease.



INTRODUCAO
1.1 Diabetes Mellitus

O Diabetes Mellitus (DM) possui caracteristicas de doenca epidémica,
atingindo propor¢des mundiais. No ano 2000, adultos com 20 anos ou mais de
idade chegavam a aproximadamente 171 milhdes acometidos pela doencga. A
estimativa para o ano de 2030 é que 366 milhdes de pessoas tenham DM (1).
De acordo com Center for disease control nos Estados Unidos, em 2008, a
estimativa era que cerca de 24 milhées de americanos tinham a doenga. No
espectro mundial isso corresponde a 8% da populacdo americana (2). No Brasil
um estudo multicéntrico realizado em 1980, determinou uma prevaléncia de
7,6% (3).

O diabetes ndao tem sua etiologia totalmente conhecida sendo
considerada multifatorial. Os principais fatores associados ao aumento da
incidéncia do DM é o sedentarismo, devido a inatividade fisica, obesidade,
maior expectativa de vida, habitos alimentares inadequados, desenvolvimento
tecnoldgico, urbanizacdo, dentre outros (4, 5).

O DM é uma doenca metabdlica caracterizada pela hiperglicemia,
resisténcia a insulina, intolerancia a glicose, hipertensdo arterial, nefropatia
diabética, proteinuria, disfuncdo autonémica, neuropatia periférica, disfuncao
endotelial, disfungéo erétil como exemplos (6-9).

Esta doenga metabdlica pode ser classificada em tipo | e Il. O tipo | é
causado por uma importante incapacidade das células befa do pancreas
produzirem insulina e, portanto, sdo dependentes de insulina exdgena para seu

controle glicémico. A manifestacdo da doenga microvascular tem maior



incidéncia neste tipo de diabetes. Ja o tipo Il oferece resisténcia nas células-
alvo a insulina, levando também a um estado de hiperglicemia (10-13).

A principal causa de morte nos portadores de DM é a doenca
cardiovascular, portanto, na presenca de hiperglicemia crbénica ocorrem
alteracées no metabolismo de carboidratos, gorduras e proteinas, decorrentes
tanto de defeito da secrecdo de insulina, como de alteragcbes na acao
insulinica. A insulina por ser um poderoso horménio anabdlico, exerce grande
influéncia nos estoques de glicogénio hepatico e muscular, sintese de
triglicerideos e proteinas e inibe a protedlises (6, 14). Um estudo demonstrou
que um pequeno aumento na glicemia de jejum em sujeitos ndo diabéticos,
mesmo na faixa de normalidade pode ser prejudicial para uma liberacdo de
insulina estimulada pela glicose. O que pode caracterizar um breve periodo de
resisténcia a insulina (15).

1.2 Alteracoes cardiovasculares e autonémicas no diabetes

O DM é acompanhado de complicagbes crbnicas caracteristicas,
genericamente denominadas de doenca microvascular (especifica do
diabetes), doenga macrovascular (aterosclerose com inicio mais precoce no
diabetes) e doencga neuropatica (16). Hipertensao, disfungées do ventriculo
esquerdo e disfuncédo endotelial, compreendem algumas dessas complicacdes
cronicas relacionadas com o DM.

O modelo experimental de DM por estreptozotocina (STZ), que € um
agente citotoxico seletivo para células beta pancreatica (17), tem sido utilizado
por muitos investigadores no estudo das disfuncbées metabdlicas e
cardiovasculares da doenca. Ratos diabéticos por STZ apresentam muitas

alteracoes semelhantes as observadas em humanos, tais como hiperglicemia,
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hipoinsulinemia, glicosuria, poliuria, perda de peso, neuropatia, nefropatia e
cardiopatia (8, 18-20). Além disso, o volume extracelular se mostra bastante
aumentado neste modelo animal de DM, devido ao alto nivel de glicemia
encontrada (21). Para avaliarmos as diversas alteracbes impostas pelo DM,
pesquisadores tém utilizado constantemente o modelo de DM por STZ,
almejando uma melhor compreensado das disfuncbes renais e do controle
autondmico do sistema cardiovascular. Estudos tém demonstrado redugédo da
pressao arterial (PA) e da frequéncia cardiaca (FC) desde 5 até 80 dias apés a
inducdo do DM (18, 19, 22-24). Os mecanismos envolvidos nestas disfungdes
ainda nao estdo perfeitamente esclarecidos, mas existem evidéncias
consistentes do envolvimento de alteragcdes na frequéncia cardiaca intrinseca
no ténus vagal e no controle reflexo de frequéncia cardiaca (barorreflexo e
quimiorreflexo) neste prejuizo cardiovascular (8). Além disto, pesquisadores
tém evidenciado prejuizo na sensibilidade dos presso- e quimiorreceptores em
ratos diabéticos (19).

O estudo do barorreflexo € uma ferramenta utilizada como forma de
entendimento dos ajustes de pressao arterial e frequéncia cardiaca em
diferentes doencas. Farah e cols. demonstraram em 2007 que ratos
espontaneamente hipertensos (SHR) e diabéticos induzidos por STZ tinham
um reflexo de bradicardia diminuido quando relacionado apenas aos animais
SHR (25).

A neuropatia diabética acomete tanto o sistema nervoso somatico
(principalmente nervos sensitivos), como o sistema nervoso auténomo. O
comprometimento das fungbes autonbémicas cardiacas, causado pela

neuropatia autonémica que esta ligado a uma diminuicdo da modulacédo
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parassimpatica e/ou aumento da simpatica, desempenha um papel importante
no aparecimento de outras complicagdes como hipertensao (26)

Ha evidéncias de que a hemodinamica renal também esta alterada no
inicio do DM experimental e que seria um dos principais responsaveis pela
evolucao da nefropatia diabética (27-30), sendo que nesta fase inicial da
doenca, ainda ndo ha lesbes estruturais no glomérulo (31) que justifiquem esta
alteracao na dinamica glomerular. No entanto, alguns pesquisadores relataram
um aumento de cerca de 30% no glomérulo de ratos diabéticos com somente
quatro de dias de indugéo (32).

Disturbios na variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) e da pressao
arterial (VPA) tém demonstrado alto valor prognostico no espectro clinico e
experimental. O estudo das bandas de alta (AF) e baixa frequéncia (BF) e o
estudo no dominio do tempo, desempenha um importante papel no
entendimento da modulacdo autonémica (26, 33-37). Um aumento na banda
BF da VFC e VPA tem sido associado com acontecimentos fatais e ndo fatais
de doengas cardiovasculares, renais e morte subita (38).

A regularidade na adesdo a um programa de exercicios fisicos €
associada com uma melhora no sistema nervoso autonémico. Uma diminuigao
dos valores da banda BF e da razdo BF/AF foi encontrada em animais
hipertensos que realizaram exercicios fisicos regulares de forma voluntaria
(38). Além disso, houve ainda uma reducéo da VPA que é associada com um
aumento da atividade parassimpatica e/ou diminuicdo da atividade simpatica
(38). Em animais diabéticos Mostarda e cols. (2009b), mostraram que o
treinamento periodizado de intensidade moderada aumenta o ténus vagal e

aumento da frequéncia cardiaca intrinseca (FCI), vale ressaltar que em animais
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diabéticos por STZ ha uma diminuicdo da FCI. Assim podemos correlacionar
estes resultados com uma melhora na modulagdo autonémica do coragdo em
animais treinados.

1.3 Diabetes e Funcao renal

O diabetes pode gerar complicagdes renais como a nefropatia diabética,
e a condicado de hiperglicemia ndo controlada favorece ao aparecimento desta
complicacdo, assim como a predisposicao genética aliada a fatores ambientais
podem agravar a situacdo e ser completamente relevante no inicio e
progressao da doenca (39). Alteragdo na hemodinamica renal pode acometer a
funcdo renal. Elevada taxa de filtracdo glomerular esta presente entre
pacientes com diabetes tipo | (40), estando este paciente sujeito a progredir
para uma doenca renal crénica (41).

Estudos experimentais revelaram que ha um desarranjo da estrutura da
parede glomerular na nefropatia diabética, tornando a membrana basal menos
seletiva as cargas (42). Prejuizo em proteinas de podécito como a podocina
podem estar presente em pessoas com DM e a perda de nefrina precede a
excrecao de albumina no decorrer da lesao renal (43).

Hipertrofia tubuloepitelial e glomerular e espessamento de membranas
basais glomerulares e tubulares s&do caracteristicas estruturais presentes nos
rins da maioria dos diabéticos, no entanto, expansao e esclerose mesangial por
maior producdo de matriz extracelular (MEC) sao alteracdes precoces que
ocorrem nos pacientes que desenvolveram nefropatia diabética.
Remodelamento defeituoso da MEC decorre principalmente de um aumento de
colageno tipo IV (seu principal componente), laminina e fibronectina (44). Essas

alteracées ocorrem antes do espessamento da membrana basal glomerular
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(45). Alteracbes nos transportadores de adgua e sodio ao longo dos tubulos
renais também ocorrem, Vidotti e colaboradores em 2008, demonstraram que
co-transportador Na'/Glicose estava aumentado em animais diabéticos
induzidos por STZ. O aumento desse transportador demonstra a tentativa dos
tubulos renais em reabsorver a glicose excedente filtrada pelo glomérulo.

O desenvolvimento da nefropatia diabética pode ser retardado com o
controle de seus fatores de risco. Ha estudos na literatura que relacionam a
excrecdo urinaria de albumina com bom controle glicémico (46), uso de
estatinas (47), inibidores da ECA e bloqueadores do receptor AT1 (48) e
melhora da fungédo autonémica (49).

A albumina é a proteina urinaria mais frequente, elevacdes nesta
proteina se caracteriza por manifestacées de lesdao renal em pacientes com
DM, doencgas glomerulares e nefroesclerose hipertensiva (50). A identificacdo
destes marcadores e de fatores de risco modificAveis como a hipertensao,
assim como o bom controle glicémico podem minimizar os efeitos deletérios na
funcéo renal. A proteinaria pode ser considerada fator de risco para pacientes
com diabetes e hipertensdo, vale ressaltar que em danos tubulares e
glomerulares a albuminuria pode estar presente, com o tempo esta pode
progredir para proteinaria (33).

1.4 Diabetes e atividade nervosa simpatica renal (ANSR)

A atividade simpatica renal participa diretamente no controle ténico da
hemodinamica renal. O registro da atividade eferente do nervo simpatico renal
(NSR), tem sido de dificil determinagédo. Essa atividade registrada em animais
acordados apresenta-se em uma faixa de baixa frequéncia (0,5 a 2,0 Hz) (51).

Com base nesses dados, alguns estudos tém sugerido que, sob condicbes
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fisioldgicas, a frequéncia basal da atividade eferente do nervo simpéatico renal
seja muito baixa para alterar a hemodindmica renal, mas suficiente para
influenciar a taxa de secrecao de renina e reabsorcao tubular de sédio (51). A
estimulacao direta, ou reflexa, do nervo simpético renal em ratos, promove uma
diminui¢cdo do fluxo sanguineo renal e aumento na resisténcia vascular renal
(51), diminui a excregdo de agua e Na*, além diminuir a filtracdo glomerular
(52). Um estudo demonstrou que ocorre uma diminuicdo na resposta da ANSR,
seja excitatoria ou inibitéria, reflexa a estimulacdo de receptores renais e
quimicos no DM experimental (53). Além disso, a excrecao de sodio esta
diminuida no inicio do diabetes, humano e experimental, em ratos essa
desordem é corrigida pela desnervacéao renal (54).

Os nervos renais participam efetivamente na génese da hipertensao
(55), no DM a auto-regulacao renal pode estar prejudicada e esse prejuizo
pode ser caracterizado palas alteracbes do feedback tubulo-glomerular e
miogénico (30, 56-58).

Bell e cols. (2006) demonstraram em ratos diabéticos por STZ que em
um periodo de duas semanas com altos niveis de glicemia que o fluxo
sanguineo renal estava aumentado assim como houve aumento da taxa de
filtracdo glomerular. Esse resultado sugere que o diabetes descompensado
possui um importante papel na progressao da nefropatia diabética.

Ha interacdes entre os nervos renais e o controle barorreflexo desses
nervos (55). Com a disfuncdo simpatica e parassimpatica em pacientes
diabéticos e em modelos experimentais de DM (59, 60), ocorre um prejuizo do
controle barorreflexo dos nervos renais, porém, apds duas semanas de DM por

STZ, um estudo demonstrou que o controle barorreflexo da atividade simpatica

7



do nervo renal estava inalterado (61). Outros pesquisadores demonstraram em
um modelo diferente de DM experimental utilizando camundongos OVE26 que
desenvolvem hiperglicemia severa com 30 dias apds 0 nascimento que houve
um prejuizo tanto da inibicdo quanto da excitacao simpatica pelo barorreflexo.
Além disso, houve reducdo das respostas da pressao arterial média a
estimulacao do nervo depressor aértico (62).

1.5 Treinamento fisico

O exercicio fisico regular é uma ferramenta recomendada e utilizada no
tratamento do diabetes mellitus (8, 63-67). De acordo com a recomendac¢ao da
Associacdo Americana de Diabetes de 2005, todos os tipos exercicio incluindo
atividades de lazer, esportes recreacionais, competicao profissional podem ser
realizados por pessoas portadoras de diabetes tipo |, desde que seja mantido
um rigido controle da glicemia e esteja livre de complicagées hemodinamicas,
renais, neurogénicas, entre outras.

O treinamento fisico (TF) moderado € o mais recomendado pela a
maioria das diretrizes aplicadas ao diabetes (66, 67). A préatica regular de
exercicios fisicos € agora considerada uma ferramenta eficaz no controle da
progressdao da nefropatia, disfuncdo autondmica, hipertensdo, entre varias
outras doencas (24, 64, 68-70).

1.4.1 Treinamento fisico e Funcao renal

O exercicio provoca grandes alteragcbes na hemodindmica renal
facilitando a excrecdo de proteinas na urina (71). Durante o exercicio ocorre
uma vasodilatagdo periférica e vasoconstricdo esplancnica, assim, os rins
sofrem uma diminuicdo do fluxo sanguineo que é diretamente proporcional a

intensidade de exercicio, este pode diminuir em até 80% do valor basal. A
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hidratacdo basal do individuo que esta se exercitando pode influenciar de
forma negativa ou positiva no nivel de diminuicao do fluxo sanguineo, quanto
mais hidratado estiver o individuo menor foi a diminuicdo do fluxo renal (72,
73).

Diferentes niveis de intensidade de exercicio também podem alterar a
taxa de filtracdo glomerular (TFG). Exercicio de leve intensidade inicialmente
provoca uma tendéncia a aumentar a TFG, ja os exercicios realizados
moderadamente e de alta intensidade tendem a diminuir a TFG (74). A
liberacao de varios hormonios promove alteracao na reabsorgao e secrecao de
ions e solutos nos tubulos.

Proteindria € comum em exercicio de alta intensidade e atletas de alto
desempenho reincidentes a este tipo de treinamento estdo mais propicios a
este fenébmeno (74, 75).

Diferentes taxas de proteinuria estdo relacionadas com a duracéo e a
intensidade do exercicio (74, 76, 77). Em exercicio moderado, a proteinuria
tende a ser de origem glomerular. Ja em exercicio intenso, podemos observar
a proteinuria tanto de origem glomerular quanto de origem tubular. (78, 79).

Na nefropatia diabética, € comum a ocorréncia de proteinuria pds-
exercicio fisico, porém o aparecimento de proteinas nao significa um aumento
na disfungéo renal nos portadores de DM (71).

1.4.2 Treinamento fisico e alteracoes cardiovasculares

Utilizando modelos experimentais, pesquisadores demonstraram que o
tébnus vagal representado pela atividade parassimpatica, estava aumentado nos
animais diabéticos treinados moderadamente. Esse fato sugere que houve um

aumento na bradicardia de repouso que € uma adaptacado fisioldgica ao
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treinamento aerdbio regular e favorece a maior eficiéncia no bombeamento
cardiaco (64). Além disso, tem sido evidenciada também a diminuicao do
estresse oxidativo e da hipertrofia cardiaca (68, 80). Em animais diabéticos, o
TF se mostrou eficaz em reverter as alteragdes da frequéncia cardiaca e da
pressao arterial, melhorou a funcédo contratil do coracdo, a sensibilidade dos
pressorreceptores e ainda reduziu as taxas de mortalidade nesses animais
(24).

Relatos da literatura tém demonstrado que o treinamento altera o
controle glicémico, reduzindo a hemoglobina glicada (81, 82), melhorando o
aporte de nutrientes nos musculos (83) e melhorando a variabilidade da
frequéncia cardiaca e pressao arterial (26, 64). Essas alteragdes provocadas
pelo treinamento ainda englobam adaptagcdes em nivel de receptor. Os
captadores de glicose (GLUT 4) aumentam sua expressdo génica (65), o
aumento desta proteina na membrana muscular contribui para uma diminuigao
nos niveis de glicemia e este aumento correlaciona-se com a sensibilidade da
insulina ao seu receptor.

A capacidade de realizacdo de exercicios fisicos esta atenuada em
humanos e animais diabéticos (64, 84), essa atenuacdo esta ligada
principalmente ao descontrole glicémico, o que consequentemente leva a uma
rigidez dos vasos de condutancia e assim diminuicdo da capacidade fisica
devido ao baixo nivel de aporte sanguineo (85).

Apesar de ser exaustivamente encontrado na literatura estudos
demonstrando os beneficios do treinamento fisico moderado modulando

alteracbées funcionais e morfolégicas em varias patologias, € escasso 0
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conhecimento cientifico sobre a intervencéo prévia do treinamento fisico em
modelos experimentais.

Nesse sentido, com a utilizacdo do TF como uma intervengéo cada vez
mais frequente e necessaria ao tratamento ndo-farmacolégico do DM no ambito
das complicagdes renais e cardiovasculares e no controle das alteracdes
autondmicas, faz-se necessario alguns esclarecimentos quanto a realizacao de
um TF prescrito previamente ao estabelecimento da doenca. Assim o presente
estudo demonstra as alteracdes provocadas pelo tanto pelo TF realizado apés
o estabelecimento da doencga, quanto ao TF prévio ao diabetes experimental

por STZ.
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2 OBJETIVO GERAL

1 — Avaliar os efeitos do exercicio fisico prévio sobre a funcao renal, disfuncao

autonO6mica e atividade simpatica do nervo renal de ratos com DM por STZ.

2.1 Objetivos especificos

1 — Avaliar e determinar os principais parametros moduladores que possam

influenciar o DM.

2 — Analisar o comportamento da fun¢ao renal urinaria e plasmatica através de
variaveis como: clearance de creatinina, proteindria e sédio e potassio, em

ratos com DM por STZ submetidos ao TF prévio ou néo.

3 — Verificar possiveis alteracdes da hemodinamica sistémica (PAS, PAD, PAM
e FC), disfuncdo autonémica (Variabilidade da FC e sensibilidade barorreflexa)
e a atividade simpatica do nervo renal de todos o0s grupos estudados nesta

pesquisa.

4 — Avaliar as alteragbes morfofuncionais cardiacas através do

ecocardiograma.
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3 - MATERIAIS E METODOS
3.1 Animais e grupos de estudo

Foram utilizados ratos Wistar, pesando 150-180 gramas, procedentes do
Biotério Central da Universidade Federal de S&o Paulo. Todos os

procedimentos foram submetidos ao Comité de Etica da UNIFESP/EPM e
aprovado pelo mesmo sob o processo 0878/08. Os animais foram mantidos

agrupados, em ambiente com temperatura controlada (22" - 24°C) e com luz
controlada em ciclo de 12 horas (claro:escuro). Agua e comida foram
oferecidas de modo irrestrito, e a dieta era normoprotéica (12% de proteinas).
Todos os grupos foram acompanhados por 14 semanas, entretanto, os
grupos controle, controle treinado, diabético, diabético treinado, nao realizaram
nenhuma intervencao nas primeiras 4 semanas, exceto a coleta de urina, teste
de esforco e acompanhamento do peso corporal. Os animais do grupo
diabético treinado prévio realizaram todos os experimentos realizados pelos
outros grupos e treinaram de forma sistemética e programada durante estas
primeiras 4 semanas, caracterizando um treinamento fisico prévio ao
estabelecimento do DM. Todos os grupos diabéticos possuem 10 semanas de

diabetes.

Segue os grupos do estudo:

- Grupo controle (C), n= 8, grupo controle do estudo;

- Grupo controle treinado (CT) n=8, grupo que realiza protocolo de
treinamento fisico durante 10 semanas sem a presenca de diabetes;

- Grupo diabético (D), n=8, grupo diabético sedentario de 10 semanas;

13



- Grupo diabético treinado (DT), n=8, grupo que é submetido a protocolo de
treinamento semelhante ao grupo DTP, porém durante somente 10 semanas;

- Grupo diabético treinado prévio (DTP), n=8, grupo que realiza um protocolo
de TF de 14 semanas, sendo 4 destas de TF prévio ao estabelecimento de
diabetes.

3.2 Gaiola metabdlica (GM)

Todos os animais foram levados @ GM no inicio e ao final do protocolo.
Inicialmente o peso de cada rato foi mensurado (balanca da marca Micronal’) e
anotado. Seguindo-se com a distribuicdo dos mesmos nas GMs individuais
para a coleta de urina objetivando as mensuracoes posteriores de marcadores
de fungéo renal. Estes foram mantidos por 24 horas com acesso irrestrito a
agua e alimentacdo padrdao em pé. Apds este periodo foi iniciada a coleta de
urina, sob vaselina liquida (86).

3.3 Coleta e preparo da urina

Apoés ser coletada na GM, a urina teve seu volume anotado (diurese) e a
vaselina liquida aspirada com Pipeta Pasteur. A urina foi centrifugada a uma
velocidade de 3.000 rpm durante 10 minutos, a fim de serem retirados os
debris. As urinas foram aliquotadas em tubos eppendorfs’ e congeladas em
freezer —20° C.

3.4 Dosagens bioquimicas urinarias e plasmaticas

Foram utilizados Kits da Labtest Diagnéstica” para obter as dosagens de
creatinina (método do picrato com intima relacdo com o método usando
reagente de Lloyd (87) e com os métodos de cromatografia de troca ibnica

(88)).
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Sddio e o Potassio foram dosados atraves do Fotdmetro de Chamas da
marca Micronal * B-462.

A fracdo de excrecdo de Na* e K' foi calculada a partir da férmula
abaixo, (onde U = valores urinarios, P = valores plasmaticos):

FE = [U Na ou k (MEQ/L) X P creat (M@/dL) / P Na ou k (MEQ/L) X U crear
(mg/dl)] x 100

Os valores do clearance de creatinina foram calculados pela férmula
UV/P (onde U = valores de creatinina urinaria em mg/dL, V = volume urinario
de 24 horas em mL/minutos e P = valores de creatinina plasmatica em mg/dL).

A proteindria foi mensurada pelo método de ensaio enzimatico
colorimétrico sendo esta ultima mediante 0 uso do kit comercial (Sensiprot,
Labtest diagndstica).
3.5 Coleta de sangue

Uma amostra de sangue foi retirada da regido do plexo retro-orbital dos
animais, estes foram previamente anestesiados com uma mistura de Ketamina
Ketamina (90 mg/kg) e xylazina (10 mg/kg).
3.6 Treinamento fisico
3.6.1 Adaptacao a esteira

Antes do inicio do protocolo de treinamento e do teste de esfor¢co os
ratos foram submetidos a um periodo de adaptacdo a esteira rolante
motorizada (Imbramed TK-01) por 10 min., a uma velocidade de 0,3 km/h, uma
vez ao dia por uma semana. Este periodo tem por finalidade diminuir o
estresse sofrido pelos animais durante o teste e a aplicacdo do treinamento

fisico e ndo é caracterizado como treinamento fisico prévio.
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3.6.2 Teste de esforco fisico

Com o intuito de estabelecer a capacidade fisica maxima dos animais e
elaborar a prescricdo do treinamento fisico dos mesmos na esteira rolante
motorizada, realizamos um teste de esforgo. Para realizar o teste os animais
foram colocados individualmente na esteira e ficaram cerca de 10 minutos para
aclimatacao ao ambiente, apds iniciado o teste a velocidade era aumentada de
forma intercalada de 0,3 Km/h a cada 3 minutos. O critério para caracterizacao
da exaustdo dos animais no teste era a incapacidade dos mesmos em
acompanhar a velocidade da esteira (89, 90).
3.6.3 Protocolo de treinamento fisico

Apés a realizacdo do teste de esforco a prescricdo do treinamento foi
elaborada considerando uma intensidade moderada (40 - 60% da capacidade
fisica maxima), durante 14 (grupo DTP) ou 10 semanas (DT e T), 5 dias por
semana, alcangando no decorrer do protocolo um volume de treinamento
equivalente a 1 hora, seguindo parametros de protocolares de treinamento em
pesquisas ja publicadas (24, 68, 69).
3.7 Inducao do diabetes

Os animais foram colocados em um contensor onde somente a cauda
ficava exposta e o diabetes foi induzido por uma Unica injecdo endovenosa
(e.v.) de estreptozotocina (STZ, 50 mg/Kg, e.v., Sigma Chemical Company, St.
Louis, MO, EUA) pela veia da cauda (91), seguida de rapida recuperacao do
animal. A STZ é dissolvida em tampao citrato (0,01M, pH 4,5) e injetada cerca
de 5 minutos apoés a diluicdo. Os animais foram mantidos em jejum por 6 horas
antes da inducdo. Nos grupos nao diabéticos foi injetado sob o mesmo

procedimento somente com tampao citrato. Cerca de 5 dias apds a inducao, os
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animais foram novamente submetidos a um jejum de 6 horas para verificar a
acao da estreptozotocina.
3.8 Dosagem da glicemia

Amostras de sangue (50 ul) foram coletadas dos diferentes grupos
experimentais para dosagem dos niveis de glicose sanguinea. Este
procedimento foi realizado através do aparelho Advantage (Roche®, Suica).
3.9 Avaliacao ecocardiografica

As medidas ecocardiograficas seguiram as recomendacdes do Comité
de Padronizagdo do Modo M da Sociedade Americana de Ecocardiografia (92).
Os exames foram realizados por um Unico observador e em cada exame foi
coletado um total de cinco medidas para cada variavel, sendo calculados
posteriormente, a média, o desvio padrao da média e o erro padrao da média
dessas medidas. O exame ecocardiografico foi realizado com os animais
anestesiados com uma solugcdo de Ketamina (90 mg/kg) e xylazina (10
mg/kg), através de injecao intra-peritoneal. Ap6s a sedacdo os animais foram
colocados em decubito dorsal, em uma mesa cirargica apropriada para o
posicionamento do transdutor no hemitérax esquerdo do animal. O
equipamento utilizado foi o SEQUOIA 512 (ACUSON Corporation, Mountain
View, CA), com transdutor de 15 MHz. As imagens foram feitas a uma
frequéncia de 13,0 MHz, para otimizagdo da resolucdo e a penetracdo do
animal. Para registro das imagens foi utilizado gel de transmissao para
ultrasom de viscosidade média/alta (General Imaging Gel, ATL. Reedsville,
USA). A partir da visualizacdo do ventriculo esquerdo (corte transversal) ao
nivel dos musculos papilares foi realizado o modo M e obtidas as medidas das

seguintes variaveis: diametro diastolico (DDVE) e sistélico (DSVE) do
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ventriculo esquerdo e a espessura do septo interventricular (SIV) e da parede
posterior do ventriculo esquerdo (PP) em sistole e diastole. Apds a realizacao
das medidas a massa do ventriculo esquerdo foi calculada através da utilizacao
da seguinte férmula matematica: LVM = [(DDVE+SIV+PP)*-(DDVE)?®|x1,047,
onde 1,047 (mg/mm®) corresponde a densidade do miocardio. Além da massa
do ventriculo esquerdo, a forca de encurtamento do ventriculo esquerdo
também foi calculada (D% = [(DDVE-DSVE)/DDVE]x100). Os indices de funcao
sistdlica do modo bidimensional foram obtidos a partir do método de Simpson
modificado, uma vez que é um método mais fidedigno para cora¢des infartados
do que aqueles obtidos apenas a partir do modo-M.

As imagens obtidas através do Doppler foram utilizadas para calcular os
parametros da funcdo diastdlica do ventriculo esquerdo. O tempo de
relaxamento isovolumétrico (TRIV) e o tempo de desaceleracao da onda E.
Utilizando ainda o tempo de ejecao (TE) do fluxo de via de saida do ventriculo
esquerdo, foi calculada a velocidade de encurtamento circunferencial da fibra
miocardica (Vcf = [(DDVE-DSVE)/DDVE]/TE). Embora o Vcf seja sensivel a
mudancas agudas da pressdo arterial na sobrecarga hemodindmica, em
condicbes basais, na auséncia de mudancas agudas da pressao arterial, o
célculo do Vcf fornece informagbes quanto a contratilidade miocéardica. A
avaliagdo da hipertrofia cardiaca foi analisada pela normalizagdo da massa do
ventriculo esquerdo (g) pelo peso corporal (g).

3.10 Avaliacoes hemodinamicas sistémicas
3.10.1 Canulacao
No dia anterior ao registro de pressdo arterial os animais foram

anestesiados com Ketamina (90 mg/kg) e xylazina (10 mg/kg) para
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colocacdo de canulas de polietileno (PE-10, com didmetro interno de 0,01
mm que foi conectado ao PE-50, 13 com didmetro interno de 0,05 mm).
As canulas foram preenchidas com soro fisiol6gico, e posicionadas no interior
da aorta abdominal e da veia cava inferior, através da artéria e veia femoral
esquerdas para registro de pressdo arterial, frequéncia cardiaca e
administracdo de drogas, respectivamente. Através de uma pequena incisao na
regiao inguinal esquerda em direcdo ao feixe vasculo-nervoso as extremidades
das canulas com menor calibre (PE-10) foram introduzidas na artéria € na veia
femoral. As canulas foram fixadas com fio de algodao, na artéria e na veia e
suas extremidades mais calibrosas foram passadas subcutaneamente,
exteriorizadas no dorso da regido cervical e fixadas com fio de algodao na pele.
Apds o término da cirurgia os animais foram tratados com uma unica injecao
intramuscular de penicilina G (Benzetacil(], Fontoura-Wyeth, 60.000U). Cada
rato foi mantido em uma caixa (Plexiglas, 25x15x10 c¢cm) durante a realizacao
do experimento.
3.10.2 Registro de pressao arterial

No dia seguinte, apds 24h, o rato ja acordado, localizado em uma caixa
individual (Plexiglas, 25x15x10cm), e acordado, a canula arterial foi conectada
a uma extensdo de 20 cm (PE-50), permitindo livre movimentacdo do animal
pela caixa, durante todo o periodo do experimento. Esta extensao foi
conectada a um transdutor eletromagnético (P23 Db, Gould-Statham, Oxnard,
CA, EUA) que, por sua vez, conectado a um pré-amplificador (Hewlet-Packard
8805C, Puerto Rico, EUA). Sinais de pressao arterial foram obtidos e entao
gravados durante um periodo de 30 minutos em um microcomputador equipado

com um sistema de aquisicdo de dados (CODAS, 2Kz, DATAQ Instruments,
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Akron, OH, EUA), permitindo andlise dos pulsos de presséo, batimento-a-
batimento, com uma frequéncia de amostragem de 2000 Hz por canal, para
estudo dos valores de pressao arterial sistélica, pressdo arterial diastélica,
pressao arterial média e frequéncia cardiaca. Os valores de frequéncia
cardiaca foram derivados do sinal pulsatil da pressao arterial.
3.10.3 Avaliacao da sensibilidade dos pressorreceptores

O controle reflexo da circulacdo comandado pelos barorreceptores tem
sido reconhecido também como um importante preditor de risco ap6s evento
cardiovascular. De fato, o estudo ATRAMI (Autonomic Tone and Reflexes After
Myocardial Infarction) forneceu evidéncias clinicas do valor progndstico da
sensibilidade do barorreflexo e da variabilidade da frequéncia cardiaca na
mortalidade cardiaca pos infarto do miocardio, independente da fracdo de
ejecao do ventriculo esquerdo e de arritmias ventriculares (35). Dessa forma,
intervengbes no sentido de melhorar a sensibilidade do barorreflexo e/ou a
participacdo do parassimpatico cardiaco no controle da PA e da FC tem sido
vistas como novas estratégias no manejo das doencas cardiovasculares.

Apos o registro da PA e da FC em condi¢des basais, uma extensao de
aproximadamente 20 cm (PE10) foi conectada na canula venosa para posterior
injecéo de drogas vasoativas.

Fenilefrina (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, EUA), um potente
estimulador a4 cuja agdo predominante se da nas arteriolas periféricas
causando vasoconstricdo, foi usada para provocar aumento da pressao arterial.
Esse aumento da pressao arterial é seguido de bradicardia reflexa comandada

pelos pressorreceptores.
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Nitroprussiato de sédio (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, UA),
um potente vasodilatador tanto de arteriolas, como de veias e cuja acao se da
por meio da ativagdo da guanilato ciclase e aumento da sintese de 3, 5-
guanosina monofosfato (GMP ciclico) na musculatura lisa de vasos e outros
tecidos, foi usado para provocar queda da pressdo arterial. Essa queda é
seguida por wuma resposta taquicardica reflexa comandada pelos
pressorreceptores. Apds os animais terem permanecido em condigdes de
repouso por 15 minutos, a sensibilidade dos pressorreceptores foi testada
através da infusdo de fenilefrina e de nitroprussiato de sédio. Fenilefrina e
nitroprussiato foram infundidas randomicamente entre os animais, iniciando-se
a sessdo com um ou outro farmaco.

3.11 Analise dos sinais hemodinamicos
3.11.1 Pressao arterial e frequéncia cardiaca

A analise foi feita utilizando-se programa comercial associado ao
sistema de aquisicdo. Este programa permite a deteccdo de maximos e
minimos da curva de pressao batimento a batimento, fornecendo os valores de
PA sistélica (PAS) e PA diastélica (PAD) pela integral da area sob a curva no
tempo. A FC foi determinada a partir do intervalo entre dois picos sistélicos. Os
resultados foram apresentados em valores médios e desvios padrées dos
periodos em que os dados foram analisados para PA e FC. As planilhas de
dados obtidas foram analisadas em programa comercial para analise (Excel
5.0), onde se calculou a média e desvio padrdao de PA média (PAM), PAS, PAD

e FC para cada animal.
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3.11.2 Sensibilidade dos pressorreceptores

Para avaliacao da sensibilidade dos pressorreceptores, 0 pico maximo
ou minimo da PAM foi comparado aos valores de PAM do periodo controle. Da
mesma forma, a variacdo maxima da frequéncia cardiaca foi comparada com
os valores de FC do periodo controle, imediatamente antes da infusdo das
drogas, para posterior quantificacdo das respostas através do indice de
sensibilidade dos pressorreceptores calculado pela divisdo da variagdo da FC
pela variacdo da PA.

3.11.3 Analise da variabilidade da pressao arterial sistélica

A partir do registro basal dos animais acordados, foi possivel utilizar a
ferramenta de analise tempo-frequéncia da variabilidade da pressao arterial
sistolica. Os parametros para andalise no dominio do tempo consistem em
calcular os valores médios da PAS, sendo a sua variabilidade quantificada pela
média do desvio padrao.

A anélise no dominio da frequéncia foi consistido da decomposicao do
sistograma pelo algoritimo paramétrico autoregressivo. ApoOs esse
remodelamento matematico, foram obtidas as poténcias absolutas e em
unidades normalizadas (un) nas respectivas bandas de frequéncias pré-
determinadas: baixa frequéncia (BF, 0,20-0,75 Hz) e alta frequéncia (AF, 0,75-
3,0 Hz).

3.11.4 Analise da variabilidade do intervalo de pulso

A variabilidade do intervalo de pulso foi obtida pela anélise do tacograma
a partir do registro da PAS, onde a frequéncia dos batimentos foi determinada
pelo intervalo entre dois picos sistolicos. Para essa analise foram utilizados

registros estaveis, de no minimo 2 minutos e com frequéncia de amostragem
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de 2.000 Hz. Também dois componentes foram obtidos na andlise espectral:
baixa frequéncia (BF, 0,20-0,75 Hz) e alta frequéncia (AF, 0,75-3,0 Hz). Os
dados foram expressos em valores absolutos e em unidades normalizadas. O
componente BF foi usado como um indice da atividade simpatica. O
componente AF foi usado como um indice da atividade parassimpatica. A
relacdo BF/AF indicara o balango simpato-vagal (93).

3.12 Atividade nervosa simpatica renal (ANSR)

A tividade basal do nervo renal caracterizou-se por potenciais de acao
que se correlacionavam com os ciclos cardiaco e respiratério. A descarga
simpatica renal, de carater oscilatério, variava em fase com ciclo cardiaco, com
a atividade maxima verificada na primeira metade do periodo diastélico. A
ANSR, medida diretamente pelo registro do eletrouneurograma, foi amplificada
através de um amplificador diferencial de alta impedéancia de entrada (520A
Differencial Amplifier, Tektronix, Oregon, USA) e filtrada em filtro passa banda
com frequéncias de corte superior a 3 kHz e inferior a 100 Hz. A ANSR
amostrada a 4000 Hz foi integrada e gravada simultaneamente com sinais de
PA no computador (CODAS). Os valores obtidos foram processados usando o
programa AT/CODAS e analisados em Excel 2000.

A ANSR foi obtida em mV/ciclo cardiaco. Para comparagdo entre os
diferentes grupos de ratos, os valores de ANSR foram expressos como um
percentual maximo de 100% e minimo de 0% da atividade nervosa basal obtida
em 5000 ciclos cardiacos.

3.14 Analise estatistica
Para a andlise estatistica dos resultados que seguem utilizamos a forma

de apresentacdo dos valores como média * erro padrdo, a analise de variancia
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de uma via (one way ANOVA), seguido pelo post hoc de Student Newman
Keuls, foi aplicada, sendo considerado significativamente estatisticos os
resultados que apresentaram o valor de p<0,05. Para testar as devidas

correlacdes, utilizamos pelo método de Pearson.
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4 - RESULTADOS
4.1 Efeito do treinamento fisico no DM
4.1.1 Peso corporal

A tabela 1 ilustra o efeito do treinamento fisico (TF) e do TF prévio sobre
0 peso corporal dos grupos C, D, CT, DT e DTP no periodo inicial, antes da
inducao do diabetes, nos respectivos grupos diabéticos (D, DT e DTP) (final da
42 semana) e ao final do protocolo de estudo. Nao houve diferenca entre os
grupos no inicio e ao final da 42 semana. Apés a inducdo com STZ os grupos
diabéticos (D, DT) perderam peso em relagcdo aos grupos normoglicémicos (C
e CT). No final do periodo do protocolo experimental, ndo encontramos
diferenca entre os grupos C e CT, o grupo D perdeu peso demonstrando o
efeito deletério do DM e observamos neste grupo diferenca em relacao a todos
0s grupos da pesquisa (C, CT, DT e DTP). O grupo DT apesar de nao atingir
valores semelhantes ao grupo C e CT, obteve nitidamente um retardo na perda
de peso corporal quando comparado ao grupo D. O grupo DTP, demonstrou
que o periodo prévio de treinamento foi eficaz na manutengéo do peso corporal
ao longo do protocolo e ao final do TF este grupo demonstrou aumento do peso
corporal.

Tabela 1: Peso corporal (g) inicial, final da 42 semana e final dos grupos
controle (C), diabético (D), controle treinado (CT), diabético treinado (DT).

Fase/grupos C D CT DT DTP
Inicial 184+ 2 188+ 2 184+ 2 193+ 2 191+ 3
Final 42 321+9,2 303+ 5 321+9,2 314+5 3117
semana
Final 405+ 10 233+ 6* 379+ 4# 282+ 11*#+ 343+ 18*#+$

Valores representam médiat erro padrao, * p<0,05 vs. C; # p<0,05 vs. D; +
p<0,05 vs. CT; $ p<0,05 vs. DT. Os dados foram comparados entre 0os grupos
pela analise de uma via (ANOVA), seguido pelo post hoc de Student Newman
Keuls.
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4.1.2 Glicemia

A avaliacdo da glicose sérica esta representada na tabela 2. No inicio do
protocolo todos os animais analisados apresentaram glicemia semelhante. Ao
final do protocolo nos grupos estudados nesta fase, os animais do grupo C e
CT néao apresentaram nenhuma alteracao na glicemia. No entanto, os roedores
do grupo D, DT e DTP apresentaram hiperglicemia comprovando assim a
eficacia da inducdo do DM por STZ. O grupo DT e o grupo DTP, no entanto,
apesar de ser hiperglicémico demonstrou uma reducédo desta variavel em
aproximadamente 24% em comparagao ao grupo D, ja o grupo DTP diminuiu

sua glicemia em torno de 26% em comparagao ao grupo D.

Tabela 2: Glicemia (mg/dL) inicial e final dos grupos controle (C), diabético (D),
controle treinado (CT), diabético treinado (DT) e diabético treinado prévio
(DTP).

Fase/grupos C D CT DT DTP
Inicial 90+ 1,8 88+ 2,8 92+ 2 92+ 2 89+ 2,3
Final 87+2,2 497+ 19* 89+ 2,9# 379+ 20*#+ 365+ 19*#+

Valores representam médiat erro padrao, * p<0,05 vs. C; # p<0,05 vs. D; +
p<0,05 vs. CT. Os dados foram comparados entre os grupos pela andlise de
uma via (ANOVA), seguido pelo post hoc de Student Newman Keuls.
4.1.3 Velocidade maxima atingida em teste de esforco

A tabela 3 que segue abaixo representa os valores maximos atingidos
no teste de esforco (Km/h) dos grupos estudados nesta pesquisa. Os valores
atingidos inicialmente e os valores atingidos ao final da 42 semana no teste
pelos animais de todos 0s grupos analisados nesta fase foram semelhantes,
exceto o grupo DTP que ao final da 42 semana apresentou uma maior
capacidade fisica devido ao TF prévio. No final do periodo de TF, o grupo C

nao alterou sua capacidade fisica. O grupo D demonstrou uma diminuicao nos
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valores de velocidade em comparacao aos grupos C, CT, DT e DTP. Os grupos
treinados CT, DT e DTP aumentaram sua capacidade fisica em relacao aos
grupos C e D, porém o grupo DT ainda manteve niveis de capacidade fisica
abaixo dos valores do grupo CT, ja o grupo DTP demonstrou uma velocidade
maxima semelhante ao grupo CT.

Tabela 3: Velocidade maxima atingida em teste de esforgo (Km/h) inicial, final

da 42 semana e final nos grupos controle (C), diabético (D), controle treinado
(CT), diabético treinado (DT).

Fase/grupos C D CT DT DTP
Inicial 1,1£0,1 1,1£0,1 1,1£0,1 1,2+ 0,1 1,2+ 0,1
Final da 42 1,24 0,1 1,24 0,1 1,24 0,1 1,2+ 0,1 1,91 0,14$

semana
Final 1,240,1 1,0£0,1*  2,440,1*# 1,840, 1#+ 2,3+ 0,1#$

Valores representam médiat erro padrao, * p<0,05 vs. C; # p<0,05 vs. D; +
p<0,05 vs. CT; $ p<0,05 vs. DT. Os dados foram comparados entre os grupos
pela analise de uma via (ANOVA), seguido pelo post hoc de Student Newman
Keuls.

g 3

€ *

7 # *
X #$
e

= 2. *#+

©

E

5 *

£

o 1

T

©

©

'O

O

E 0' T T

> C CT DT DTP

Figura 1: Velocidade maxima atingida em teste de esforco (Km/h) final dos
grupos controle (C), diabético (D), controle treinado (CT), diabético treinado
(DT) e diabético treinado prévio (DTP). *p<0,05 vs. C; # p<0,05 vs. D; + p<0,05
vs. CT; $ p<0,05 vs. DT. Os dados foram comparados entre os grupos pela
analise de uma via (ANOVA), seguido pelo post hoc de Student Newman
Keuls.
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4.1.4 Funcao Renal
4.1.4.1 Creatinina sérica e Clearance de cretinina

Os valores para creatinina sérica e o clearance de creatinina foram
obtidos através de coletas de urina realizada por 24 horas em gaiolas
metabdlicas, sendo analizada em dois momentos, antes de qualquer
intervencdo e ao final do protocolo de estudo. No inicio do protocolo
experimental encontramos semelhanga na creatinina sérica em todos os
grupos. Ao final do protocolo observou-se que os animais C e CT néao
modificaram os valores de creatinina sérica. Os animais do grupo D
apresentaram valores elevados de creatinina sérica em comparacao aos
grupos C, CT e DT. O grupo DT e DTP apresentou valores normalizados de

creatinina sérica ao final do TF e do TF prévio.

Tabela 4: Creatinina sérica (mg/dL) inicial e final nos grupos controle (C),
diabético (D), controle treinado (CT) e diabético treinado (DT).

Fase/grupos C D CT DT DTP
Inicial 0,73+0,05 0,77+£0,02 0,75+ 0,03 0,72+ 0,02 0,73+ 0,05
Final 0,72+0,05 1,37+0,1# 0,77+ 0,04 0,64+ 0,05 0,70+ 0,05

Valores representam médiat erro padrao, # p<0,05 vs. todos os grupos. Os
dados foram comparados entre os grupos pela andlise de uma via (ANOVA),
seguido pelo post hoc de Student Newman Keuls.

Analisando o clearance de creatinina (ml/min/kg) encontramos
semelhanca na avaliagdo inicial em todos os grupos. Ao analisar os valores
finais desta varidvel ndao observamos diferenca entre os grupos C, CT, DT e

DTP. Entretanto quando comparamos esses grupos com grupo D verificamos

que o clearance de creatinina estava diminuido de forma significante. O grupo
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DT e o grupo DTP demonstraram recuperacdo dos valores de clearance de

creatinina apds patrticipagéao do protocolo de TF e do TF prévio.

Tabela 5: Clearance de creatinina (ml/min) inicial e final dos grupos controle
(C), diabético (D), controle treinado (CT), diabético treinado (DT).

Fase/grupos C D CT DT DTP
Inicial 1,08+0,08  1,25+0,06 1,10£0,03  1,22+0,08 1,18+0,09
Final 1,124¢0,09  0,65+0,11* 1,05+0,05# 1,79+0,37*#+  1,70%0,24%#+

Valores representam médiat erro padrao, # p<0,05 vs. todos os grupos. Os
dados foram comparados entre os grupos pela analise de uma via (ANOVA),
seguido pelo post hoc de Student Newman Keuls.
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Figura 2: Clearance de creatinina final (ml/min) dos grupos controle (C),
diabético (D), controle treinado (CT), diabético treinado (DT) e diabético
treinado prévio (DTP). # p<0,05 vs. todos os grupos. Os dados foram
comparados entre os grupos pela andlise de uma via (ANOVA), seguido pelo
post hoc de Student Newman Keuls.
4.1.4.2 Proteinuria

A proteinuria foi analisada atraves da urina coletada em GM no periodo

de 24 horas. No inicio do protocolo experimental todos os grupos analisados
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(C, D, CT, DT), apresentaram valores semelhantes de proteinudria. Ao final do
periodo de TF, os grupos C e CT ndo modificaram seu nivel de excrecédo de
proteina na urina. O grupo D demonstrou um aumento significativo na
proteindria de 24 horas em comparacao aos grupos C, CT e DT. Verificamos
que a proteindria estava aumentada no grupo DT, sendo este grupo diferente
dos demais. Porém, vale ressaltar que os valores de proteindria observado

neste grupo estavam significativamente diminuidos em relagdo ao grupo D.

Tabela 6: Proteindria (mg/24hr) inicial e final nos grupos controle (C), diabético
(D), controle treinado (CT) e diabético treinado (DT).

Variavel/grupo C D CT DT DTP
Inicial 15,19+2,3 15,73t 1,2 14,85+ 1,4 15,43+ 1,5 13,42+ 0,7
Final 17,46 1,8 90,59+5,7* 12,37£0,8# 46,8t4,1"#+ 36,89+ 10,2%"#+

Valores representam médiat erro padrao, * p<0,05 vs. C; # p<0,05 vs. D; +
p<0,05 vs. CT. Os dados foram comparados entre 0s grupos pela analise de
uma via (ANOVA), seguido pelo post hoc de Student Newman Keuls.
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Figura 3: Proteinuria final (mg/24hr) dos grupos controle (C), diabético (D),
controle treinado (CT), diabético treinado (DT) e diabético treinado prévio
(DTP). *p<0,05 vs. C; # p<0,05 vs. D; + p<0,05 vs. CT. Os dados foram
comparados entre os grupos pela andlise de uma via (ANOVA), seguido pelo
post hoc de Student Newman Keuls.
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4.1.4.3 Fracao de excrecao de Sodio e Potassio

No inicio do protocolo experimental ndo observamos diferenca nos
valores de excrecdo de Na* (%) em nenhum grupo estudado. No entanto,
podemos observar que no final do protocolo os animais diabéticos do grupo D
aumentaram sua excrecdo de Na* (2,22+ 0,3%) em relagédo a todos grupos da
pesquisa estudado (C, CT, DT e DTP). Observa-se também que os animais do
grupo DT (1,08= 0,1%) apesar de apresentar valores finais de fragdo de
excrecdo deste ion acima dos valores dos grupos controle (0,42t 0,01%),
também demonstra valores reduzidos em comparag¢do com o grupo D, o grupo
DTP (0,66% 0,07%) normalizou os valores de excregdo deste ion ao final da

pesquisa.
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Figura 4: Fracdo de excregdo de Na' final (%) dos grupos controle (C),
diabético (D), controle treinado (CT), diabético treinado (DT) e diabético
treinado prévio (DTP). # p<0,05 vs. todos os grupos. Os dados foram
comparados entre os grupos pela andlise de uma via (ANOVA), seguido pelo
post hoc de Student Newman Keuls.
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Com relacdo a fracdo de excrecdo de K*, no inicio do protocolo
experimental todos os grupos apresentaram valores semelhantes e portanto
nao foram diferentes entre si. A figura 5 demonstra o resultado final da fracdo
de excrecao deste ion e assim podemos observar uma atenuacao na elevacao
da execrecao nos animais do grupo C, CT, DT e DTP. O TF e o TF prévio
foram eficazes na normalizacdo da execrecdo de K*, em compracdo ao grupo

D.
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Figura 5: Fracao de excrecido de K" final (%) dos grupos controle (C), diabético
(D), controle treinado (CT), diabético treinado (DT) e diabético treinado prévio
(DTP). # p<0,05 vs. todos os grupos. Os dados foram comparados entre 0s
grupos pela analise de uma via (ANOVA), seguido pelo post hoc de Student
Newman Keuls.
4.1.5 Pressao Arterial e Frequéncia Cardiaca

Como apresentado na tabela abaixo, os animais do grupo D apresentam
hipotensao e bradicardia caracteristica do modelo experimental. Os grupos C e

CT apresentaram valores normais de pressao arterial e frequéncia cardiaca. O

grupo DT demonstrou valores semelhantes ao grupo D nos parametros de
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pressao arterial e frequéncia cardiaca. Ja o grupo DTP demonstrou valores
normais de PAS em compragéo ao grupo D e DT.
Tabela 7: Hemodindmica avaliada pela pressao arterial (mmHg) e frequéncia

cardiaca (bpm) nos grupos controle (C), diabético (D), controle treinado (CT) e
diabético treinado (DT).

Variavel/grupo C D CT DT DTP
PAS (mmHg) 128+ 8 107+ 1* 128+ 6# 112+ 3*+ 126+ 5#$
PAD (mmHg) 92+ 4 83+ 1 86+ 2 89+ 4 91+ 1
PAM (mmHg) 109+ 6 97+ 0,9 98+ 1 1035 1081

FC (bpm) 326+ 14 283+ 9* 320+ 7# 270+ 5"+ 300+ 6%

Valores representam médiat erro padrao, * p<0,05 vs. C; # p<0,05 vs. D; +
p<0,05 vs. CT; $ p<0,05 vs. DT. Os dados foram comparados entre os grupos
pela analise de uma via (ANOVA), seguido pelo post hoc de Student Newman
Keuls.
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Figura 6: Pressdo arterial sistdlica (mmHg) dos grupos controle (C), diabético
(D), controle treinado (CT), diabético treinado (DT) e diabético treinado prévio
(DTP). *p<0,05 vs. C; # p<0,05 vs. D; + p<0,05 vs. CT; $ p<0,05 vs. DT. Os
dados foram comparados entre os grupos pela analise de uma via (ANOVA),
seguido pelo post hoc de Student Newman Keuls.
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4.1.6 Sensibilidade Barorreflexa

A sensibilidade barorreflexa foi representada pelo indice de bradicardia
reflexa (IBR) em resposta a aumentos de PA apds administracdo de doses
crescentes de fenilefrina e pelo indice de taquicardia reflexa (ITR) em resposta
a diminuicdo de PA apds administracdo de doses crescentes de nitroprussiato
de sodio.

Na analise desta varidvel, observou-se um prejuizo do barorreflexo nos
animais diabéticos do grupo D tanto no ITR, quanto no IBR. O treinamento
fisico no grupo DT foi eficaz em atenuar este prejuizo somente em relagdo ao
ITR, porém houve uma tendéncia de atenuagao sem significancia estatistica do
IBR neste mesmo grupo quando comparado ao grupo D. Nao encontramos
diferenca estatistica entre os grupos C e CT em ambas as analises. O grupo
DTP aumentou os valores tanto com relagdo ao ITR quanto ao IBR, em
comparacéao ao grupo D e DT.

Tabela 8: Sensibilidade barorreflexa (bpm/mmHg) avaliada pelas respostas

taquicardicas (ITR) e bradicardicas (IBR) nos grupos controle (C), diabético (D),
controle treinado (CT) e diabético treinado (DT).

Variavel/Grupos C D CT DT DTP

ITR (bppm/mmHg) 3,19+0,32 1,83+0,32* 3,28+£0,28# 2,70+0,35¢# 3,67+ 0,60#%
IBR (bpm/mmHg) -1,57+0,17 -0,93+0,31 -2,17£0,18# -1,51£0,26 -2,50% 0,20%s

Valores representam médiax erro padrdo, * p<0,05 vs C; # p<0,05 vs D. Os
dados foram comparados entre os grupos pela analise de uma via (ANOVA),
seguido pelo post hoc de Student Newman Keuls.
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Figura 7: Sensibilidade barorreflexa (bpm/mmHg) avaliada pelas respostas
taquicardicas (ITR) e bradicardicas (IBR) nos grupos controle (C), diabético (D),
controle treinado (CT) e diabético treinado (DT) e diabético treinado prévio.
*p<0,05 vs. C; # p<0,05 vs. D; $p<0,05 vs. DT. Os dados foram comparados
entre os grupos pela analise de uma via (ANOVA), seguido pelo post hoc de
Student Newman Keuls.
4.1.7 Variabilidade da frequéncia cardiaca e variabilidade da pressao
arterial

A VFC e a VPA foram avaliadas no dominio do tempo e da frequéncia.
No que se refere ao dominio do tempo, na analise do intervalo de pulso (IP), os
grupo C e CT apresentaram valores semelhantes, em relagdo aos grupos D e
DT, o grupo DTP normalizou o IP. Na variancia dos intervalos RR (VAR RR) o
grupo D demonstrou diminuicdo dos valores nesta variavel, porémos grupos DT
e DTP demonstraram valores normalizados. A raiz quadrada da média do
quadrado das diferengas entre intervalos RR normais adjacentes (RMSSD) foi
maior nos animais do grupo DT e no grupo DTP em comparacéo aos grupos C,

CT e D. Na analise da variancia da PAS (VAR PAS), encontramos diminui¢ao
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desta variavel nos grupos diabéticos (D, DT e DTP), uma tendéncia a valores
normais pode ser observado nos grupos diabéticos treinados (DT e DTP).
Tabela 9: Variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) e variabilidade da

pressao arterial (VPA) no dominio do tempo dos grupos controle (C), diabético
(D), controle treinado (CT) e diabético treinado(DT) e diabético treinado prévio

(DTP).

Variavel/grupos C D CT DT DTP

IP (ms) 185,5£ 11,5 212,9% 187,6+ 5,35# 222,61 5,60"+ 200,0+ 3,90%
6,60*

VAR RR (ms?) 95,1+ 33,0 41,1+ 2,83# 107,8£21,9 82,2+ 12,95 93,0+ 7,3

RMSSD (ms) 6,15+ 0,50 5,07+ 0,31 7,52+ 0,51 11,50+ 1,80"#+ 11,20+ 0,20*#+

VAR PAS 24,30£2,90 6,83+0,44* 31,90+ 3.00*# 10,60+ 4,40*+ 12,50+ 1,70"+

(mmHg?)

Valores representam médiat erro padrao, * p<0,05 vs. C; # p<0,05 vs. D; +
p<0,05 vs. CT. Os dados foram comparados entre 0s grupos pela analise de
uma via (ANOVA), seguido pelo post hoc de Student Newman Keuls.
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Figura 8: Variancia do intervalos RR normais nos grupos controle (C),
diabético (D), controle treinado (CT) e diabético treinado (DT) e diabético
treinado prévio (DTP). # p<0,05 vs. todos os grupos. Os dados foram
comparados entre os grupos pela andlise de uma via (ANOVA), seguido pelo
post hoc de Student Newman Keuls.

Com relagdo andlise da VFC e da VPA no dominio da frequéncia, na

analise das variaveis do IP, os componentes de baixa frequéncia (BF) que

representa a modulacdo simpatica do coragéo, o grupo D apresentou reducéo
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da modulacédo e o treinamento realizado no grupo DT e DTP foi eficaz em
atenuar esta queda.

Os grupos CT, DT e DTP foram diferentes dos grupos D na analise do
componente de alta frequéncia (AF), que representa a modulacao
parassimpatica para o coracao. Entre os grupos treinados o grupo DT obteve
em seu resultado uma diferenca estatistica em relagdo ao grupo CT e DTP. Ja
na analise da PAS no dominio da frequéncia o componente de BF foi menor
nos animais diabéticos (D e DT). O grupo DTP demonstrou atenuagcao desta
variavel com relagéo ao grupo CT e foi superior ao grupo D e DT.

Tabela 10: Variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) e da pressao arterial

(VPA), no dominio da frequéncia nos grupos controle (C), diabético (D),
controle treinado (CT) e diabético treinado(DT).

Dominio da frequéncia - Intervalo de Pulso (IP)

Variavel/grupos C D CT DT DTP
BF 4,20+ 0,86 1,87+£0,37# 4,97£1,06 4,92+1,38 4,36+ 0,65
AF 10,7£2,30 6,46+ 0,59 ;53,,81 23,6+ 2,70™#+ 14,4+ 1,40#S
,30#
Dominio da frequéncia - Pressao Arterial Sistélica (PAS)
Variavel/grupos C D CT DT DTP
BF 4,30+ 0,57 0,82+ 0,12 4,17£0,96# 0,98+0,13"+ 2,291 0,26"#+

Valores representam médiat erro padrao, * p<0,05 vs. C; # p<0,05 vs. D; #
p<0,05 vs CT. Os dados foram comparados entre os grupos pela analise de
uma via (ANOVA), seguido pelo post hoc de Student Newman Keuls.
4.1.8 Atividade nervosa simpatica renal

A atividade simpatica do nervo renal foi analisada sob captacao direta
dos potenciais de acao do nervo renal esquerdo. Os animais do grupo diabético
(D) apresentaram valores diminuidos em relacdo aos demais grupos (C, CT,

DT e DTP). O grupo DT e o grupo DTP demonstraram através do TF e do TF

prévio uma capacidade de normalizar os prejuizos do DM nesta variavel.
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Tabela 11: Atividade nervosa simpatica renal (ANSR) dos grupos controle (C),
diabético (D), controle treinado (CT) e diabético treinado(DT).

Variavel/grupos (o] D CT DT DTP

ANSR (mV/ciclo) 24,5+0,59 18,1+1,69= 24,5+ 4,31 24,8+ 2,50 23,6+ 0,60

Valores representam médiat erro padrdo, # p<0,05 vs. todos os grupos. Os
dados foram comparados entre os grupos pela analise de uma via (ANOVA),
seguido pelo post hoc de Student Newman Keuls.
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Figura 9: Atividade nervosa simpatica renal (mV/ciclo) nos grupos controle (C),
diabético (D), controle treinado (CT), diabético treinado (DT) e diabético
treinado prévio (DTP). #p<0,05 vs. todos os grupos. Os dados foram
comparados entre os grupos pela andlise de uma via (ANOVA), seguido pelo
post hoc de Student Newman Keuls.
4.1.9 Avaliacao ecocardiografica
4.1.9.1 Morfometria

A tabela 12 apresenta os valores correspondentes a morfometria
cardiaca. Variaveis como massa do ventriculo esquerdo corrigida pelo peso
corporal dos animais (MVE corrigida) e diametro do ventriculo esquerdo
(LVDIA) foram analisadas. Podemos observar que a massa ventricular
esquerda estava diminuida no grupo D em comparacao aos demais grupos

estudos, em especial ao grupo DT e ao grupo DTP que conseguiu com o TF e

com o TF prévio, respectivamente, normalizar seus valores de massa. A
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espessura do septo interventricular em diastole os grupos diabéticos
exercitados ou ndo demonstraram diminuicdo desta variavel, porém o grupo
DTP apresentou uma tendéncia a normalidade em comparacao aos grupos D e
DT.

Tabela 12: Morfometria cardiaca dos grupos controle (C), diabético (D),
controle treinado (CT) e diabético treinado (DT) e diabético treinado prévio

(DTP).
Variavel/grupos C D CT DT DTP

MVE - corrig (g/kg) 1,24+ 0,03 1,09+ 0,04= 1,29+ 0,02 1,21+ 0,05 1,23+ 0,02
IVSDIA (cm) 0,15+ 0,002 0,13+ 0,005 0,15+0,002# 0,130,002+ 0,14+ 0,002+
LVPWDIA (cm) 0,15£ 0,005 0,13+£0,005 0,16+0,004# 0,14+0,006 0,14+ 0,003+
LVDIA (cm) 0,82+ 0,01 0,76+ 0,02 0,78+ 0,02 0,80+ 0,03 0,81+ 0,01

Valores representam média * erro padrdao da média. * p<0,05 vs. C; # vs. D. Os
dados foram comparados entre os grupos pela analise de uma via (ANOVA),
seguido pelo post hoc de Student Newman Keuls.
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Figura 10: Massa ventricular esquerda corrigida pelo peso (MVE corrig (9/kg)),
nos grupos controle (C), diabético (D), controle treinado (CT), diabético treinado
(DT) e diabético treinado prévio (DTP). Valores representam média * erro
padrdao da média. # p<0,05 vs. todos os grupos. Os dados foram comparados
pela analise de uma via (ANOVA), seguido pelo post hoc de student Newman
Keuls.
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4.1.9.2 Funcao sistdlica e diastodlica

A tabela 13 apresenta os valores referentes a funcdo sistdlica e
diastélica. No que concerne a fungéo sistolica analisamos a fracdo de ejecéo e
a velocidade de contragéo circunferencial do ventriculo esquerdo. Os animais
diabéticos do grupo D apresentaram diminuicdo da fracdo de ejecdo e o
treinamento realizado pelo grupo DT nédo alterou esta variavel em comparacao
ao grupo D. O grupo DTP aumentou a fracao de ejecao em comparacao aos
grupos D e DT. Observam-se resultados semelhantes em relagdo a varigvel
VCF em relagao aos grupos D e DT. Em relacéo a fungao diastolica o tempo de
relaxamento isovolumétrio (TRIV), os animais do grupo D demonstraram uma
elevagdo, enquanto que os animais do grupo DT apresentaram valores
diminuidos em relacdo ao grupo D e aumentados em relacdo ao grupo CT. O
grupo DTP apresentou valores normais desta variavel. Os valores de
desaceleracao da onda E foram semelhantes entre os grupos.
Tabela 13: Funcao sistélica e diastolica dos grupos controle (C), diabético (D),

controle treinado (CT) e diabético treinado (DT) e diabético treinado prévio
(DTP).

Funcao sistdlica

C D CT DT DTP
FE (%) 0,75+ 0,01 0,60+ 0,008* 0,72+ 0,03# 0,61+ 0,04*+ 0,71+ 0,01#$
VCF 0,005+ 0,0002 0,003+ 0,0002* 0,004+0,0004# 0,003+£0,0003*+ 0,004+ 0,0001
(circ/seg)

Funcao diastolica

C D CT DT DTP
TRIV (ms) 22+ 2,02 32,78+ 0,6" 21+ 0,32*# 26,2+ 2,33#+ 21,78+ 0,97#$
DESAC. E 40,86+ 0,80 39,33+ 0,62 39+ 0,71 39,83+ 0,79 39,25+ 0,64
(ms)

Valores representam média * erro padrao. * p<0,05 vs. C; # p<0,05 vs. D; +
p<0,05 vs. CT; $ p<0,05 vs. DT. Os dados foram comparados entre os grupos
pela analise de uma via (ANOVA), seguido pelo post hoc de Student Newman
Keuls.
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Figura 11: Fracdo de ejecdo (%) nos grupos controle (C), diabético (D),
controle treinado (CT), diabético treinado (DT) e diabético treinado prévio
(DTP). Valores representam média * erro padrdo da média. * p<0,05 vs. C; #
p<0,05 vs. D; + P<0,05 vs. CT; $ p<0,05 vs. DT. Os dados foram comparados
pela analise de uma via (ANOVA), seguido pelo post hoc de student Newman
Keuls.
4.1.9.3 indice de funcéo global

A tabela abaixo representa o indice de fungédo global do miocéardio. Os
animais diabéticos (D) apresentaram valor significantemente maior em
comparacdo com os grupos C, CT e DTP. O grupo DT nao demonstrou

alteragdes significantes em relagéo ao grupo D.

Tabela 14: indice de funcdo global do miocardio dos grupos controle (C),
diabético (D), controle treinado (CT) e diabético treinado(DT).

Variavel/grupos C D CT DT DTP

IFG 0,33+0,02 0,46+0,39* 0,32+0,02# 0,39+0,03 0,39+0,01#

Valores representam média + erro padrdo.* p<0,05 vs. C; # p<0,05 vs. D. Os
dados foram comparados entre os grupos pela andlise de uma via (ANOVA),
seguido pelo post hoc de Student Newman Keuls.
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4.1.10 Correlacao
Encontramos correlacdo entre alguns dados estudados nesta pesquisa.
A proteindria (mg/24hr) apresentou correlacdo significante com o VAR RR

(ms?) e ANSR (mV/ciclo).
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Figura 12: Correlacéo entre Proteinuria (mg/24hr) e variancia do intervalos RR
normais (ms?) nos grupos controle (C), diabético (D), controle treinado (CT),
diabético treinado(DT) e diabatico treinado prévio (DTP). O teste foi realizado
pela Correlagéo de Pearson, r = -0,76.

42



[y

M

=]
|

=

o

=]
1

80 -

60 -
r=-0.76

20 A

PROTEINURIA (mg/24 h)

0 T T T T T 1
0] 5 10 15 20 25 30

RSNA (mVicycle)

Figura 13: Correlagcdo entre Proteindria (mg/24hr) e atividade nervosa
simpatica renal (mV/ciclo) nos grupos controle (C), diabético (D), controle
treinado (CT), diabético treinado(DT) e diabético treinado prévio (DTP). O teste
foi realizado pela Correlagao de Pearson, r = -0,76.
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5. DISCUSSAO

Os principais achados do presente estudo foram:

a. A atenuacdo da perda de peso no grupo DT em comparacdo ao
grupo D e aumento de peso no grupo DTP em comparacéo ao grupo
De DT.

b. Diminui¢do da glicemia nos animais dos grupos DT e DTP.

c. A velocidade maxima atingida ao final do protocolo foi maior no grupo
DTP em comparacéo ao grupo DT e D.

d. Com esse protocolo de TF, tanto realizado por 10 semanas quanto
por 14 semanas, houve uma melhoria nos valores de creatinina
sérica e do clearance de creatinina.

e. Também ficou evidente a diminuicdo da proteindria nos animais do
grupo DT e DTP.

f. Normalizacdo dos valores de fracdo de excrecdo de Na* e K*, nos
grupos DT e DTP.

g. Os valores hemodinamicos tenderam a normalizar com esse
protocolo de treinamento no grupo DT e normalizaram no grupo DTP.

h. A sensibilidade barorreflexa, sob andlise do indice de TR estava
menos prejudicada no grupo DT em comparagcdo ao grupo D e
normalizados no grupo DTP em comparacao ao grupo DT e DTP.

i. De forma geral a VFC estava aumentada nos animais do grupo CT,
DT e DTP.

j. A ANSR estava atenuada no grupo DT e DTP em comparagdo com o
grupo D.

k. Na avaliacdo ecocardiografica encontramos melhora em alguns
pardmetros analisados como a massa ventricular esquerda que
estava com valores atenuados nos grupos DT e DTP em comparacéao
aos animais do grupo D e a fracdo de ejecdo que estava maior nos

animais do grupo DTP.
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Os dados encontrados no presente estudo corroboram com a literatura,
sendo que o protocolo de treinamento fisico utilizado neste estudo observou
resultados interessantes ainda ndo relatados na literatura, principalmente pelo
uso do treinamento fisico prévio a indu¢do do DM pela STZ.

O DM provoca alteracbes metabdlicas e funcionais que diminuem a
qualidade de vida dos portadores desta condicdo. A hiperglicemia, diminuicao
da capacidade fisica e altera¢gdes musculares sdo comuns nesta populacao (9,
18, 19, 22, 24, 94-96). Os estudos com modelos experimentais de diabetes tém
sido utilizados na tentativa de esclarecimento dos principais mecanismos que
modulam esta doenca. O diabetes induzido por STZ é considerado um bom
modelo de diabetes por provocar um estado metabdlico muito semelhante ao
diabetes humano. Alteracbes como: hiperglicemia, hipoinsulinemia, poliuria,
perda de peso, proteinuria, albuminuria e diurese (9, 17). De fato, no presente
estudo observamos que o grupo diabético (D) apresentou diminuicdo de peso
corporal, hiperglicemia, proteinuria e poliuria em relacdo ao grupo C. Estudos
anteriores ja haviam demonstrado que animais diabéticos induzidos por STZ
geralmente apresentam perda de peso corporal (64, 97).

Porém, nota-se que em relacdo ao peso corporal dos animais do grupo
diabético treinado (DT) e dos animais do grupo diabético com treinamento
prévio (DTP) houve uma atenuacédo na queda de peso corporal em relacao ao
grupo D. Estudos prévios tém demonstrado que animais diabéticos exercitados
tendem a diminuir a perda de peso corporal (24, 64, 98, 99). Pesquisadores
que utilizaram a natagdo como intervencao de treinamento fisico em animais
DM por STZ, observaram restauracao do peso corporal nestes animais (100).

Amatyakul e cols. (2006) utilizando a esteira para a pratica de TF
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demonstraram atenuacao na perda de peso corporal em animais induzidos ao
DM por STZ (101).

Os animais do grupo DTP apresentaram um leve ganho de peso em
relacdo ao seu peso de inducdo. Portanto, este grupo previamente exercitado
teve um ganho de peso de aproximadamente 8% em relacao ao seu proprio
peso de inducdo, j& o grupo D apresentou uma reducdo de peso de
aproximadamente 24%. Estudos tém demonstrado que o treinamento fisico
pode ser eficaz no controle metabdlico, melhorando a sensibilidade a insulina e
homeostase da glicose (24, 65, 102). Além disso, os efeitos do treinamento
fisico pode ser visto ndo somente em animais de experimentacdo como
também em humanos. Eriksson e colaboradores (1998) demonstraram que o
treinamento fisico melhora a relagcdo insulina/glicose em humanos com
resisténcia a insulina. Outro estudo demonstrou que uma uUnica sessao de
exercicio moderado alterou a sensibilidade a insulina em pacientes com
diabetes tipo 2 (103). Estes efeitos tréficos podem ter colaborado para a
atenuacao da perda de peso no grupo DT e aumento de peso no grupo DTP,
assim como, auxiliado na atenuacdo da hiperglicemia acometida nos grupos
diabéticos treinados.

Os portadores de diabetes, assim como, os modelos experimentais de
diabetes apresentam diminuicdo da capacidade fisica (90, 98, 99). Em nosso
estudo os animais do grupo D demonstraram uma diminuicdo da capacidade
fisica mensurada pela velocidade maxima atingida no final do teste de esforco,
gquando em comparacao aos animais dos demais grupos estudados nesta
pesquisa. Trabalhos anteriores que utilizaram o mesmo teste de esforco

demonstraram resultados semelhantes (64, 98). Com relagdo aos animais do
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grupo DT observou-se um aumento da capacidade fisica € um aumento mais
pronunciado no grupo DTP. Sabe-se que o diabetes provoca alteracoes
maléficas musculares e cardiacas que podem ter influenciado na capacidade
fisica (8, 24). Além disso, altera¢cdes mitocondriais podem também modular
esta variavel (104, 105).

A nefropatia diabética pode acometer os portadores de DM. A
hemodinamica renal é caracterizada pela hiperfiltracdo glomerular e pelo
aumento do fluxo sanguineo renal, porém, ndo esta bem estabelecido como o
diabetes causa esta desordem hemodinamica (30). Sabe-se, no entanto, que
essas mudangas hemodindmicas renais associadas a hiperglicemia induzem a
producéo de fatores de crescimento no glomérulo, dando inicio a significantes
alteracées morfoldégicas nestes componentes da filtracdo, resultando na
hipertrofia glomerular (106). Em pessoas portadoras de DM e com hipertrofia
de glomérulo, associada a hiperglicemia, pode ocorrer excrecdao de poddcitos
na urina juntamente com albumina, caracterizando a microalbumindria e
dependendo do nivel de excrecdo desta variavel podendo evoluir para
macroproteinuria (107).

Em nosso estudo encontramos proteindria nos animais do grupo D, de
fato, estudos anteriores tém demonstrado que a presenca de albuminuria
progredindo para uma macroproteiniria é caracteristica do descontrole
glicémico e tempo de duracdo do DM (108). Uma sessédo aguda de exercicio
fisico pode alterar a hemodinamica renal. A alteracédo de fluxo sanguineo para
a musculatura ativa promove um aumento na pressao hidrostatica glomerular,
assim ocorre maior pressdo das proteinas que passam pelo glomérulo no

momento do exercicio (109). Porém, o TF parece nao prejudicar a funcéo renal
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em portadores de diabetes (71). Em nosso estudo encontramos atenuacao dos
valores de proteinuria nos grupos DT e DTP em comparacdo ao grupo D.
Entretanto esse efeito benéfico do TF e do TF prévio sobre a excrecao de
proteinas ainda € controverso. Estudos tém demonstrado que o TF aumenta a
excrecdo de albumina em portadores de diabetes (110), embora estudos
também demonstrem efeitos benéficos do TF, principalmente quando
associado a dieta (111). Nosso estudo observou claramente uma diminui¢cao da
proteindria ao final do protocolo experimental sendo que as modificacées
autondmicas e simpaticas renais encontradas podem ter influenciado de
maneira benéfica neste parametro (112).

A hiperfiltracdo glomerular apresenta como consequéncia uma
sobrecarga na reabsorcao tubular para evitar perda de agua e eletrélitos (113).
No presente estudo ndo encontramos diferenca sobre os parametros de
creatinina (sérica ou clearance de creatinina) entre os grupos controle C e CT,
corroborando com estudo realizado por nosso grupo (114). O treinamento
parece nao alterar a taxa de filtracao glomerular nem a excrecédo de albumina
em pessoas normais (115). Ja no grupo D observou-se aumento nos niveis de
creatinina sérica e diminuigdo no clearance de creatinina. De fato, alguns
trabalhos tém demonstrado que animais diabéticos por STZ tém seu clearance
de creatinina diminuido, o que pode ser resultado da hiperfiltragdo glomerular
ocorrida em neste modelo de diabetes (30, 116, 117).

Nos grupos treinados encontramos normalizacdo dos parametros de
creatinina sérica e do clearance de creatinina dos animais de grupo DT e DTP
em relacdo ao grupo D. Tanto o treinamento fisico realizado durante 10

semanas no grupo DT, como o treinamento fisico prévio realizado pelo grupo
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DTP, foram capaz de diminuir a creatinina sérica e o clearance de creatinina
destes animais. Provavelmente pela melhora da nefropatia diabética e pela
atenuacao da neuropatia diabética mensurada pela atividade nervosa simpatica
renal.

O papel dos nervos renais na protegcdo da progressdao da nefropatia
diabética é controverso. Matsuoka em 1993 sugeriu que a desnervacao
simpatica renal acelera o desenvolvimento da nefropatia no diabetes
experimental. (118). Outro trabalho, demonstrou que o conteudo de TGF-B1 e
albumina urinaria estavam aumentados, estes autores também sugerem que a
desnervacao renal aumenta a lesao renal (112, 119). Entretanto, outro trabalho
demonstrou que a desnervacao crbnica previne a progressdo da nefropatia
diabética no inicio do diabetes, pela diminuicdo da hiperfiltragdo glomerular
(120).

No presente estudo encontramos uma redugdo da ANSR nos animais do
grupo D e uma elevada disfuncdo renal mensurada pelos altos valores de
creatinina, proteinuria e excrecao de sédio e potassio. De fato, Schaan e cols.
em 2005, demonstraram que a diminuicdo da ANSR aumentou a diurese e
natriurese de 24 horas em animais diabéticos por STZ, além disso, os mesmos
autores demonstraram que a desnervagao renal exacerbava os danos renais.
Esses dados sugerem que a neuropatia que acomete os animais diabéticos
tem um papel fundamental na progressdo da nefropatia diabética. A
desnervacao renal parece provocar maiores danos ao rim, devido ao aumento
descontrolado de fatores de crescimento como a citocina inflamatéria TGF-f1 e

da diminuicao de transportadores de glicose como o GLUT2 (119).
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O treinamento fisico realizado pelos grupos DT e DTP, foi capaz de
normalizar os dados de ANSR. Relacionando este resultado com os dados de
funcdo renal podemos verificar que a normalizagdo da ANSR condiz com a
normalizacado da funcao renal e com a atenuacéo da progressao da nefropatia
diabética mensurada pela excrecédo de proteinas. Um trabalho demonstrou que
a resposta simpato-inibitéria provocada pela expansdo de volume renal em
animais com insuficiéncia cardiaca encontrava-se aumentada nos roedores que
realizaram um programa de TF (121). Os beneficios do TF no rim séao
demonstrados também na populacéo idosa, onde a funcéo renal decresce com
o avanco da idade. Observagdes sugerem que a realizagdo de exercicio
vigoroso em idosos bem hidratados nao alteram o padrdo da taxa de filtracao
glomerular e excregdo de albumina, que permaneceram dentro da normalidade
(115).

As modificacbes vasculares que ocorrem no diabetes podem reduzir a
responsividade dos vasos renais durante mudancas na pressao de perfusdo
renal. Desta maneira a reducao deste mecanismo de controle da pressao
arterial pode ter importante significado durante estados de hiper ou
hipoperfusdo, aumentando a vulnerabilidade para lesdes isquémicas do tecido
renal e alterando o mecanismo renal de controle da pressao arterial.

Com a possibilidade de mensurar a pressédo arterial batimento-a-
batimento para as avaliacbes hemodindmicas basais, no presente estudo,
confirmou-se a reducao da PA e da FC no grupo D quando comparado ao
grupo C e CT. De fato, estudos anteriores tém demonstrado repetidamente
queda de PA e da FC basais em ratos diabéticos em diferentes tempos de

diabetes experimental, quando medidos diretamente da artéria (18, 22, 24, 59,
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64, 98). Apesar de a literatura demonstrar valores elevados (122) e
normalizados (123) de pressdo arterial. E possivel que alteragées no débito
cardiaco, produzidas pela queda da FC (efeito cronotropico negativo), bem
como pela reducéo da contratilidade ventricular (efeito inotrépico negativo) (24,
95), pudessem contribuir para reducao da PA em animais diabéticos, uma vez
que, a PA relaciona-se diretamente com o débito cardiaco, outro fator que pode
contribuir para a queda desses valores € a diurese osmética provocada pela
hiperglicemia (9). Vale ressaltar que neste estudo os animais tiveram acesso
livre a agua e favorecendo a manutencao do volume extra-celular, apesar da
bradicardia e hipotensdo observados. Estudos anteriores utilizando o mesmo
protocolo de treinamento fisico aerdbio realizado com intensidade moderada e
com um volume de treinamento diario realizado duas vezes ao dia, observou o
papel importante na atenuagcdo da queda de PA e FC caracteristico de animais
diabéticos por STZ que realizaram o treinamento. Este fato sugere que a
funcdo de marcapasso cardiaco mensurado pela frequéncia cardiaca intrinseca
e aumento dos ténus simpatico e vagal estejam melhoradas neste modelo (24,
64). No presente estudo, o grupo DT ndao demonstrou de forma significante,
mudancas nos valores de PA e FC, porém ficou evidenciado a atenuacédo na
queda dos valores de PA. Além da possivel melhora nos fatores simpaticos e
vagais nestes animais, uma diminuicdo da razdo glicose/insulina pode
influenciar de forma benéfica no controle da PA nestes animais (68, 102). A FC
dos animais diabéticos treinados ndo foi diferente dos animais diabéticos
sedentarios. Uma possivel explicacdo para este fato é o volume de treinamento

realizado pelos animais do grupo DT (uma vez ao dia).
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O grupo DTP apresentou atenuag¢do na queda dos valores de PA e FC
quando comparados com os grupos D e DT, apesar dos valores de FC nao
serem significantes em comparacao ao grupo D, esta variavel demonstrou uma
tendéncia a normalizacdo. Sabe-se que o TF provoca alteracdes benéficas em
humanos e animais de experimentagéo, tanto em fatores metabdlicos quanto
em fatores hemodindmicos (64, 65), assim como a melhora da disfuncao
endotelial que geralmente acomete estes animais é atenuada com o
treinamento fisico (124), pode auxiliar nestas disfuncées hemodinamicas. O TF
prévio realizado neste estudo por 4 semanas, pode ter elevado esses fatores,
protegendo e exercendo efeitos benéficos nestas variaveis. Possivelmente
melhoras na bradicardia e hipotensao sofrida por estes animais, bem como
aumentando as reservas de GLUT4 no miocéardio que sdo diminuidas neste
modelo, podem ter ocorrido com o TF prévio elevando ainda mais os beneficios
da pratica regular do exercicio fisico (125).

A disfuncéao autonémica que geralmente, acomete portadores e modelos
experimentais de DM tem aumentado a morbidade e mortalidade nestas
populacdes. A diminuicdo da VFC tem sido demonstrada por nossos estudos e
outros pesquisadores e correlacionam com o aumento das disfungdes
cardiacas e renais (64, 95, 98, 126, 127). Dados da literatura tém demonstrado
reducao na sensibilidade barorreflexa, no ténus cardiaco vagal e na Var IP em
animais diabéticos por STZ (2, 8, 64, 98, 128).

A sensibilidade do controle reflexo da frequéncia cardiaca desempenha
um importante papel no controle momento a momento da PA. Este mecanismo
de controle tem sido reconhecido como um importante preditor de risco apés

evento cardiovascular (126). Assim, portadores de DM com reflexos
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cardiovasculares normais tém menor mortalidade quando comparados aqueles
que apresentam algum tipo de prejuizo na funcao reflexa autonémica (129).

Nossos dados demonstram que os animais diabéticos (D) apresentaram
tanto IBR reduzido em relacdo ao grupo C, quanto ITR reduzido em
comparacdo com o mesmo grupo. Esses dados corroboram com estudos
anteriores, onde animais com apenas 5 dias de inducao ao diabetes por STZ,
demonstraram prejuizo do controle barorreflexo, caracterizado pela redugéo da
resposta taquicardica, nesta fase da doenca. Em 15 e 30 dias apds
administragdo de STZ, entretanto, observou-se também reducéo de bradicardia
nesses animais (19), tais alteracbes desencadeadas pelo diabetes podem
persistir em até 80 dias depois da administracao de STZ (8, 130).

A intervencdo realizada pelo treinamento fisico aerdébio provoca
atenuacao das disfuncdes do prejuizo do barorreflexo que acomete portadores
de DM. Neste estudo os animais que realizaram o treinamento fisico por 10
semanas apos a inducdo do DM, atenuaram as disfuncbes do barorreflexo
(ITR) em relacdo aos animais do grupo D que apresentaram disfuncao
acentuada desta variavel. Com relagdo ao IBR, os animais do grupo DT nao
apresentaram significancia estatistica, porém demonstraram uma tendéncia a
valores normais deste indice em comparacdao ao grupo D. Estudos do nosso
laboratério tém demonstrado que essa intervencao do TF provoca alteracdes
benéficas na sensibilidade do barorreflexo (64, 98). E a primeira vez que um
estudo promoveu a intervencdo de um treinamento onde os animais foram
treinados antes da indugcdo ao DM por STZ. Neste estudo o grupo DTP,
demonstrou aumento significante da sensibilidade do barorreflexo em relacao

aos grupos D e DT. Possivelmente encontramos diferenca significante entre os
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grupos treinados devido ao volume total de treinamento do grupo DTP. No
entanto, vale ressaltar que o volume de TF durante o periodo p6s-indugéo é o
mesmo para os dois grupos (DT e DTP). Esse periodo de TF prévio pode ter
aumentado a sensibilidade deste mecanismo de controle no grupo DTP. De
fato, nossos animais do grupo CT aumentaram sua sensibilidade em 10
semanas de treinamento, estes dados assemelham-se aos dados do nosso
laboratério (64).

Estudos tém evidenciado que a VFC e a VPA tem se tornado
importantes ferramentas para o diagnéstico e progndstico em muitas
patologias, dentre elas o diabetes e a insuficiéncia cardiaca (36, 131). Em
individuos diabéticos, a VFC, bem como as bandas de baixa (BF) e alta (AF)
frequéncias, observadas pela anadlise espectral, pode preceder sintomas
clinicos de disfuncao autondémica (126). Estudos de nosso laboratério tém
mostrado redugédo na sensibilidade barorreflexa, tobnus cardiaco vagal e VFC
em animais diabéticos por STZ (8, 128). Dessa forma, na literatura parece
haver um consenso no que diz respeito a reducdo da VFC no diabetes,
demonstrada tanto em humanos (131) como em ratos STZ (98, 128, 132, 133),
sendo que esta reducdo pode estar associada a duracdo e a gravidade do
diabetes. De fato, em nosso estudo observamos uma redugédo da VFC e da
VPA no grupo diabético (D) avaliadas pela variancia total. Provavelmente, essa
reducdo possa ser explicada pela reducado do ténus vagal e manutencéo do
tbnus simpatico observados neste modelo de diabetes (98). A reducgédo da VFC
nos animais diabéticos corrobora os achados de Fazan e cols. (1999), que
demonstraram uma queda mais pronunciada da VFC nos animais diabéticos

que possuem mais tempo da doenca. Adicionalmente, os autores observaram
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também uma queda da VPA somente nos animais diabéticos de 10 dias a 18
semanas de inducdo, ndo sendo observadas estas diferencas na fase aguda (5
dias) (132).

O treinamento fisico de 10 semanas nos animais do grupo DT aumentou
a variancia dos intervalos RR assim como o RMSSD. Dados da literatura
demonstram que essas variaveis sao afetadas pelo TF de forma benéfica.
Nosso estudo corrobora com estudos anteriores do nosso laboratorio e de
outros pesquisadores (64, 98, 134). O grupo DTP nao obteve diferenca
significante nessas varidveis em relacdo ao grupo DT, vale ressaltar que se
observa uma tendéncia do grupo DTP em aumentar esta variavel de forma
mais acentuada que o grupo DT. O aumento do RMSSD foi demonstrado por
Mostarda e cols. (2009a) nos animais diabéticos treinados por 10 semanas,
porém, com um volume de treinamento maior que o utilizado neste estudo.
Neste caso, parece que o volume de treinamento é importante quando
relacionado com o tempo de diabetes. Pois, o volume total de TF no grupo DTP
€ maior, mas o TF realizado apés a inducao é igual para os dois grupos (DT e
DTP).

Os portadores de DM que apresentam cardiomioplastia, geralmente
demonstram anormalidades na morfometria e funcdo cardiaca (135). A
ecocardiografia tem se revelado uma ferramenta importante na avaliacao
cardiaca in vivo em diferentes circunstancias. Muitos investigadores tém
demonstrado anormalidades nas funcbes sistélica e diastélica do ventriculo
esquerdo em seres humanos (136) e ratos (137), usando esse método nao
invasivo de avaliagdo. Em animais, Joffe e colaboradores (138) observando a

cardiomiopatia diabética, mostraram que ela se caracteriza por disfuncao
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sistdlica e diastolica do ventriculo esquerdo, depois de dois meses € meio da
injecdo de STZ em ratos. Akula e colaboradores em 2003 observaram que as
disfungbes sistdlica e diastdlica do ventriculo esquerdo foram totalmente
visiveis em 12 semanas de diabetes pela avaliacgdo com ecocardiograma,
mostrando a utilidade deste método no diagnéstico de anormalidades
cardiacas em ratos diabéticos, sem necessariamente do uso de procedimentos
invasivos (137).

Em relagdo as avaliagbes da morfometria cardiaca, estudos anteriores
evidenciaram que o diabetes experimental por STZ induz reducdo da
espessura da parede dos ventriculos de ratos (95), o que corrobora com 0s
nossos dados no presente estudo, onde demonstramos redugdo da massa
ventricular esquerda e uma redugéo da IVSDIA nos animais diabéticos. Dados
de nosso estudo, assim como de Wichi e colaboradores em 2007 demonstram
gue animais diabéticos por STZ apresentaram além das alteracdes estruturais,
disfungdes sistolica e diastodlica.

No presente estudo o treinamento fisico atenuou as alteragées da massa
ventricular esquerda sofrida pelos animais diabéticos. O grupo DTP atenuou de
forma igual esta queda em comparacéao ao grupo DT, neste caso o TF prévio
pareceu nao interferir nas alteragcdes provocadas pelo DM. Nossos dados
corroboram com a literatura onde o TF atenuou as alteracbes morfométricas
induzidas pelo diabetes, como o peso cardiaco que nestes animais tende a

diminuir (139).
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6. CONCLUSAO

O presente estudo indicou os efeitos benéficos do treinamento fisico
apods a inducao da doenca e os efeitos de treinamento fisico prescrito antes da
inducdo da doenga, com intuito de verificar se a pratica regular de exercicios
fisicos poderia aumentar fatores considerados marcadores de funcdo renal e
cardiovascular.

Os resultados apresentados neste trabalho fornecem evidéncias de que
o DM pode promover aumento na morbidade, pelas alteragdes renais e
cardiacas induzidas pela STZ. Por outro lado o treinamento fisico modula
alteragbes benéficas, minimizando o impacto do DM nos sistemas
cardiovascular e renal. Mais ainda, a realizagdo do treinamento fisico prévio
mostrou-se eficaz na inducdo de maiores beneficios em alguns parametros
analisado no presente estudo.

Estes resultados fortemente indicam que a escolha de um estilo de vida
fisicamente ativa pode promover maiores beneficios a populacao.
Adicionalmente, os achados do presente estudo oferecem uma oportunidade
para melhor compreendermos as mudangas que ocorrem no mesmo individuo

antes e apos o estabelecimento do DM.
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Abstract

Exercise training (ET) is an important intervention for chronic diseases such as
diabetes mellitus (DM). However, it is not known whether previous ET
intervention alters the physiological and medical outcomes of these diseases.
We investigated the effects of previous ET on diabetic nephropathy and
cardiovascular autonomic control in rats with DM. Male Wistar rats were divided
in five groups: control (C), diabetic (D), trained control (TC), trained diabetic
(TD) and previous trained diabetic (PTD). TC and TD underwent 10 wks of ET,
and PTD underwent 14 wks of ET. Renal function, proteinuria, RSNA and
autonomic modulation and baroreflex sensitivity (BRS) were evaluated.
Previous ET was found to reduce proteinuria in the PTD group (36.9+10.2
mg/24 h) compared to the D group (90.6+5.7 mg/24 h, p<0.05), and to attenuate
proteinuria in the PTD group with respect to the TD group. Furthermore, the
fractional excretion of sodium was reduced in the PTD group (0.72+0.06 %)
compared to the D group (2.40+0.30 %, p<0.05) and in relation to the TD group.
Moreover, previous ET was observed to normalize RSNA in PTD rats compared
to rats in the D group (23.6+0.6 mV/cycle vs. 18.1+1.7 mV/cycle, respectively;
p<0.05) in addition to improving both heart rate variability and BRS. This study
demonstrates that previous ET may improve the damage that affects DM.
Additionally, these findings suggest that development of diabetic nephropathy
as well as autonomic dysfunction can be minimized by four weeks of ET before
induction of DM by streptozotocin in rats.

Key words: Previous exercise training, progression of renal disease, baroreflex

sensitivity, streptozotocin, heart rate variability.
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Background

Diabetes mellitus (DM) has become an epidemic disease characterized
by metabolic abnormalities and associated cardiovascular and kidney
complications. Obesity and a sedentary lifestyle contribute to an increased
morbidity and mortality in patients with DM (37).

Patients with DM are at an increased risk for cardiovascular disease and
frequently become hemodialysis-dependent secondary- to end-stage renal
disease (ESRD). Persistent hyperglycemia as seen in DM may damage the
kidney and is characterized by glomerular hyperfiltration and hypertension,
osmotic diuresis and proteinuria (1). The renal nerves are thought to play an
important role in the development of hypertension (19). In streptozotocin (STZ)-
induced DM, renal nerves may differentially modulate renal glucose transporters
such as GLUT 1 and GLUT 2 (28). Furthermore, renal autoregulation by
afferent arterioles may be impaired in animals in this experimental model,
increasing urinary albumin as early as two weeks (2). Autonomic neuropathy is
present in many patients with DM, and it has been shown that this dysregulation
causes a decrease in heart rate variability (HRV) and an increase in morbidity
and mortality (18).

Exercise training (ET) appears to be an adjuvant tool in protecting
against chronic diseases such as DM, ESRD and heart failure (17, 30, 34).
When ET is performed, it attenuates the complications observed in diabetic
animals as well as humans (14, 16, 23, 26). Studies from our laboratory have
demonstrated that benefits of ET could be present despite hyperglycemia and
animals with STZ-induced DM have shown improved physical capacity (23, 32).

Autonomic responses in animals and humans who participated in a physical
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training program are well described in the literature (9, 24, 25, 33, 36).
Increases in high frequency component of HRV demonstrated the beneficial
effects of ET in patients with DM (23). In diabetic patients with kidney disease,
aerobic training may improve both physical functioning and quality of life (5, 17).

Despite extensive evidence in the literature demonstrating the benefits of
moderate exercise on the morphological and functional outcomes of several
diseases, there is little knowledge about the effects of early ET in experimental
models. Furthermore, this is the first study in which a protocol of moderate
aerobic previous ET is tested in experimental models of DM-induced by STZ,
measuring evolution the diabetic nephropathy and autonomic dysfunction.

The aim of this study was to evaluate the effects of 14 weeks of exercise
training on cardiovascular and renal complications caused by experimental DM,
where the first four weeks occurred without the presence of DM, featuring a
previous ET.

Methods

Animals

All experimental procedures were conducted according to the National
Institutes of Health Guidelines for the use and care of animals. The study
protocol was approved by the Ethics in Research Committee of the Federal
University of Sdo Paulo (UNIFESP) (process N° 0878/08).

Experiments were performed using male Wistar rats (150 to 180 g)
provided by the animal house of UNIFESP. The animals were housed in
individual cages in a temperature-controlled room (22 °C) with a 12 h dark-light

cycles. The animals were randomly assigned to one of five groups: control (C,
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n=8), sedentary diabetic (D, n=8), trained control (TC, n=8), trained diabetic
(TD, n=8) and previous trained diabetic (PTD, n=8).

Diabetes mellitus induction

DM was induced using a single injection of STZ (50 mg/kg, i.v.; Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO, USA) dissolved in citrate buffer, pH 4.5, after 6 h
of fasting. Blood samples (50 ul) were collected to measure blood glucose 72 h
after STZ injection and at the end of the protocol (Advantage — Roche
Laboratories, Sdo Paulo, Sdo Paulo, Brazil). No insulin was given to the
animals.

Maximal running test and exercise training

Functional capacity was measured using the maximal exercise test as
described in the literature (27). In summary, all rats were submitted to an
adaptation period on the treadmill (Inbramed, Brazil) at a speed of 0.3 km/h for
10 minutes five days per week. The maximal exercise test was then performed
individually at an initial speed of 0.3 km/h with increments of 0.3 km/h every 3
minutes.

After completion of the maximal running test, the training program was
expanded to include a moderate intensity session (40—60 % maximal running
test) five days per week, building up to one hour per day toward the end of the
protocol. The PTD group performed ET over 14 weeks. The first four weeks of
training were conducted prior to induction of DM, and this protocol was
characterized as “previous ET”. After induction of DM, this group received
exercise training for an additional 10 weeks. All other groups were followed for
14 weeks, and ET in the diabetic trained group and control trained group

occurred only at the end of the fourth week. All animals were adapted to the
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procedure (10 min/day; 0.3 km/h) for one week prior to initiating the exercise
training protocol, and this adaptation period began 24 h after DM induction.
Sedentary and trained groups underwent a maximal treadmill test as described
in detail elsewhere (4, 27).

Renal Function

For urine collection, rats were placed in metabolic cages for 24 h at the
beginning and end of the protocol period. Parameters analyzed included urinary
creatinine, proteinuria, sodium and potassium. Plasma was also collected at the
beginning and end of the protocol period to determine serum creatinine, sodium
and potassium levels. To be certain that urine was not contaminated with
bacteria, urine samples were collected and cultured from all animals under
aseptic conditions. For the evaluation of renal function and proteinuria were
used a Semi-automatic biochemical analyzer, model BIO-200F, Sao Paulo, Sdo
Paulo, Brazil and for to verify creatinine levels it was used Jaffé method
(Creatinina K — Colorimétrico, Picrato alcalino, Labtest Diagnéstica SA, Minas
Gerais, Brazil) and for urinary protein excretion a Sensiprot Protein Assay Kit
(Labtest Diagnostica SA, Minas Gerais, Brazil) was employed. Creatinine
clearance was calculated using the formula UV/P, were U is the creatinine
concentration in urine, V is the 24 h urinary volume, and P is the plasma
creatinine concentration. The sodium and potassium excretion rate was also
calculated using traditional formulas. The final samples were collected at least
24 h after the last exercise session.

Cardiovascular assessment

After urine collection, 2 catheters with 0.06 mL saline each were

implanted into the femoral artery and vein (PE-10) while the animals were
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anesthetized (ketamine 80 mg/kg + xylazine 12 mg/kg, IP) for direct
measurement of arterial pressure (AP) and drug administration, respectively.
Rats received food and water ad libitum and were studied 48 h after catheter
placement; the rats were conscious in their cages and allowed to move freely
during the experiments. The arterial cannula was connected to a strain-gauge
transducer (P23Db, Gould-Statham, Oxnard, CA), and AP signals were
recorded over a 30 min period using a microcomputer equipped with an analog-
to-digital converter board (CODAS, 2 kHz sampling frequency, Dataq
Instruments, Inc., Akron, OH). The recorded data were analyzed on a beat-to-
beat basis to quantify changes in mean AP and heart rate (HR) (15). HRV was
determined using the standard deviation of the basal HR during the recording
period. Sequential increasing bolus injections (0.1 mL) of phenylephrine (0.25 to
32 ug/kg) and sodium nitroprusside (0.05 to 1.6 ug/kg) were given to induce a
minimum of 4 pressure responses (for each drug) ranging from 5 to 40 mmHg.
A 3-5 min interval between doses was necessary to allow the AP to return to
baseline. Peak increases or decreases in mean AP after phenylephrine or
sodium nitroprusside injection as well as the corresponding peak reflex changes
in HR were recorded for each medication dosing. The baroreflex sensitivity
(BRS) was evaluated using mean index, which was calculated as the ratio
between changes in HR and changes in mean AP, thus allowing for separate
analyses of bradycardic and tachycardic responses. The mean index was
expressed as bpm/mmHg, as described elsewhere (6, 32).

Heart rate and blood pressure variability

Time-domain analyses consisted of calculating the mean pulse interval

(PI), systolic AP, PI variability and systolic AP variability as the Pl variance from
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the respective time series. We also calculated the root mean square of
successive Pl (RMSSD) index differences, which is a representative index of
vagal modulation.

For frequency domain analyses, the entire 20 min time series of Pl and
systolic AP were cubic-spline interpolated (250 Hz) and decimated in order to
be equally spaced in time. Following linear trend removal, the power spectral
density was obtained by the Fast Fourier Transformation using the Welch's
method over 16,384 points with a Hanning window (512) and 50 % overlap. The
spectral power for low- (LF 0.20-0.75 Hz) and high- (HF 0.75-3.0 Hz)
frequency bands was calculated using means of power spectrum density
integration within each frequency bandwidth via a customized program
(MATLAB 6.0, Mathworks). Considering that the proportional contribution of the
very low frequency component may increase in 20 min recordings in freely
moving animals, data were submitted to another processing program, where the
20 min recordings of the decimated PI signal (2048 points) were segmented into
2.5 min periods, and only steady segments were processed as described
above.

The spectral power within the low frequency and high frequency
component bands in each animal across the 20 min recordings was averaged
over 2.5 min segments and used for analyses (31).

Renal sympathetic nerve activity

After cardiovascular assessment, at the same day, rats were
anesthetized (Pentobarbital sodium, 40 mg/kg) and a thin bipolar platinum
electrode was placed around a branch of the left renal nerve and insulated with

silicone rubber (Wacker Sil-Gel 604). During the experiment, rats were kept
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anesthetized (30 min) and each rat remained in the same cage used to
cardiovascular assessments (25 x 15 x 10-cm Plexiglas cages with a grid floor).
The signal from the nerve electrode was recorded after being amplified
(Tektronix 5A22N differential amplifier) and filtered (band pass filter, 100 Hz to 2
kHz). The original neurogram was monitored with a storage oscilloscope
(Tektronix 5111) and stored on a tape recorder (Hewlett Packard, model 7754A)
during a control period of 3 min. Further processing was performed using a
data-acquisition system assembled on a personal microcomputer equipped with
an analog-to-digital converter (CODAS, 10 kHz sampling frequency, Dataq
Instruments). To compare different groups of rats, RSNA values were
expressed as a percentage of the maximal (100%) and minimal (0%) nerve
activity during 1,000 cardiac cycles, as described elsewhere (21). Normalization
was performed to account for the varying intensities of recorded signal, which is
consistent with the recording instrument’s multifiber nature. Briefly, the maximal
and minimal values of nerve activity (100 and 0%) were determined from the
3% of recorded cardiac cycles that showed the highest and the lowest activity
levels.

Statistical analyses

The results are presented as mean £ SEM, and ANOVA (one-way) was
used to compare between groups, followed by the Student Newman-Keuls test.
The Pearson correlation was used to study the association between variables.

The significance level was established as p<0.05.
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Results

Body weight (BW), blood glucose and physical capacity

The diabetic trained groups demonstrated an increase in final BW
(282+11 g) when compared to the sedentary diabetic group (2336 g, p<0.05).
Interestingly, the PTD group showed an increase in final BW in relation to the
TD group (343+18 vs. 282+11 g, p<0.05).

After induction by STZ, all diabetic groups showed high blood glucose,
however, only TD and DTP groups demonstrated attenuation in high blood
glucose at the end of the protocol. Group D presented with higher blood glucose
(497+19 mg/dL) compared to the TD group (379+20 mg/dL, p<0.05) and PTD
group (365x19 mg/dL, p<0.05).

At the end of the 4™ week of training, the PTD group had increased their
physical capacity (1.90+£0.10 km/h, p<0.05) secondary to previous ET as
compared to all other groups at the same time point. At the end of the
experiment protocol, the trained groups had increased their physical capacity
(TC: 2.40£0.10 km/h; TD: 1.80+0.07 km/h; PTD: 2.30£0.09 km/h). Specifically,
the PTD group had increased their physical capacity when compared to the TD
group (2.30£0.09 km/h vs. 1.80+0.07 km/h, respectively, p<0.05), as shown in
Table 1.

Renal function

The Table 2 shows the values for excretion of urinary creatinine,
proteinuria and sodium and potassium. The presence of DM increased the
levels of all urinary parameters analyzed in D group compared to the rest of the
groups. ET and previous ET normalized creatinine clearance in the TD

(1.79£0.37 ml/min) and PTD groups (1.70+£0.24 ml/min) compared to the D
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group (0.65x0.11 ml/min, p<0.05). Previous ET group decreased urinary protein
excretion when compared to the D group (36.9+10.2 mg/24 h vs. 90.615.7
mg/24 h, respectively, p<0.05).

The fractional excretion of sodium and potassium was determined to be
decreased in the TD and PTD groups in comparison to group D, with Na:
0.99+0.02 % and 0.72+0.06 % vs. 2.40+0.30 %, respectively (p<0.05) and K:
3.2020.54 % and 2.90+£0.90 % vs. 6.80+1.20 %, respectively (p<0.05). There
was no difference between the trained diabetic groups with respect to the
excretion of these ions.

Hemodynamic and autonomic function evaluation

At the end of the experimental protocol, hemodynamic evaluations were
performed and the mean AP (MAP), systolic AP (SAP), diastolic AP (DAP) and
HR was recorded as shown in Table 3. The D group demonstrated a reduction
in AP and HR values in comparison to the PTD group (p<0.05). Previous ET
normalized the SAP (1265 mmHg, p<0.05) and HR (3006 bpm, p<0.05);
however, the TD group did not recover decreases in these variables with PT
(SAP: 112+£3 mmHg, p<0.05; HR: 2705 bpm, p<0.05).

Results from HRV and BPV measurements are summarized in Table 3.
We found that the Pl variance (4142 ms? p<0.05) and SAP variance (6+0.44
mmHg?, p<0.05) were lower in the diabetic groups compared to all other
groups. Moreover, the PTD group had improved Pl variance relative to the D
group (93+7 ms? vs. 4142 ms?, p<0.05). There was no difference between the
PTD and TC groups in this variable. The RMSSD index was increased in the TD
(11.50£1.80 ms) and PTD groups (11.20+0.20 ms) compared to all other groups

(p<0.05), but ET did not alter the RMSSD index in the TC group relative to
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group C (7.52+0.51 vs. 6.15£0.50 ms). Exercise training did normalize the LF
and HF bands of HRV in the TD and PTD groups when compared to the D
group.

We observed a significant decrease in BRS in the D group, as shown in
Figure 1. Tachycardic (TR) (1.83+0.32 bpm/mmHg, p<0.05) and bradycardic
(BR) (-0.93£0.31 bpm/mmHg, p<0.05) responses were lower in group D
compared to the PTD group, which demonstrated TR 3.67+0.60 mmHg, p<0.05,
and BR -2.50+0.20 bpm/mmHg, p<0.05. However, only the TR parameter
showed an increase in the TD group relative to the D group (2.70%0.35
bpm/mmHg vs. 1.83+0.32 bpm/mmHg, respectively, p<0.05). ET increased the
tachycardic and bradycardic responses in the TC group.

Renal sympathetic nerve activity

The diabetic group demonstrated a decrease in the activity of renal
nerves in comparison to all other groups (18.1£1.69 mV/cycle, p<0.05) as
showed in Figure 2. Both ET (24.8+2.50 mV/cycle, p<0.05) and previous ET
(23.6x0.60 mV/cycle, p<0.05) in the diabetic groups resulted in improved RSNA
compared to the D group. These groups demonstrated normal values with
respect to the TC group.

Correlations

In addition to the abovementioned data, we observed inverse
relationships between proteinuria and Pl variance (r= -0.76, Figure 3B).
Furthermore, we demonstrated that proteinuria is also inversely related to

RSNA (r=-0.76, Figure 3A).
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Discussion

The primary finding from this study was that previous ET, performed prior
to the induction of DM by streptozotocin, in rats, minimized the deleterious
effects of DM in the development of diabetic nephropathy and cardiovascular
autonomic dysfunction despite the presence of high blood glucose levels by the
end of the exercise training protocol. Furthermore, this is the first study where a
previous aerobic ET performed by four weeks is applied in this experimental
model of diabetes.

Additionally, the present study also demonstrated the beneficial effects of
exercise training after induction of DM. In addition, we investigated how
previous ET modulates STZ-induced DM by examining creatinine and protein
excretion and fractional excretion of sodium and potassium. Furthermore, we
analyzed RSNA and the cardiac autonomic function. Our experimental data
suggest animals demonstrated decreased BW and physical capacity and
increased blood glucose with the evolution of DM, as expected. ET was shown
to attenuate hyperglycemia and weight loss and increase physical capacity,
which are observations that have also been demonstrated by other researchers
(23, 32).

Importantly, previous ET showed an improvement in DM parameters.
The PTD group showed an increase in physical capacity of approximately 130%
in comparison to the D group, and 27% in comparison to the TD group. These
data suggest that four weeks of exercise training prior to the onset of DM may
potentially increase the beneficial on the physical parameters. In fact, in 1996,
el Midaoui and colleagues demonstrated that despite of hyperglycemia, 10

weeks of aerobic ET increased the capacity of skeletal muscle mitochondria to
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oxidize substrate and to generate ATP in both control trained and diabetes
trained animals (11). DTP group that was previously exercised had a weight
gain of about 8% in relation to the weight induction, since the D group showed a
weight reduction of approximately 24%. Studies have shown that ET can be
effective in metabolic control by improving insulin sensitivity and glucose
homeostasis (7, 8, 14). In the present study, PTD group demonstrated a
capacity of attenuates hyperglycemia in comparison to D group, this fact may
shown ameliorates the metabolic changes (despite the high glucose levels and
absence of insulin) in these animals and the outcomes at the end of the protocol
may reflect previous ET.

Renal function was demonstrated to be altered in the D group as
observed by changes in creatinine clearance and fractional excretion of sodium
and potassium, as well as the development of diabetic nephropathy (see Table
2). Changes in renal hemodynamics is present in DM, as characterized by
increased renal blood flow and hyperfiltration (2). It is believed that these renal
hemodynamic changes are a result of hyperglycemia, which induces growth
factor production in glomeruli and drives morphological changes such as
glomerular hypertrophy, thus affecting glomerular filtration (35). Individuals with
diabetes and glomerular hypertrophy secondary to hyperglycemia may excrete
podocytes and albumin into the urine, which is a feature of microalbuminuria
and may potentially progress to macroproteinuria depending on the level of
excretion (35).

The exercise training performed in this study did not alter the urinary
excretion of protein in the trained group. A single exercise session may alter

renal hemodynamics because an increase in blood flow to active muscles also
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promotes increased intraglomerular pressure. An increase in efferent arteriole
pressure secondary to exercise is thought to cause an increase in hydraulic
pressure on proteins to pass through the glomerulus (3). In 2009, Ghosh and
colleagues demonstrated that moderate exercise training performed by 7 weeks
in db/db mice altered the proapoptotic environment in diabetic kidneys.
Additionally, the same authors showed a reduction in renal caspase-3 activity
(13).

In this study, both ET and previous ET attenuated the development of
diabetic nephropathy as demonstrated by reduced urinary protein excretion.
This improvement may also be due in part to recovery of RSNA.

The role of renal nerves in the onset and progression of diabetic
nephropathy is controversial. In 2004, Luippold and colleagues demonstrated
that chronic renal denervation prevents the progression of diabetic nephropathy
in early diabetes by decreasing glomerular hyperfiltration (20). In contrast,
Matsuoka et al. suggested that renal sympathetic denervation accelerates the
development of nephropathy in an experimental diabetic model (22). Additional
studies have shown that the levels of TGF-1 and urinary albumin were
increased in experimental diabetic model, and the authors suggested that renal
denervation promoted renal injury (28, 29). In the present study, a decrease in
RSNA was observed in the D group, with a concomitant increase in renal
dysfunction as measured by decreased creatinine clearance and increased
proteinuria and sodium and potassium fractional excretion. Moreover, exercise
training performed in the TD and PTD groups was able to normalize RSNA.
Taken together, these data suggest that ameliorates on renal function may be

stimulated by improvements in RSNA in the trained diabetic groups. We also
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found an inverse correlation between proteinuria and RSNA, this outcome may
demonstrates the impact of normalization of renal activity in diabetic animals
that performed ET.

Vascular changes in DM may reduce the responsiveness of renal vessels
during perfusion pressure changes. Thus, a reduction in renal vessel
responsiveness changes by blood pressure control may have an important
impact during states of hyper- or hypoperfusion, thus increasing the vulnerability
of the kidney to ischemic lesions and altering the mechanism of renal blood
pressure control.

Several studies from our laboratory and others have demonstrated an
impairment in autonomic function in rats and humans with DM (6, 10, 12, 15,
23, 32). Our results are in agreement with previous studies from our laboratory
demonstrating decreased AP and HR in sedentary diabetic rats (7). Diabetic
rats that were previously exercise-trained shown an increased SAP and HR.
These beneficial increases in SAP and HR may be explained by increased
sympathetic and parasympathetic modulation. However, the diabetic trained
group did not demonstrate changes in the SAP. One possible explanation for
this is that the amount of exercise training may influence the outcome. In 2009,
Mostarda and colleagues demonstrated that an improvement in SAP occurred
by increasing training to two times per day (23). Furthermore, De Angelis and
colleagues demonstrated an attenuated SAP with these conditions. However,
these authors did not demonstrated statistical significance in diabetic trained
rats (7).

ET improves BRS and HRV in control trained and diabetic trained rats as

well as previously trained diabetic rats. Despite an attenuation in BR, we did not
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find any significant differences in BR in diabetic trained rats in comparison to D
group, even with maintenance of absolute LF and HF components in both the
TD and PTD groups. This difference may be explained by the degree of ET
performed by the PTD group. Moreover, our laboratory demonstrated that an
improvement in resting HR in diabetic trained rats and a concomitant
improvement in HRV may be related to increased BRS. In the present study, we
did not identify any improvement in resting HR in the TD group; however, the

PTD group demonstrated an increase in both the resting HR and BR responses.

Conclusion

Taken together, these findings indicate that previous exercise training
performed in rats with DM induced by STZ protects against the development of
diabetic nephropathy and cardiovascular autonomic dysfunction. Furthermore,
generally speaking, a physically active lifestyle promotes even greater benefits
to the individual with or without diabetes. The data from this study offer an
opportunity to better understand the physiologic changes that occur before and

after the establishment of DM.
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Tables
Table 1 — Body weight, Blood glucose and Maximal running test in control (C),
sedentary diabetic (D), trained control (TC), trained diabetic (TD) and previous

trained diabetic (PTD) groups.

Parameter/Group C D TC D PTD

Body weight (g)

Initial 18442 18812 18412 19312 19143

End of week 4 32149 30315 32119 31445 31147

Final 40510 23316* 379144 282+11*#+ 343x18*#+$

Blood glucose (mg/dL)

Initial 90+1 88+2 92+2 92+2 89+2
After induction (Day 5) 88+1 380+29* 91+1# 369+20*+ 379+33*+
Final 87+2 497+19*&  89+3# 379120 #+ 365+19%#+

Maximal running test (km/h)

Initial 1.10£0.09 1.10£0.07  1.10+0.07 1.20£0.07 1.20£0.06
End of week 4 1.20+0.06 1.20+0.08  1.20+0.06 1.20£0.07 1.9040.10#
Final 1.20£0.10 1.00+0.05* 2.40+0.10*# 1.80+0.07*#+ 2.30%0.09*#$

The results are expressed in mean + SEM. ANOVA one way, * p<0.05 vs. C, #
p<0.05 vs. D, + p<0.05 vs. TC, $ p<0.05 vs. TD, & p<0.05 vs. after induction, #

p<0.05 vs. all groups.
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Table 2 — Serum creatinine, creatinine clearance, proteinuria, fractional

excretion of sodium (FES) and potassium (FEP) in control (C), sedentary

diabetic (D), trained control (TC), trained diabetic (TD) and previous trained

diabetic (PTD).

Parameter/Group

Creatinine clearance (ml/min)

Initial

Final

Serum creatinine (mg/dL)

Initial

Final

Proteinuria (mg/24 h)

Initial

Final

FES (%)

Initial

Final

FEP (%)

Initial

Final

1.08+0.08

1.12+0.09

0.78+0.05

0.75+0.05

15.242.3

17.5+1.8

0.37+0.02

0.41+0.01

3.00+0.05

3.20+0.20

1.25+0.06

0.65+0.11*

0.78+0.02

1.4340.11#

15.7+1.2

90.615.7*

0.40% 0.02

2.40+ 0.30#

2.90+0.56

6.80+1.20#

TC

1.10+0.03

1.05+0.05#

0.75+0.03

0.70+0.02

14.8+1.4

12.4+0.8#

0.36+0.02

0.41+£0.07

2.90%0.20

3.10£0.34

TD

1.22+0.08

1.79+0.37*#+

0.73+0.03

0.68+0.06

15.4+1.5

46.8+4.1"#+

0.39+ 0.02

0.99+ 0.02

3.00+0.56

3.2+0.54

PTD

1.18+0.09

1.70+0.24*#+

0.73+0.05

0.78+0.04

13.4£ 0.7

36.9+10.2"#+

0.50+ 0.07

0.72+0.06

2.80+0.40

2.90+0.90

The results are expressed in mean + SEM. ANOVA one way, * p<0.05 vs. C, #

p<0.05 vs. D, + p<0.05 vs. TC, # p<0.05 vs. all groups.
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Table 3 — Hemodynamic and autonomic parameters in control (C), sedentary
diabetic (D), trained control (TC), trained diabetic (TD) and previous trained

diabetic (PTD).

Parameter/Group C D TC D PTD

Hemodynamic

SAP (mmHg) 12848 107+1* 128464 11243*+ 126+54$
DAP (mmHg) 92+4 831 8612 89+4 9141
MAP (mmHg) 10946 97+1 981 10325 108+1
HR (bpm) 326+14  283+9* 320+7# 2705+ 3006%

Heart rate variabilty

Pl Variance (ms?) 95+33 41+2# 107+ 21 82+12 93+7

RMSSD (ms) 6.15+0.50 5.07%0.31 7.52+0.51 11.50+1.80*#+ 11.20+0.20*#+
LF band (ms) 4.20+0.86 1.87+0.37# 4.97+1.06 4.92+1.38 4.3610.65

HF band (ms) 10.71£2.3 6.4610.6 15.90+2.3# 23.60+2.7*#+  14.42%1.4#$

Blood pressure variability

SAP Variance(mmHg?) 24+2.90 6+0.44* 31+3.00"# 10+4.40"+ 12+ 1.70"+

The results are expressed in mean + SEM. ANOVA one way, * p<0.05 vs. C, #

p<0.05 vs. D, + p<0.05 vs. TC, $ p<0.05 vs. TD, # p<0.05 vs. all groups.
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Legends of figures

Figure 1 — Tachycardic and bradycardic responses evaluated by vasoactive
drugs (phenylephrine and sodium nitroprusside) in control (C), sedentary
diabetic (D), trained control (TC), trained diabetic (TD) and previous trained
diabetic (PTD). Data are reported as mean £+ SEM. ANOVA one way, * p<0.05

vs. C, # p<0.05 vs. D, $ p<0.05 vs. TD.

Figure 2 — Renal sympathetic nerve activity in control (C), sedentary diabetic
(D), trained control (TC), trained diabetic (TD) and previous trained diabetic
(PTD). Data are reported as mean + SEM. ANOVA one way, # p<0.05 vs. all

groups.

Figure 3

(A) Inverse Pearson correlation between proteinuria (mg/24 h) and RSNA
(mV/cycle) (r=-0.76);

(B) Inverse Pearson correlation between proteinuria (mg/24 h) and Pl variance

(ms?) (r=-0.76).
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Figure 3
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