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RESUMO

Objetivo: Avaliar os efeitos do treinamento resistido de salto livre com
sobrecarga sobre a composicdo muscular e as propriedades biomecanicas do
complexo gastrocnémio-plantar de ratos induzidos ao diabetes experimental
tipo 1. Métodos: Foram utilizados oitenta e oito ratos da linhagem Wistar, com
60 dias de vida, distribuidos em quatro grupos: Grupo Controle Sedentario —
GCS (n=15), Grupo Diabético Sedentario — GDS (n=27), Grupo Controle
Treinado — GCT (n=17), Grupo Diabético Treinado — GDS (n=29). A inducédo ao
diabetes foi feita por estreptozotocina. O protocolo de exercicio resistido de
salto teve duracdo de 9 semanas. Foram avaliadas glicemia e peso corpéreo
dos animais do inicio ao fim do experimento. Com o término do protocolo de
exercicio o complexo gastrocnémio-plantar direito dos animais foram coletados,
com parte da amostra (n=65) sendo encaminhada para avaliacdo das
propriedades mecanicas, e a outra parte da amostra (n=22) sendo
encaminhada para a imunohistoquimica. Resultados: Os animais de todos os
grupos diabéticos apresentaram pesos corporais finais inferiores (p<0,05) e
valores glicémicos superiores a 200mg/dl desde a indugcdo até o fim do
experimento em relacdo aos controles. Foi evidenciado uma reducao na Forca
maxima, Deformac&o , Deformagéo Especifica, Energia/Area, Rigidez, Area de
Seccdo Transversa nos musculos dos animais do GDS comparado aos
animais do GCS (p< 0,05). A Tenséo na For¢ca Maxima e o Médulo Elastico ndo
diferiram entre os grupos (p> 0.05). com relacéo ao efeito do treino resistido no
diabetes, ao comparar os musculos dos animais do GDT com o GDS
observamos aumento para o parametro Forca Maxima e Rigidez (p<0,05). Nos
demais parametros nao houve diferenga entre os grupos (p>0,05). Foi
observado que os pesos dos musculos gastrocnémios laterais mostraram-se
reduzidos no GDS quando comprado ao GCS (p<0,05), comportamento
semelhante foi visto na comparado ao GCS com GCT (p<0,05). Ja na
comparacao entre os animais do GDS e GDT nao houve diferenga significante.
Na analise da miosina rapida e lenta, através da imunohistoquimica, ndo houve
diferenca entre os grupos estudados (p>0,05). Conclusdo: O Diabetes
experimental promove prejuizos em parametros mecanicos no complexo
muscular gastrocnemio-plantar e o exercicio resistido exerce papel protetor na
Forca Maxima e na Rigidez extrinseca muscular dos animais treinados. Com
relagdo a composicdo muscular, a miopatia diabética ndo altera a distribuicdo
normal da miosina rapida e lenta no musculo gastrocnemio lateral, e o treino
resistido de forca ndo apresenta qualquer efeito sobre a distribuicdo dessa
proteina.

Palavras Chave: Diabetes Mellitus.MUsculo. Exercicio. Fendmenos
Biomecéanicos. Miosina. Ratos Wistar.



ABSTRACT

Objective: To evaluate the effects of a resistance training protocol on muscle
composition and biomechanical properties of the gastrocnemius-plantaris
complex of rats induced to experimental diabetes. Methods: At the age of 60
days eighty-eight Wistar rats were divided into four groups: Sedentary Control
Group - SCG (n = 15), Sedentary Diabetic Group - SDG (n = 27), Trained
Control Group - TCG (n = 17), Trained Diabetic Group - TDG (n = 29). Diabetic
animals were induced to diabetes by streptozotocin. Exercise protocols had a 9
weeks duration. We evaluated animal’s blood glucose and body weight in the
beginning and in the end of the experiment. At the end of the exercise protocol
the right gastrocnemius-plantaris complex was collected, then part of the
sample (n = 65) was referred for evaluation of mechanical properties, and the
other portion of the sample (n = 22) was referred to the immunohistochemistry.
Results: Animals of all diabetic groups showed lower final body weight (p
<0.05) and blood glucose levels greater than 200 mg/dl from induction to the
end of the experiment compared to control animals. A reduction in maximum
strength, deformation, strain, energy/area, stiffness, section transverse area in
the muscles of SDG animals compared to animals of SCG was noted (p <0.05).
The Maximum Stress and the Elastic Modulus did not differ between groups (p>
0.05). Trained diabetic animals showed muscles with increased Maximum
Force and Stiffness compared to SDG animals (p <0.05). The other parameters
did not differ between the groups (p> 0.05). It was observed lower lateral
gastrocnemius muscle weights in SDG animals compared to SCG animals (p
<0.05). Similar behavior was seen when compared SCG to TCG (p <0.05). In
the comparison between the TDG animals and the SDG animals no significant
difference was found. In the analysis of fast and slow myosin by
immunohistochemistry, there was no difference between groups (p> 0.05).
Conclusion: Experimental diabetes promoted damage in mechanical
parameters in gastrocnemius-plantaris complex and resistance exercise had a
protective role in Maximum Strength and muscle stiffness of Trained Diabetic
Group. With respect to muscle composition, diabetic myopathy did not alter the
normal distribution of the fast and slow myosin in the lateral gastrocnemius
muscle, and the resistance training had no effect on the distribution of this
protein.

Key Words: Diabetes Mellitus.Muscle.Exercise.Biomechanical Phenomena.
Myosin. Wistar, rats.
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1.APRESENTACAO

A presente dissertacao foi desenvolvida como continuidade dos estudos
de uma das linhas de pesquisa do Laboratorio de Plasticidade Neuromuscular
(LAPLAN) — Departamento de Anatomia da UFPE, que tem como intuito avaliar
as alteractes do diabetes mellitus sobre as estruturas do sistema locomotor em
modelos animais e como o treinamento fisico pode atuar diminuindo ou

prevenindo as alteracdes em tais comorbidades.

Atualmente o Diabetes Mellitus (DM) é caracterizado como uma
pandemia em virtude de suas enormes proporgdes, considerada, portanto um
desafio para os sistemas de saude de todo o mundo (INTERNATIONAL
DIABETES FEDERATION, 2013). J& estd bem estabelecido que essa
sindrome promove perturbacdes em diversos 6rgdos e sistemas, inclusive o
sistema musculoesquelético (DCCT, 1993;OLIVEIRA et al., 2011).

As alteracbes no sistema musculoesquelético quando existentes
promovem agravamento no estado geral e de saude levando a piora na
qualidade de vida de individuos diabéticos (AKTURK et al., 2002; BOLTON et
al., 2005).

Impulsionados por esse conhecimento o LAPLAN vem realizando
investigacdes importantes em animais acerca das alteracdes do Diabetes no
sistema locomotor e avaliando o efeito do exercicio fisico como terapéutica ou
de cunho preventivo.

Baseado em toda a relevancia do tema supracitado nosso grupo de
pesquisa, inicialmente, avaliou e constatou um estado de fragilidade tendinea
em animais com diabetes cronica experimental ndo controlada (OLIVEIRA et
al., 2011) e, posteriormente verificou os efeitos benéficos do exercicio aerdbio
em esteira (OLIVEIRA et al., 2012) assim como beneficios do exercicio de
natacao de carater preventivo (BEZERRA et al., 2013) e terapéutico (NERY et
al, 2013) sobre as alteracdes na estrutura tendinea no diabetes experimental.

Mais recentemente, foi realizado um estudo para avaliar os efeitos de

modalidades distintas de exercicio na terapéutica das alteracdes biomecéanicas
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do tecido 6sseo que ja sdo bem estabelecidas na literatura (SILVEIRA et
al.,2014)

Com relagéo ao sistema muscular, a literatura especializada demonstra
preocupacdo com as alteracbes nesse sistema provocada pelo Diabetes
mellitus e ja a caracteriza como Miopatia diabética.

No entanto ndo se verifica ainda a existéncia de estudos que avaliem o
efeito de um programa de treino resistido na composi¢ao muscular e nem como
as propriedades mecanicas desse tecido se comportam frente ao quadro de
alteracdo da saude do sistema musculoesquelético acometido pelo diabetes e
como responderia a um programa de treinamento. Isso tudo motivou a
elaboracao e desenvolvimento desse estudo.

Atendendo as normas vigentes do Programa de Pds-Graduacgdo Strictu
Sensu em Fisioterapia da UFPE para a elaboracédo da dissertacdo, o presente
exemplar foi estruturado da seguinte maneira:

1. Introducéo (contemplando o referencial teérico do tema abordado nessa
dissertacao)
Hipotese
Objetivos
Materiais e Métodos

Referéncias: do corpo da dissertacao.

o 00k w N

Resultados — apresentacédo dos resultados desse estudo no formato de
trés artigos originais:
Artigo Original 1: O diabetes tipo 1 induz a altera¢c6es biomecanicas na
musculatura esqueletica de ratos Wistar? — teve como objetivo avaliar
as propriedades biomecéanicas do complexo gastrocnémios-plantar de
ratos induzidos ao diabetes experimental Sera submetido a publicacdo no

periodico Diabetologia Conceito Al na area 21 da CAPES.

Artigo Original 2: O efeito do treino resistido sobre as propriedades
mecanicas do Complexo gastrocnémios-plantar de ratos induzidos
ao diabetes experimental — teve como objetivo avaliar se as alteracdes
biomecanicas sofridas pelos musculos no estado diabético sédo revertidas

por meio do uso de um programa de exercicio resistido. Sera submetido
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ao periddico International Journal of Sports Medicine, Conceito Al na
area 21 da CAPES.

Artigo Original 3: Comportamento da miosina rapida e lenta em ratos
diabéticos submetidos ao Treino resistido — teve como objetivo avaliar
o comportamento da miosina rapida e lenta em musculo de animais
diabéticos submetidos ou ndo a um treino resistido de forca. Sera
submetido ao periddico Diabetic Medicine, Conceito A2 na area 21 da
CAPES.

7. Consideracfes Finais.
8. Limitacdes do Estudo.
9. Anexos

10. Apéndices
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2.INTRODUCAO

Atualmente o Diabetes Mellitus (DM) é caracterizado como uma
pandemia com crescimento alarmante de suas proporc¢des, considerada um
desafio para os sistemas de saude de todo o mundo (INTERNATIONAL
DIABETES FEDERATION, 2013).

Segundo o International Diabetes Federation (IDF) ha cerca de 382
milhdes de diabéticos no mundo e uma estimativa que em 21 anos havera 592
milhdes. No Brasil mais de 7 milhdes de pessoas sdo portadores do diabetes
e 80 mil morrem por ano (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2013).

De uma forma geral o DM estd associado com varias complicacdes
patologicas, tais como vasculopatias, neuropatias, nefropatias, retinopatias,
doencas no sistema musculoesquelético, entre outros (BROWNLEE, 2005). No
tecido muscular poucos estudos tém avaliado as alteracdes que acometem
esse tecido em decorréncia do estado diabético, mesmo sendo uma condicéo
clinica comum e que é caracterizada por diminuicdo na massa muscular,
fragueza muscular e capacidade fisica reduzida (ANDERSEN et al., 1996,
1997; ANDERSEN; GJERSTAD; JAKSOBSEN, 2004; ANDERSEN; SCHMITZ;
NILSEN, 2005).

A Miopatia Diabética promove efeitos negativos no tecido muscular tais
como ruptura de sarcémeros, distirbios no metabolismo do Caz?*, diminuicéo da
capacidade oxidativa do masculo, aumento do lipideo intramuscular, diminuicédo
da sintese proteica e aumento da protedlise (KRAUSE; RIDDELL; HAWKE,
2010). Somadas essas alteracdes a insulinopenia caracteristica do DM,
interfere também no metabolismo de carboidratos e proteinas do musculo
esquelético, promovendo um desequilibrio entre a taxa de sintese e a taxa de
degradacdo das proteinas intracelulares (KIMBALL; VARY; JEFFERSON,

1994), o que leva a perda de massa muscular (atrofia).

A degradacdo protéica vai afetar proteinas importantes do tecido

muscular como a miosina que apresenta diferentes isoformas e proteinas
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similares que se diferenciam apenas na sequéncia de aminoacidos
identificadas por anticorpos especificos, e ao depender do tipo dessa proteina
vai determinar as caracteristicas das fibras musculares em fibras de contracdo
lenta, chamadas Tipo |, e de contracdo répida, as tipo II (JERKOVIC;
ARGENTINI; SERRANO-SANCHEZ, 1997; BOBINAC., et al., 2000)

Além disso, a miosina € responsavel pela determinacdo das
propriedades contrateis do musculo (IORGA; ADAMEK; GEEVES, 2007). Com
a progressdo do diabetes a literatura demonstra que o0 musculo sofre
alteragcbes em sua histoquimica e morfometria (KLUEBER et al., 1989;
MEDINA et al., 1992; KLUEBER; FECZKO, 1994).

A hiperglicemia crénica promove alteracdo nas proteinas estruturais do
tecido conectivo como o colageno, devido a formacédo dos Produtos Finais da
Glicagcdo ndo Enzimética (AGES) que estdo aumentados no diabetes e
promovem o surgimento de ligagdes intermoleculares na estrutura do colageno
0 que o torna menos flexivel como foi comprovado tanto em individuos
diabéticos (SCHNEIDER E KOHN, 1982) como experimentalmente em animais
diabéticos (ANDREASSEN et al., 1981). Sabe-se que a acdo do colageno no
tecido € essencialmente mecanica e que as alteracbes desse tecido vao
repercutir nas propriedades mecanicas do musculo (ARONSON, 2002; YU et
al., 2002).

O processo da atrofia muscular ligada a miopatia por sua vez, pode ser
visto como uma expressdao da deterioragcdo muscular em resposta as
alteracdes funcionais ou patolégicas e esta associado a inUmeras alteracées
metabdlicas, bioquimicas e estruturais que repercutem na funcionalidade dos
musculos afetados, como por exemplo, alteracdes das propriedades contrateis,
reducdo na atividade elétrica, e proliferacdo de tecido conjuntivo intramuscular,
0 que pode resultar em perda da extensibilidade e aumento na rigidez tecidual
(FERREIRA et al., 2004, CAIERAO; TEODORI; MINAMOTO, 2007). Desta
forma, estas altera¢cdes tornam o musculo biomecanicamente mais propenso
ao risco de lesao frente a uma situacao que exija uma resposta muscular mais
eficiente (CAIERAO; TEODORI; MINAMOTO, 2007).
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O musculo esquelético é considerado um biomaterial que por sua vez exibe
propriedades mecanicas e é dotado da capacidade de responder a imposi¢cao de
cargas podendo se relacionar com ocorréncia ou agravo de lesdes (CORNWALL,
1984). O estudo da mecénica das estruturas corporais é indispensavel. Em
estruturas como o0 tecido muscular, entender a sua biomecénica e o
comportamento histomorfofuncional € de grande relevancia para o esclarecimento
de les@es e alteracdes da capacidade adaptativa que podem estar presentes na
miopatia diabética (WHITING e ZERNICKE, 2001). Além de, auxiliar no processo
terapéutico (CARVALHO, 2004).

Tendo o tecido muscular uma grande capacidade plastica e o exercicio ser
capaz de estimular reac6es bioquimicas importantes para o desenvolvimento de
massa muscular (LUCIANO; MELLO, 1998), o treinamento fisico desponta como
uma possibilidade de reverter as alteracdes protéicas provocadas pelos estados
de deficiencia de insulina em estruturas celulares do musculo (MIDAOQUI;
TANCREDE; NADEAU, 1996).

Especificamente o Treino resistido € capaz de produzir mudancas
favoraveis na massa muscular (Hipertrofia), ganho de forca com melhor
rendimento de energia com melhor funcionalidade, melhora nos niveis de glicose
sanguinea e diminuicdo dos valores da Hemoglobina Glicada (RICHTER;
HANSEN; HANSEN, 1988;.BOULE et al., 2001; BERGMAN et al 2012). Estudos
com pacientes diabéticos demonstraram que o treino resistido promove melhoras
na sensibilidade a insulina semelhantes aquelas atingidas pelo treino aerébio,
além de diminuir a gordura subcutanea e visceral e aumentar a massa magra
(BACCHI et al., 2012). Portanto, o exercicio resistido pode ser uma eficaz
ferramenta para melhorar a resisténcia a insulina (HALL et al., 2013)

Estudos que retratem as alteragcdes na composicdo e biomecéanica do
tecido muscular no estado diabético sdo escassos, bem como a forma como o
treinamento resistido pode atuar sobre estas alteracbes. Para tanto, a
reproducdo das alteracbes provocadas pelo diabetes em animais de
experimentacédo, com subsequente aplicagdo de um protocolo de treinamento

fisico, parece ser o caminho mais apropriado para se obter respostas concretas
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para tais questionamentos, por oferecer estudos aleatérios de longo

seguimento, com uniformidade da amostra e controle das variaveis.

3.REVISAO DA LITERATURA

3.1.Diabetes e Alteracdes no Tecido muscular

O estado diabético promove disfuncdo da célula muscular que esti
relacionada a fatores patofisiologicos dessa doenca (OHLENDIECK, 2010).
Essa disfuncdo ocasionada nos miécitos resulta dos niveis glicémicos
elevados, aumento de lipideos intramuscular, diminuicdo de insulina, aumento
de marcadores como a Interleucina 6 (IL-6), diminuicdo do Fator de
crescimento relacionado a Insulina (IGF1) e elevacdo de hormonios (KRAUSE;
RIDDELL; HAWKE, 2010).

Niveis glicémicos elevados produzem reacdo oxidativa responsavel pela
formacdo dos AGEs (produtos finais da glicacdo avancada) (ALT et al., 2004,
SNOW et al., 2006, 2007) desregulando a acdo das proteinas contrateis de
miosina e, mais especificamente, as das fibras musculares tipo I
(RAMAMURTHY et al., 2001). Outro mecanismo pelo qual o estado
hiperglicémico afeta 0 masculo € pela ativacdo da via dos Polidis e deve-se a
diminuicdo da capacidade de defesa da célula contra o estresse oxidativo da
via(GHAHARY et al., 1991; BROWNLLE, 2005).

No diabetes tipo 1 ocorre um acumulo de lipideos intramoleculares no
muasculo esquelético, verificado pelo aumento de acidos graxos nao
esterificados e triglicerideos no plasma (STANDL et al., 1980). Cadeias longas
de Acetil COA, ceramideos e diacilglicerideos podem estar associados com
efeitos negativos no tecido muscular (MUOIO, 2009; COEN et al., 2010).

O aumento da secrecdo de glicocorticoides no diabetes esta

relacionado a atrofia muscular, um exemplo disso ocorre no aumento do
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cortisol no quadro diabético, responsavel por efeito negativo no turnover
proteico e promovedor da deterioracdo muscular (ROY; COLLIER; ROY, 1990;
CHAN et al., 2003;). Outro horménio alterado no estado diabético € o Inibidor
do Ativador do Plasminogénio tipo 1 (PAI-1) que em niveis elevados promove a
inibicdo da regeneracdo muscular (GORDIN et al., 1989)

No que diz respeito ao aumento de marcadores como IL-6, sabe-se que
no estado crénico do diabetes, niveis elevados promovem efeito deletério no
musculo por baixa regulacdo de fatores de crescimento intracelulares o que
leva a atrofia muscular (HADDAD et al., 2005). No estado de catabolismo
muscular nota-se diminuicdo de IGF1, porém, ainda ndo esta claro como
acontece a diminuicdo desse fator no diabetes tipo 1. Acredita-se existir uma
alteracdo do Eixo GH/IGF1 com aumento do GH e diminui¢do do IGF1 (JEHLE
et al., 1998; WEDRYCHOWICZ et al., 2005; MOYER-MILEUR et al., 2008).

Quando instalada, a miopatia diabética irA promover no tecido muscular
ruptura de sarcoémeros, distirbios no metabolismo do Ca?*, diminuicdo da
capacidade oxidativa do masculo, aumento do lipideo intramuscular, diminuicdo
da sintese proteica e aumento da protedlise (KRAUSE; RIDDEL; HAWKE,
2010).

O prejuizo ocasionado pelo diabetes ao tecido muscular resultara, do
ponto de vista funcional, na reducdo da capacidade fisica, forca e massa
muscular (ANDERSEN et al., 1996, 1997; ANDERSEN; GJERSTAD;
JAKSOBSEN, 2004; ANDERSEN; SCHMITZ; NILSEN, 2005). A miopatia
diabética também promove influéncia na funcionalidade das células satélites,
importantes células de regeneracao e reparo do tecido muscular, resultando na
perda da sua capacidade de regeneracéao tecidual (JEONG et al., 2013).

Quanto a influéncia da insulinopenia no tecido muscular, a insulina
desempenha um papel fundamental no crescimento e manutencdo da massa
muscular, sendo capaz de estimular a sintese proteica e inibir a proteolise. Este
horménio possui caracteristicas anabdlicas e sua sintese é controlada através
dos niveis circulantes de glicose e aminoacidos (DALL’AGO et al., 2002). A

acao da insulina no processo celular da sintese protéica é feita por interacao
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com receptores de membrana (SMITH, 2003; BORTOLOTTO, 2007) e
estimulacdo dos transportadores de glicose (GLUT-4), os quais facilitam a
entrada do carboidrato para a célula (MUECKLER, 1994; AUGUSTIN, 2010).
No quadro instalado de insulinopenia diabética, ocorre um desbalanco entre as
taxas de sintese e degradacdo protéicas (ROGATTO & LUCIANO, 2001;
CARVALHEIRA; ZECCHIN; SAAD 2002).

Dentre as proteinas que compdem o tecido muscular destaca-se a
molécula de miosina, que apresenta diferentes isoformas, proteinas similares,
que podem diferenciar apenas na sequéncia de aminoacidos, e s&o
responsaveis pela determinacdo das propriedades contrateis do muasculo. A
miosina € um heterohexametro dotado de duas cadeias pesadas (CPM) e
quatro cadeias leves (CLM). A CPM relaciona-se com mecanismos de geracéo
de forca para contragdo muscular e a CLM com mecanismos modulatdrios da
contracdo. Ja esta estabelecido que as propriedades mecanicas essenciais do
muasculo estdo relacionadas ao tipo de CPM que o constitui, e que essa
quantidade pode ser moldada de acordo com estimulo que o musculo é
exposto e dessa forma, pode-se alterar a composicdo da fibra muscular
(IORGA ; ADAMEK ; GEEVES, 2007). Com a diminuicdo dos niveis de insulina
no Diabetes ocorre queda na sintese da cadeia pesada de miosina esse
hormbnio é estimulador da sintese dessa molécula para o tecido muscular
(VANDENBURGH et al., 1991).

3.2.Diabetes e treino resistido

A utilizacdo do treino fisico aerdbio isolado ou sua associacdo com
exercicio de resisténcia tém demonstrado resultados relevantes no equilibrio
glicémico (SIGAL et al., 2007) por induzir melhora na acdo da insulina
(KEMMER; BERGER, 1983). O exercicio age facilitando a captacao periférica
da glicose e o metabolismo de glicogénio e proteinas (LUCIANO; MELLO,
1998; OLIVEIRA; ROGATTO; LUCIANO, 2002), melhorando as condi¢bes de
saude geral do individuo diabético (REID et al., 2010).
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Por esse motivo, o treino fisico desponta atualmente como uma das
terapéuticas para o tratamento do diabetes (TURNER et al., 1998) e ja existe
um consenso que a pratica de exercicios fisicos exerce efeitos positivos na
prevencdo e/ou manutencdo do controle glicémico no estado diabético
(ALBRIGHT et al., 2000; YAVARI et al., 2012).

Em relacdo ao tecido muscular, evidéncias apontam que a atividade
contratii é fundamental para o desenvolvimento da massa muscular. O
aumento do trabalho muscular durante o exercicio € capaz de elicitar varias
reacdes bioquimicas que sdo essenciais para hipertrofia do musculo
(LUCIANO; MELLO, 1998). Além disso, o treinamento fisico tem a capacidade
de reverter as alteracdes nas proteinas mitocondriais musculares provocadas
pelos estados de deficiéncia de insulina (MIDAOUI; TANCREDE; NADEAU,
1996). Com relacdo ao treino resistido os beneficios relatados sdo: Hipertrofia
muscular, aumento da qualidade muscular, ganho de forca e maior
desenvolvimento da energia com melhor funcionalidade em diabéticos (BOULE
et al., 2001).

Alguns estudos na literatura reportam avaliacdo muscular frente ao
treino de endurance no estado diabético, porém poucos sdo aqueles que
reportam o efeito do treino resistido na miopatia diabética (Farreal et a., 1999),
ainda mais na avaliagdo das propriedades biomecanicas e composicao

muscular

3.3.Ensaio mecanico de tracao

O ensaio mecanico de tracdo € um teste empregado com o objetivo de
avaliar as propriedades mecanicas dos materiais. Seu mecanismo consiste em
submeter um material (corpo de prova) a um esforco que realiza um
alongamento (deformacéo) possibilitando que a carga cresca de forma lenta,
permitido avaliar a resisténcia do material até a completa ruptura. O ensaio
mecanico € considerado muito importante e muito utilizado na avaliacdo das
propriedades mecéanicas dos materiais devido a facilidade de execucgédo e
reprodutibilidade (SOUZA, 1974).
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Esse teste € considerado o mais utillizado para determinar o
comportamento mecanico dos materiais biolégicos (SHIMANO; SHIMANO,
2000), tendo em vista que, tecidos biol6gicos como musculos ou 0ssos quando
sujeitos a acdo de cargas externas sofrem deformacédo (JAMES et al., 1997).
Vale ressaltar que além da resisténcia esse teste também fornece o trabalho
transformado em energia pela a forca externa aplicada durante o ensaio
(SOUZA, 1974).

Conhecer o comportamento biomecénico e as caracteristicas de
resisténcia de tecidos, como o muscular, que € solicitado a esforcos ligados a
tracdo (SHIMANO; SHIMANO, 2000), torna-se importante na medicina
ortopédica e esportiva (GOULD III, 1993), ja que as lesBes que ocorrem nos
tecidos biolégicos quase sempre estdo vinculadas a estresse de tracdo que
ultrapassa a resisténcia do tecido bidlogico (CORNWALL, 1984). A avaliacdo
dos parametros mecanicos € obtida pela analise das curvas carga X
alongamento e tenséo x deformacdo (BRUHAT; FOCCK, 1964).

Na literatura foram descritos alguns estudos realizados com o objetivo
de avaliar por meio do ensaio mecanico de tracdo as propriedades
biomecanicas do tecido muscular submetido a atrofia por imobilizacdo
(MATHEUS et al.,, 2007, 2008; CARVALHO; SHIMANO; PICADO, 2008;
CARVALHO et al.,, 2009) e até qual seria o efeito do exercicio fisico nas
propriedades biomecénicas de musculos submetidos a atrofia por desuso
(MILANI et al., 2008). Entretanto, com relagdo ao tecido muscular acometido
pela miopatia diabética, a literatura atual carece de estudos que avaliem as
propriedades biomecéanicas desse tecido, bem como os efeitos do treino
resistido na miopatia diabética, o que motiva a realizacéo do presente estudo.

4 HIPOTESES DO ESTUDO

o O Diabetes mellitus promove prejuizos estruturais e biomecéanicos na

musculatura esquelética.
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O treino fisico resistido de salto livre com sobrecarga é capaz de reverter

0S prejuizos estruturais (alteracdes da composicao da miosina rapida e lenta) e

biomecéanicos decorrentes da Miopatia diabética.

5.0BJETIVOS

5.1.Geral

Avaliar os efeitos do treinamento resistido de salto livre com sobrecarga

sobre a composi¢cdo muscular e as propriedades biomecéanicas do complexo

muscular gastrocnémio-plantar de ratos induzidos ao diabetes experimental

tipo 1

5.2. Especificos

Avaliar a evolucéo ponderal e glicémica dos animais.

Avaliar o trofismo do complexo gastronemio-plantar através da aferigéo
do comprimento e da area de secc¢ao transversa (AST).

Identificar e quantificar a miosina rapida e lenta presentes nos masculos
gastrocnémios laterais através da reacdo de imunohistoquimica para
avaliacdo da expressdo de miosina rapida e lenta.

Avaliar, através do ensaio mecanico de tracdo, as alteracdes
biomecanicas dos musculos gastrocnémios através da analise dos
parametros: Forca Maxima, Deformacdo Méaxima, Deformacéao

especifica Energia/Area, Rigidez, Tensdo Maxima, Médulo elastico.

6.METODOS
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6.1. Desenho do Estudo
Trata-se de um estudo do tipo experimental, com avaliagdo quantitativa

dos dados amostrais.

6.2. Local do Estudo
As diversas etapas desse estudo foram realizadas no Laboratorio de

Plasticidade Neuromuscular (Depto de Anatomia — UFPE), no Laboratério de
Materiais Poliméricos (Depto de Engenharia de Quimica- UFPE), no Centro de
Tecnologias Estratégicas do Nordeste-CETENE e no Laboratério de

Imunopatologia Keizo Asami-LIKA da UFPE.

6.3. Amostra
A amostra foi composta por 88 ratos machos da raca Rattus Novergicus

Albinus, da linhagem Wistar, mantidos em gaiolas de polipropileno (41x34x16
cm) em grupos de trés a quatro animais em ciclos claro/escuro invertido de 12
horas e temperatura de 23° + 1°C. Os ratos receberam dieta padrdo (Labina® -
Purina) e 4gua ad libitum. O estudo recebeu aprovacdo do Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da UFPE (Processo n° 021332/2013-72).

6.4. Grupos Experimentais
Aos 60 dias de vida, os animais foram distribuidos em quatro grupos: a)

Grupo Controle Sedentario — GCS (n=15) constituido por ratos sadios e
sedentarios; b) Grupo Controle Treinado — GCT (n= 17) constituido por ratos
sadios e treinados; c) Grupo Diabético Sedentario — GDS (n=27) constituido
com ratos diabéticos e sedentarios; d) Grupo Diabético Treinado — GDT (n=29)

constituido por ratos diabéticos e treinados
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6.5. Inducéo ao Diabetes
Os animais dos grupos GDS e GDT, apos jejum de 12 horas, foram

induzidos ao diabetes pela administracdo Unica, via intraperitoneal, de uma
solugdo de Estreptozotocina (STZ — Sigma Chemical Co., St. Louis, MO),
(Figura 1), diluida em tampao citrato de sédio a 10mM e pH 4,5, na dose de
60mg/kg de peso do animal. Os animais ndo diabéticos receberam doses
equivalentes da solucdo tampao citrato de sédio objetivando um estresse
equivalente do ofertado para os grupos diabéticos. Ao final de 30 minutos apos
o tratamento os animais foram alimentados normalmente (DALL'’AGO et al.,
2002).

Figura 1 — Procedimento de inducdo do diabetes experimental com solucédo de
Estreptozotocina (60mg/kg de peso do animal em tampao citrato de sédio a 10mM e
pH 4,5).

6.6. Avaliacdo ponderal e da glicemia
O peso corpéreo dos animais foi aferido semanalmente ao longo de todo

0 experimento por balanca eletrénica (Toledo, modelo 9094). A verificacdo da
glicose sanguinea (Glicosimetro Kit Accu-Chek Active) aconteceu ap6és jejum
de 12 horas, antes da inducéo ao diabetes, no 3° e 7° dias apds a inducéo, e,
apos a confirmacdo do diabetes, semanalmente até o fim do experimento.

Foram incluidos no estudo apenas animais que apresentaram glicose
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sanguinea acima de 200mg/dL (CARVALHO; CARVALHO; FERREIRA, 2003).
A glicose sanguinea foi dosada (tiras reagentes Accu-Chek Active) apds coleta

de uma gota de sangue na ponta da cauda do animal.

6.7.Treino Resistido
Na primeira semana apés a inducdo os animais foram submetidos a um

programa de exercicio resistido (ROGATTO; LUCIANO, 2001) com duracgao de
nove semanas e frequéncia de cinco sessbes por semana,. O protocolo
consistiu na realizacdo de saltos em meio aquatico, utilizando um tanque
cilindrico com 20cm de diametro e 70 cm de comprimento (Figura 2). Para
conferir sobrecarga ao exercicio, um colete com carga pré-determinada era
acoplado ao térax do animal. Para ajuste da sobrecarga utilizada por cada
animal, os ratos eram pesados no primeiro dia de cada semana e a partir dai
era calculada a sobrecarga individual para cada um.

Para realizacdo de cada série de saltos, o animal era colocado na
superfice da agua, e apds submergir diante da sobrecarga do colete, 0 mesmo
realizava um esforco de emercédo através do salto em direcdo a superficie. O
animal era retirado do tanque apds realizar 10 saltos consecutivos que
atingissem a superficie da agua.

A primeira semana do protocolo foi destinada a adaptacdo dos animais,
onde eles fizeram inicialmente trés séries de 10 saltos com um minuto de
intervalo entre as séries, inicialmente com carga de 30% do peso corporal hos
dois primeiros dias da semana, 40% no terceiro e quarto dia, e 50% do peso
corporal no quinto dia da semana. A profundidade da agua também foi sendo
aumentada progressivamente, iniciando com 100% do comprimento dos
animais no primeiro dia, 120% no segundo e terceiro dias e 140% nos quarto e
quinto dias da semana. A partir da segunda semana, as sessdes de exercicio
consistiram na realizagdo de quatro séries de 10 saltos com sobrecarga

equivalente a 50% do peso corpéreo, com um minuto de intervalo entre as
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séries (ROGATTO; LUCIANO, 2001) e com a profundidade da agua
correspondendo a 140% do comprimento corporal do rato (ROGATTO;
LUCIANO, 2001; ROGATTO, 2001). A temperatura da agua foi mantida a 32°
+1 C.

Figura 2 — (A) Foto ilustrativa do tanque utilizado para o exercicio de salto em meio
aquatico; (B) Demonstracao do exercicio de salto.

6.8. Eutanésia e Coleta do Material

Apos o término do periodo referente ao exercicio, os animais de todos
0s grupos foram anestesiados com solucdo de Xilazina (Rompum® - Bayer)
(10mg/Kg) e Cloridrato de Ketamina (Ketalar®) (25mg/kg), 0,10 ml para cada
100g de peso.

Foi realizada uma inciséo ao longo da superficie posterior da pata direita
do animal para remocdo da pele e de algumas partes moles, seguida da
desarticulacdo do tornozelo e quadril, mantendo-se a integridade e as
insercdes distais e proximais do complexo muscular Gastrocnemio-plantar,
(Figura 3).
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A escolha do complexo gastrocnemio-plantar para realizacdo desse
estudo esta ligado a fatores metodolégicos do ensaio mecanico. Sua
localizacdo anatdbmica permite preservar as caracteristicas anatdmicas quanto
a origem e insercado apds dissecacao, 0 que proporciona uma boa fixacdo a
maquina de ensaio mecanico de tracdo. Isto garante uma analise completa da
estrutura e mimetiza de forma fidedigna a solicitacdo mecéanica e fisioldgica do
complexo muscular. Outra condicdo é que esse musculo, em especifico,
trabalha sob condi¢cdes de atividade fisica extrema, o que tem um risco
aumentado para lesdes e rupturas (JARVINEN; EINOLA; VIRTANEN, 1992;
ABDALLA; BERTONCELLO; CARVALHO, 2009; SENE; SHIMANO; PICADO,
2009).

Os espécimes coletados para a realizacdo do ensaio mecanico tiveram
preservada sua insercédo proximal no terco distal do fémur e sua insercao distal
no calcaneo. As insercfes 0sseas foram mantidas para facilitar a fixacdo da
amostra a maquina de ensaio (MATHEUS et al., 2007).

ApGs a dissecacao, foi mensurado o comprimento dos muasculos com o
auxilio de um paquimetro (Mitutoyo® 0,05mm, Sdo Paulo-SP, Brasil) e foi feito

o célculo da area de seccéao transversa (AST) pela férmula da area da elipse

AST = C54 = (%)TE sendo o D = a largura do terco médio dos musculos, T =

a espessura do terco médio dos musculos e T aproximadamente 3,1416. Em
seguida, as amostras foram mantidas em solucéo de lactato de Ringer (Baxter
Hospitalar LTDA, S&o Paulo-SP, Brasil) por um periodo maximo de 2 horas, em
temperatura ambiente, até 0 momento da realizacéo do ensaio mecéanico

Da amostra destinada ao procedimento da imunohistoquimica foram
coletados 0s musculos gastrocnémios laterais da pata direita com posterior

obtencado da quantificacdo da miosina rapida e lenta.
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Figura 3 — Complexo gastrocnémio-plantar apds dissecgao.

6.9. Ensaio Mecanico
Para o ensaio de tracdo dos mausculos gastrocnémios foi utilizada a

maquina universal de ensaios (marca EMIC®, modelo DL500, Parana, Brasil)
do Laboratério de Engenharia Quimica da UFPE, equipada com célula de
carga de capacidade de 50kgf. Dois acessorios especiais foram
confeccionados para a fixacdo da espécime a ser testada, sendo um para
fixacdo do fémur e outro para fixacdo do calcaneo, mantendo o joelho e
tornozelo com 90° de angulagdo. Esses fixadores foram confeccionados no
Departamento de Engenharia Mecanica da UFPE (Figura 4). No momento do
ensaio, os musculos foram acoplados a maquina e foi dada uma pré-carga de
200g durante o tempo de acomodacdo de 30 segundos, com o intuito de
promover a acomodacdo do sistema. Apds a pré-carga, 0 ensaio prosseguiu
por, em média, oito minutos, com velocidade preestabelecida para o ensaio de
10mm/minuto (MATHEUS et al., 2007).
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Figura 4 — Ruptura do ventre muscular durante o ensaio de tracao

A carga aplicada foi registrada pelo software Tesc® em intervalos regulares

de alongamento até o momento de ruptura do masculo, sendo gerados graficos

da carga versus deformacédo e tensdo versus deformacédo de cada ensaio

(Figura 5), a partir dos quais foram obtidas e analisados os seguintes

parametros:

Forca maxima — maximo de carga suportada passivamente pelo masculo
tracionado;

Deformacdo maxima — o maximo de alongamento imposto ao musculo
até a completa ruptura;

Energia — quantidade de energia armazenada pela deformacéo elastica
do musculo;

Tensdo maxima — calculada pelo quociente da forca maxima suportada
pela area de secdo transversal do musculo (identifica a quantidade de
tensdo suportada pelas estruturas intrinsecas do masculo);

Rigidez - Obtida por meio da tangente do angulo formado pela parte
curva carga versus alongamento, representa a rigidez extrinseca do
material;

Deformacado especifica — taxa de alongamento do musculo (calculada

pelo quociente entre o comprimento inicial pelo comprimento final);
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- Modulo Elastico — determinado pela inclinagdo encontrada na curva
tensdo x deformacédo (viscoelasticidade ou rigidez representativa do

musculo quanto material biolégico).

TENSAO MAXIMA

Carga (N)
~,

MODULO ELASTICO = INCUNACAD

(9}

30

w0

XYW Y1103453 O DTS

b

Alongamento (10 *m) / a g J
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-
-
-

-

DEFORMACAD (%)

Figura 5 — Representacgéo gréafica do comportamento biomecanico do masculo.

6.10. Preparacao do material coletado
ApoOs a coleta, os musculos gastrocnémios laterais seguiram para o

processamento histolégico e para imunohistoquimica, a fim de quantificar o
namero de fibras e avaliar a expressdo da miosina rapida e lenta,
respectivamente. Os musculos foram fixados em paraformolaldeido (PFA 4%)
por 2 horas, mantidos em sacarose a 15% e em seguida a 30% apo6s 24 horas
para ambos. ApOs o0s ciclos na sacarose as amostras foram montadas em
Optimal Cutting Temperature (OCT) e resfriadas em N-Hexano, congeladas em
nitrogénio liquido a -160°C e estocadas a -80°C. Em seguida, foram feitos
cortes transversais (10um) no criostato (Zaiss, HYRAX C 25), e montados em
laminas com Silano (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA). As laminas
seguiram para o processamento histolégico e para imunohistoquimica, a fim de

quantificar o nimero de fibras,por meio da expressao da miosina rapida e lenta.
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6.11. Processamento e analise Histologica
As laminas encaminhadas para imunohistoquimica foram colocadas em

contato com a solucdo de bloqueio em seguida incubados com anticorpo
primario antimiosina esquelética lenta (M-8421, [1:50], produzido em
camundongo, Sigma-Aldrich) e antimiosina esquelética rapida (M-4276, [1:50],
produzido em camundongo, Sigma-Aldrich) overnight, seguidos do anticorpo
secundério Cy2 anticamundongo ([1:200], purificado em cabra, Jackson).

Apos incubacdo com os anticorpos, o material foi posto em contato com
o diaminobenzedina (DAB), o cromdgeno que permite a emissédo da coloracéo
e contracorado com hematoxilina. Foram feitas 12 imagens de cada lamina em
(LEICA DM 500) com camera acoplada por meio do programa LAS EZ (versao:
2.0.0 ICChH0), e, através da quantificacdo do numero de pixels de cada imagem
(Software Gimp 2.8) foi possivel identificar a propor¢cdo de miosinas lenta e

rapida em cada musculo avaliado.

6.12. Analise estatistica
Com os dados obtidos apds os ensaio mecanico de tracdo e a analise

da Imunohistooquimica foi construido um banco de dados e posteriormente
analisados através do software SPSS versdo 18. Apdés a confirmacédo da
normalidade pelo teste de Kolmgorov-Smirnov, foi utilizado o teste t Student
para comparacdo entre dois grupos. Para comparagdo entre trés ou mais
grupos foi usado a Analise de Variancia (ANOVA) seguido pelo post hoc de
Tukey, para as variaveis com distribuicdo ndo normal foi usado o Kruskal-

Wallis e Mann whitney. O nivel de significancia adotado foi 5%.
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7.RESULTADOS

7.1 DOES TYPE 1 DIABETES INDUCE BIOMECHANICAL CHANGES
IN SKELETAL MUSCLES OF WISTAR RATS?

Este artigo sera submetido para publicacdo na Revista Diabetologia, conceito Al para a
area 21 da CAPES.

Abbreviations:

CSA
CNPQ
D

DM
SD (DE)
E/A
FIW
MF
CG
DG
Kof
EM
STZ
TSmax

UFPE

Cross-Sectional Area
Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico
Deformation

Diabetes Mellitus
Deformacdo Especifica
Energy per area

Force per width

Maximal Force

Control Group

Diabetic Group
Kilogram-force

Elastic Modulus
streptozotocine

Maximum Tensile Strength

Federal University of Pernambuco
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INTRODUCTION

Type 1 Diabetes Mellitus (DM) is a metabolic disorder and is related to an
autoimmune reaction of pancreatic beta cells and insulin deficiency [1,2]. This causes
chronic hyperglycemia associated with damage, dysfunction and failure of various
organs and systems, including the musculo-skeletal system [3,4]. The dysfunctions
observed in this system are the result of metabolic perturbations such as glycosylation
of proteins and collagen accumulation in periarticular structures, causing changes to

connective tissue [5,6].

Specifically in muscle tissue, insulin plays a vital role in the growth and
maintenance of muscle mass. This hormone has anabolic characteristics and its
synthesis is controlled by circulating levels of glucose and amino acids [7]. The action
of insulin on the cellular process of protein synthesis is mediated by interaction with
membrane receptors [8,9] and stimulation of glucose transporters (GLUT-4), which
facilitate the entry of the carbohydrate into the cell [10,11]. As part of the syndrome of
induced diabetic insulin deficiency, an imbalance occurs between the rates of protein
synthesis and degradation [12,7], resulting in a condition well-known in the literature
and called diabetic myopathy. This condition is responsible for promoting negative
effects in muscle tissue such as sarcomere breakage, disturbances in Ca2" metabolism,
decreased oxidative capacity of muscles, increased intramuscular lipids, decreased
protein synthesis and increased proteolysis and a decrease in the amount and
functionality of progenitor cells [13,14] which is characterized by reduced exercise

capacity, strength, and muscle mass [15,16].

In turn, muscular atrophy leads to persistent changes in contractile properties, a
reduction in electrical activity of muscles and proliferation of intramuscular connective
tissue, resulting in a loss of extensibility and increased tissue stiffness frequently
observed in individuals with severe insulin deficiency [17,18]. It is assumed that this
syndrome, most likely, makes muscles more susceptible to injury as they are in a

biomechanically altered state [19].

It is recognized that the use of mechanical tensile tests can reliably mimic the
stresses biological tissues are exposed to [20]. Thus, knowledge of the biomechanical

behavior of muscle tissue in DM enables a better basis for making clinical decisions to
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treat diabetic myopathy. However, in the literature to date, there are no reports of
investigations of biomechanical characteristics of muscles in the diabetic state.
Therefore, the aim of this study was to evaluate the biomechanical properties of the
gastrocnemius-plantar complex of rats induced to experimental diabetes.

METHODS

Animals: The sample consisted of 30 male rats of the species Rattus novergicus
albinus, Wistar lineage, kept in cages in groups of three to four animals in an inverted
light/dark cycle of 12 hours, temperature of 23° + 1°C and free access to water and
ration (Labina® - Purina). At 60 days old, the animals were divided into two groups: a)
Control Group - CG (n=11) consisting of healthy rats and; b) Diabetic Group - DG
(n=19) consisting of diabetic rats. The animal experiments were approved by the Ethics
Committee on Animal Experiments of UFPE, under the following file number:
021332/2013-72.

Induction of diabetes: Animals of the DG, after fasting for 12 hours, were induced to
type 1 diabetes by the single administration, intraperitoneally, of a solution of
streptozotocin (STZ - Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), diluted in 0.01 mol/L
sodium citrate buffer, pH 4.5, at a dose of 60mg/kg of body weight. The animals of the
CG received equivalent doses of sodium citrate buffer solution aiming at leveling the
stress experienced by the diabetic group. After 30 minutes of treatment, the animals
were fed normally [21]. Blood glucose levels were measured in the animals on the day
of induction, and the 3™ and 7" day after induction to confirm the diabetic state and
only animals with blood glucose levels above 200 mg/dL [22] were included in the
study. Blood glucose was measured by glucometer (Accu Chek Active, Roche,
Mannheim, Baden-Wirttemberg, Germany) after collecting a drop of blood from the tip
of the animal's tail. The weight and blood sugar of the animals were measured weekly

over the nine weeks of the experiment.

Collection of Material: Nine weeks after induction, the animals of all groups were
anesthetized with a xylazine solution (Rompum® - Bayer) (Sespo Industria e Comércio
LTD, Paulinia-SP, Brazil - 10mg/kg) and ketamine (Ketalar®) (Sespo Inddstria e
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Comércio LTD, Paulinia-SP, Brazil - 25mg/kg), 0.009 ml/kg and 0.25 ml/kg,
respectively. An incision was made along the bottom surface of the right paw of the
animal to remove soft tissue, followed by the disarticulation of the ankle and hip,
maintaining the integrity of the gastrocnemius-plantar complex and preserving its
proximal insertions to the distal third of the femur and its distal insertion to the
calcaneus. The bony insertions were maintained to facilitate attachment of the piece to
the testing machine [23]. After dissection, the length of the muscles was measured with
the aid of a caliper (Mitutoyo® 0.05mm, Sdo Paulo-SP, Brazil) and the cross-sectional

area (CSA) was calculated by using the formula of the ellipse: €54 = (?)n where D

= the diameter of the middle third of the muscles, T = the thickness of the middle third
of the muscles and = = approximately 3.1416. Next, the samples were kept in Ringer
lactate solution (Baxter Hospitalar LTDA, S&o Paulo-SP, Brazil) for a maximum period
of 2 hours at room temperature, until performing the mechanical test [23].

Subsequently, the animals were euthanized with an overdose of anesthetic.

Mechanical test: For the tensile strength test of the gastrocnemius-plantar complex a
universal testing machine (EMIC® brand, model DL500, Parand, Brazil) was used at
the Chemical Engineering Laboratory, UFPE, equipped with a load cell of 50 kgf
capacity (kilogram-force). Two accessories were made to fix the piece to be tested, one
for femoral fixation and one for setting the calcaneus, keeping the knee and ankle at an
angle of 90°. At the time of assay, the muscles were attached to the machine and a pre-
load of 200g was given during a settling time of 30 seconds in order to promote
accommodation of the system [23]. After the pre-load, the test was continued for an
average of eight minutes, with a predetermined speed for the test of 10 mm/min [23].
The applied load was recorded by the software Tesc® at regular intervals of extension
until the moment of muscle rupture, generating graphs of load versus deformation and
tension versus deformation for each test, from which were obtained and analyzed the

following mechanical properties:

- Maximal Force - maximum load supported by passively tractioned muscle;
- Maximal Deformation - the maximum extension imposed on the muscle until

complete rupture;
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- Energy - amount of energy stored by the elastic deformation of the muscle;

— Maximum Tensile Strength - measured by the ratio of maximum strength
supported by the cross-sectional area of the muscle (identifies the amount of
tension supported by the intrinsic structures of the muscle);

- Strength / Width - obtained from the tangent of the angle formed by the curve of
load versus extension, (represents the extrinsic stiffness of the material);

— Specific Deformation - extension rate reached by the muscle (calculated by
dividing the initial length by the final length);

— Elastic Modulus - determined by the slope found in the tension versus
deformation curve (viscoelasticity or representative stiffness of the muscle as

biological material).

Statistical Analysis: The analysis was performed using SPSS version 18 software
(SPSS - Hong Kong LTDA, Quarry Bay, Hong Kong, China) and the data were
presented as mean * standard deviation and with confidence intervals. For the
comparison between the two samples, the Student-t test or Mann-Whitney test were
used as confirmation of normality, through the Kolmolgorov-Smirnov test. The
significance level was established at p<0.05.

RESULTS
Losses during the experiment Of the 30 animals which started the experiment only 21
were included for data analysis due to the loss of nine animals of the DG from

complications of the disease.

Clinical and metabolic characteristics of rats after nine weeks of experimental diabetes
Experimental diabetes was associated with decreased body weight (CG 433.2 + 42.03g /
DG 248.8 + 27.57g, p<0.001) (Figure 1) and increased blood glucose levels of the DG
compared to the CG from the first week after induction to the end of the experiment
(CG 103.82 £ 16.59 / DG 471.30 + 71.55, p<0.001) (Figure 2).
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Figure 6 - Body weight of animals at the end of the experiment. Values expressed as
mean * standard deviation; CG = control group; DG = diabetic group. Student-t test
*p<0.05.
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Figure 7 - Expression of blood glucose levels (mg/dL) of animals throughout the

experiment. Student-t test *p<0.05.

Experimental diabetes reduced the biomechanical properties of the gastrocnemius-
plantar muscle complex After nine weeks, the biomechanical test of the gastrocnemius-

plantar complex showed lower values for the following variables: Maximal Force,
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Deformation, Specific Deformation, Strength/Width, Energy/Area and Cross-sectional

Area of the animals in the Diabetic Group (Table 1).

Table 1 - Mean values with confidence intervals (Cl) of the biomechanical
test of the gastrocnemius muscles in control and diabetic groups.

CONTROL DIABETIC p- Confidence
GROUP GROUP value Interval (CI)
Outcomes
Maximal Force (N) 515+9.21 26.5+9.74 0.0001*  16.32 -33.64
Maximum Tensile 0.18 +0.02 0.44 £0.24 0.0072 -0.41--0.11
Strength (MPa)
Deformation (mm) 17.85+5.75 10.2 £3.30 0.002 3.29-11.99
Specific Deformation 41.04 £15.89  26.59 +8.23 0.019? 2.70 - 6.20
(%)
Energy / Area 7.57.%£2.60 49+221 0.02° 0.44 —4.88
(N.mm/mm?)
Elastic modulus  3.85+0.89 4.63 +1.38 0.139 -1.83 -0.27
(MPa)
Strength / Width  2.06 £0.37 1.05 +0.39 0.001° 0.65-1.35
(N/mm)
Croszs-sectional area 67.49+16.37 30.13+7.48 0.0001* 25.64 —49.08
(mm°)

mm — millimeters; N — Newtons; % - percentage; MPa — Mega Pascal. (a) significant Student-t test; (b)
significant Mann-Whitney test.

DISCUSSION

The induction of Type 1 Diabetes Mellitus performed in this study modified the
biomechanical properties of the gastrocnemius-plantar complex of rats in a similar
manner to diabetic myopathy as evidenced by a decrease in maximal force, deformation,

specific deformation, strength/width, energy/area and cross-sectional area.
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Understanding the biomechanical behavior of muscle tissue in the diabetic state
is of great importance because it influences the response of the muscle to the imposition
of loads, determining the appearance and/or aggravation of injury [24].

Regarding the cross-sectional area of the gastrocnemius-plantar complex of
diabetic animals, a significant reduction was observed when compared to control
animals. This atrophic condition in diabetic myopathy has a metabolic profile related to
the effects of hyperglycemia and hypoinsulinemia and the presence, absence or altered
expression of other hormones (cortisol, PAI-1, IGF-1, IL-6) [13]. Jerkovic et al. (2009)
[25], evaluating the soleus and the long extensor digitorum muscles in diabetic animals,
also observed a decrease in cross-sectional muscle area.

The parameter of maximal force represents the maximum load passively
supported by muscles during the tensile strength test. There was a significant reduction
when compared to control animals. The atrophy demonstrated by the reduction in cross-
sectional area is more prominent in type 2 muscle fibers [13,25], glycolytic metabolism
fibers and those responsible for generating force, the main targets of advanced glycation
end products (AGE), suggesting, therefore, that strength reduction is closely related to
the process of muscle atrophy generated by diabetic myopathy [13]. Matheus et al.
(2007) [23] and Carvalho et al. (2009) [26], using a similar mechanical testing protocol
but with a different physiological atrophy model, reported a reduction of the maximal
force of the gastrocnemius muscles [13,14]

The maximum deformation and specific deformation were shown to be reduced
in the muscles of diabetic animals. By definition, the deformation provided by the
mechanical test is characterized by the maximum extension of the muscle until complete
rupture, thus the decrease in this parameter reflects a smaller deformation capacity of
diabetic muscle which can be explained by a reduction in motility of actin and myosin,
the break up the Z lines and rupture of sarcomeres [13], which all converge to produce
smaller muscle extensibility when compared to healthy muscle tissue. Other studies
[23,26] described the reduction of deformation of muscles atrophied by immobilization
and produced results similar to the findings of this study. However, this comparison
needs to made cautiously as they refer to different physiologies. The same applies to the
specific deformation parameter which represents the extension rate (%) of the muscle

until the moment of rupture calculated by dividing the initial length by the final length.
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The parameter strength/width or extrinsic rigidity is obtained by the tangent of
the angle formed by the most linear part of the curve load versus extension. A reduction
of this parameter is a controversial finding, because it was expected that the
gastrocnemius-plantar complex of diabetic animals, as having less contractile and
extensibility function, would be more rigid than healthy muscles. In the literature there
is a lack of studies evaluating this property in diabetic or non-diabetic muscles. Milani
et al. (2008) [27], studying post-fixed atrophic gastrocnemius muscles, demonstrated a
lower extrinsic resistance, as mentioned previously, comparison of the finding of Milani
et al. (2008) and the present study requires caution due to the mechanism of the atrophy
being different from that promoted by the diabetic state.

The energy absorbed in the elastic phase by the gastrocnemius-plantar complex
of diabetic animals was less than that of the control animals. It is known that the ability
of muscle tissue to absorb energy in the elastic phase without breaking is essential to
preventing injury [28]. Thus, the results obtained in the diabetic animals with respect to
this parameter (energy) showed muscle with a small absorption capacity, therefore,
more likely to suffer injury under extreme stresses. In the study by Carvalho et al.
(2009) [26], the atrophy observed after the immobilization also reduced energy
absorption in the elastic phase by 45.67% in the muscle in comparison with the control
animals, showing results similar to ours. However, diabetic myopathy showed a
reduction in this parameter of 35.27%, calculated as the difference between the
percentage of energy absorption in control and diabetic groups.

Regarding the maximum tensile strength and the elastic modulus, there was no
significant difference. A possible explanation for the lack of difference in the maximum
tensile strength parameter between the groups is the fact that it is mathematically
defined as the ratio between the maximal force and the cross-sectional area. In the
present study a proportional reduction was found in both the maximal force and cross-
sectional area parameters of 48.54% and 55.36%, respectively, justifying the lack of
difference in the maximum tensile strength. The elastic modulus is expressed
mathematically as the ratio between the maximum tensile strength and deformation and
represents the intrinsic stiffness of the diabetic muscle. An increase was expected, i.e.
more rigid given that the diabetic muscle deformed less, however, it showed only a

tendency to increase but there was no significant difference. The lack of studies
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evaluating these biomechanical parameters in skeletal muscles in a diabetic state or even
in any other atrophic states means there is no basis for a discussion of these findings.

The body weight of diabetic animals at the end of the experiment showed lower
values. This was expected, in virtue of the changes such as muscle loss imposed by
diabetic atrophy [29,30]. In 2013 Cheng, Liang and Li [30], using the same model of
induced diabetes, showed results in body weight similar to ours for the experimental
group. Almeida et al. (2012) [31] and Oliveira et al. (2011) [32], with the same
induction protocol to experimental diabetes, also observed a decrease of this variable in
diabetic animals which shows agreement with the experimental model adopted in this
study.

The blood glucose levels of diabetics animals were elevated after induction and
continued as such throughout the experiment, resulting from chronic hyperglycemia
caused by diabetes [29,30]. The results are in agreement with the studies of Cheng,
Liang and Li (2013), Adams et al. (2012) and Oliveira et al. (2011), who noted the
same results in an experimental model of Type 1 Diabetes Mellitus.

In conclusion, type 1 diabetes produced a disadvantageous condition in most
biomechanical parameters evaluated in the gastrocnemius-plantar complex, making
them more fragile when subjected to traction, with less capacity for extension and even
less ability to absorb energy in the elastic phase. These results suggest that the diabetic
state is capable of reducing the biomechanical efficiency of the muscle when subjected
to a mechanical load.
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7.2 EFEITO DO TREINO RESISTIDO SOBRE AS PROPRIEDADES
MECANICAS DO COMPLEXO GASTROCNEMIOS-PLANTAR DE RATOS
INDUZIDOS AO DIABETES EXPERIMENTAL

Este artigo serd submetido para publicacdo no International Journal of Sports
Medicine, conceito Al para a area 21 da CAPES.

INTRODUCAO

O Diabetes mellitus configura-se comoum grupo de doencas
metabdlicas caracterizadas por hiperglicemia crénica associada
a complicacbes e disfuncdes em diversos sistemas, incluindo o
musculoesquelético (ARKKILA; GAUTIER, 2003; KIM; EDELMAN; KIM, 2001,
LUCIANO; MELLO, 1998).

Caracteriza-se  por  uma hiperglicemia conjugada a formacao de
produtos finais da glicacdo avancada (AGES), os quais promovem alteracdes
no tecido muscular (ALT et al., 2004; SNOW; FUGERE; THOMPSON, 2007),
desregulando a acdo das proteinas contrateis (RAMAMURTHY et al.,
2001). No estado de hiperglicemia, h& ainda a ativacédo da via dos Polidis, que
se deve a diminuicdo da capacidade de defesa da célula contra o
estresse oxidativo dessa via (BROWNLEE, 2005; GHAHARY et al.,
1991). Estes contribuem na formacdo da miopatia diabética, alteracdo que
promovera efeitos negativos no tecido muscular como: Ruptura de sarcémeros,
distirbios no metabolismo do Ca2?", diminuicdo da capacidade oxidativa do
musculo, aumento do lipideo intramuscular, diminuicdo da sintese proteica e
aumento da protedlise (KRAUSE; RIDDELL; HAWKE, 2010).

O prejuizo ocasionado pelo diabetes ao tecido muscular ira promover, do
ponto de vista funcional, reducdo da capacidade fisica, da forca e massa
muscular (ANDERSEN; GJERSTAD; JAKOBSEN, 2004; ANDERSEN;
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SCHMITZ; NIELSEN, 2005; ANDERSEN et al., 1996,
1997). A miopatia diabética também interfere na funcionalidade das células
satélites, importantes células de regeneracao e reparo do tecido muscular, visto
que foi demonstrado que ratos com diabetes experimental apresentaram menor
capacidade de regeneracdo tecidual destas células (JEONG; CONBOY;
CONBOY, 2013).

O processo da atrofia muscular esta relacionado com alteragbes das
propriedades contrateis, reducdo na atividade elétrica do musculo e
proliferacdo de tecido conjuntivo intramuscular, o que pode resultar em perda
da extensibilidade e aumento na rigidez tecidual (CAIERAO; TEODORI;
MINAMOTO, 2007; FERREIRA, 2004), tornando
0 musculo biomecanicamente mais propenso ao risco de lesédo frente a uma
situacdo que exija uma resposta muscular mais eficiente (CAIERAQ;
TEODORI; MINAMOTO, 2007).

A disfuncdo no musculo esta ligada aos niveis glicémicos elevados e
alteracdes de hormoénios como glicocorticoides, aumentados no Diabetes, e a
diminuicio da insulina. Além disso, aumento de marcadores
como Interleucinas 6 (IL-6), Inibidor do ativador do plasminogénio tipo 1(PAI-1)
e diminuicdo do Fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF1)
também se relacionam com estado diabético(KRAUSE; RIDDELL; HAWKE,
2010).

A atividade fisica desponta atualmente como uma das terapéuticas para
o tratamento do diabetes (TURNER; CLAPHAM, 1998) e ja existe um consenso
que a prética de exercicios fisicos sendo eles de resisténcia ou sua associacao
com o aerébio (SIGAL et al., 2006) exercem efeitos positivos na prevencao
e/ou manutencao do controle glicémico no estado diabético (ALBRIGHT et al.,
2000; YAVARI; AZIZOVA, 2012).

O aumento do trabalho muscular durante o exercicio é capaz
de elicitar varias reacdes bioquimicas que sdo essenciais para hipertrofia do
musculo.

Em relagdo ao tecido muscular, evidéncias apontam que a atividade

contratil € fundamental para o desenvolvimento da massa muscular (LUCIANO;
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MELLO, 1998). No que diz respeito ao exercicio resistido os beneficios
relatados sdo: hipertrofia muscular, aumento da qualidade
muscular (contribuicdo da hipertrofia e dos fatores neuromusculares as
mudancas de forca), ganho de for¢ca e maior desenvolvimento da energia com
melhor funcionalidade em diabéticos (BOULE et al., 2001).

No entanto, ainda ndo é conhecido se o0 exercicio resistido promoveria
também beneficios no estado biomecénico
dos musculos esqueléticos acometidos pelo estado diabético. Portanto o
presente estudo objetiva avaliar se as alteracfes biomecanicas que acometem
a musculatura no estado diabético podem ser revertidas por meio do uso de um

programa de treinamento resistido

MATERIAL E METODOS

Desenho do Estudo

Trata-se de um estudo do tipo experimental, com avaliacdo quantitativa

dos dados amostrais.

Local do Estudo

O estudo foi realizado no Laboratorio de Plasticidade Neuromuscular
(Depto de Anatomia — UFPE), no Laboratério de Materiais Poliméricos (Depto
de Engenharia de Quimica- UFPE), no Centro de Tecnologias Estratégicas do
Nordeste-CETENE e no Laboratorio de Keizo Asami-LIKA da UFPE.

Amostra

A amostra foi composta por 65 ratos machos da raca Rattus Novergicus
Albinus, da linhagem Wistar, mantidos em gaiolas de polipropileno (41x34x16
cm) em grupos de trés a quatro animais e submetidos a ciclos claro/escuro
invertido de 12 horas e temperatura de 23° + 1°C. Os ratos receberam uma
dieta através de racdo apropriada (Labina® - Purina) e agua ad libitum. O
estudo recebeu aprovacédo do Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
UFPE (Processo n° 021332/2013-72).
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Grupos Experimentais

Aos 60 dias de vida, os animais foram distribuidos em quatro grupos: a)
Grupo Controle Sedentario — GCS (n=11) constituido por ratos sadios e
sedentarios; b) Grupo Controle Treinado — GCT (n= 14) constituido por ratos
sadios e treinados; c¢) Grupo Diabético Sedentario — GDS (n=19) constituido
com ratos diabéticos e sedentérios; d) Grupo Diabético Treinado — GDT
(n=21) constituido por ratos diabéticos e treinados

Inducéo ao Diabetes

Os animais dos grupos GDS e GDT, apés jejum de 12 horas, foram
induzidos ao diabetes pela administracdo Unica, via intraperitoneal, de uma
solucdo de Estreptozotocina (STZ — Sigma Chemical Co., St. Louis, MO),
(Figura 1), diluida em tampao citrato de sédio a 10mM e pH 4,5, na dose de
60mg/kg de peso do animal. Os animais ndo diabéticos receberam doses
equivalentes da solucdo tampao citrato de sodio objetivando um estresse
equivalente do ofertado para os grupos diabéticos. Ao final de 30 minutos apos
o tratamento os animais foram alimentados normalmente (DALL'’AGO et al.,
2002).

Avaliacdo ponderal e da glicemia

O peso corpéreo dos animais foi aferido semanalmente ao longo de todo
o experimento (Toledo, modelo 9094). A verificacdo da glicose sanguinea
(Glicosimetro Kit Accu-Chek Active) aconteceu apos jejum de 12 horas,
antes da inducao ao diabetes, no 3° e 7° dias apo6s a inducdo, e, apds a
confirmagédo do diabetes, semanalmente até o fim do experimento. Foram
incluidos no estudo apenas animais que apresentaram glicose sanguinea
acima de 200mg/dL (CARVALHO; CARVALHO; FERREIRA, 2003). A
glicose sanguinea foi dosada (tiras reagentes Accu-Chek Active) apos coleta
de uma gota de sangue na ponta da cauda do animal.
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Treino Resistido

Na primeira semana apos a inducdo os animais (GCT e GDT) foram
submetidos a um programa de exercicio resistido (ROGATTO; LUCIANO,
2001) com duragédo de nove semanas e frequéncia de cinco sessbes por
semana. A realizacdo dos saltos ocorreu em um tanque cilindrico com 20cm
de diametro e 70 cm de comprimento , com uma sobrecarga acoplada ao
térax do animal através de um colete. Para ajuste dessa sobrecarga utilizada
por cada animal, os animais eram pesados no primeiro dia de cada semana
e a partir dai era calculada a sobrecarga individual para cada animal. A
primeira semana do protocolo foi destinada a adaptacdo dos animais, onde
eles fizeram inicialmente trés séries de 10 saltos com um minuto de intervalo
entre as séries, (ROGATTO; LUCIANO, 2001) inicialmente com carga de
30% do peso corporal nos dois primeiros dias da semana, 40% no terceiro e
quarto dia, e 50% do peso corporal no quinto dia da semana. A profundidade
da agua também foi sendo acrescida progressivamente, iniciando com 100%
do comprimento dos animais no primeiro dia, 120% no segundo e terceiro
dia e 140% nos quarto e quinto dias da semana. A partir da segunda
semana, as sessdes de exercicio consistiram na realizacdo de quatro séries
de 10 saltos com sobrecarga equivalente a 50% do peso corpéreo, com um
minuto de intervalo entre as séries (ROGATTO; LUCIANO, 2001;
ROGATTO, 2001). A temperatura da agua foi mantida a 32° +1 C.

Eutanasia e Coleta do Material

Apos o término do periodo referente ao exercicio, os animais de todos
0s grupos foram anestesiados com solugdo de Xilazina (Rompum® - Bayer)
(10mg/Kg) e Cloridrato de Ketamina (Ketalar®) (25mg/kg), 0,10 ml para cada
100g de peso e em seguida realizada uma incisdo ao longo da superficie
posterior da perna direita do animal para remocéo da pele e de algumas partes
moles, seguida da desarticulacdo do tornozelo e quadril, mantendo-se a
integridade dos musculos e sendo preservada sua inser¢cdo proximal no terco

distal do fémur e sua insercdo distal no calcaneo. As inser¢des 0sseas foram
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mantidas para facilitar a fixacdo da amostra a maquina de ensaio (MATHEUS
et al., 2007).

Ensaio Mecénico

Para o ensaio de tracdo dos musculos gastrocnémios foi utilizada a
maquina universal de ensaios (marca EMIC®, modelo DL500, Parana, Brasil)
do Laboratério de Engenharia Quimica da UFPE, equipada com célula de
carga de capacidade de 50kgf. Dois acessorios especiais foram
confeccionados para a fixacdo do espécime a ser testada, sendo um para
fixacdo do fémur e outro para fixacdo do calcaneo, mantendo o joelho e
tornozelo com 90° de angulacédo. Esses fixadores foram confeccionados no
Departamento de Engenharia Mecanica da UFPE (Figura 3). No momento do
ensaio, os musculos foram acoplados a maquina e foi dada uma pré-carga de
200g durante o tempo de acomodacao de 30 segundos, com o intuito de
promover a acomodacao do sistema. ApGs a pré-carga, 0 ensaio prosseguiu
por, em média, oito minutos, com velocidade preestabelecida para o ensaio de
10mm/minuto (MATHEUS et al., 2007).

A carga aplicada foi registrada pelo software Tesc® em intervalos
regulares de alongamento até o momento de ruptura do musculo, sendo
gerados graficos da carga versus deformacado e tensédo versus deformacédo de
cada ensaio, a partir dos quais foram obtidas e analisados os seguintes
parametros:

- Forca maxima — maximo de carga suportada passivamente pelo musculo
tracionado;

- Deformacdo maxima — o maximo de alongamento imposto ao musculo
até a completa ruptura;

- Energia — quantidade de energia armazenada pela deformacéo elastica
do musculo;

- Tensdo méxima — calculada pelo quociente da forca méaxima suportada
pela area de secgédo transversal do musculo (identifica a quantidade de

tensdo suportada pelas estruturas intrinsecas do musculo);
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- Forca/Largura - Obtida por meio da tangente do angulo formado pela
parte curva carga versus alongamento, representa a rigidez extrinseca
do material;

- Deformacéo especifica — taxa de alongamento do musculo (calculada
pelo quociente entre o comprimento inicial pelo comprimento final);

- Modulo Elastico — determinado pela inclinacdo encontrada na curva
tensdo x deformacédo (viscoelasticidade ou rigidez representativa do

musculo quanto material biol6gico).

Analise estatistica

Com os dados obtidos foi construido um banco de dados e
posteriormente analisados através do software SPSS versdao 18 Apls a
confirmacéo da normalidade pelo teste de Kolmgorov-Smirnov, foi utilizado o
teste t Student para comparacao entre dois grupos. Para comparacdo entre trés
ou mais grupos foi usado a Andlise de Variancia (ANOVA) seguido pelo post
hoc de Tukey, para as variaveis com distribuicdo ndo normal foi usado o
Kruskal-Wallis e Mann whitney. O nivel de significAncia adotado foi 5%.

Resultados

Perdas durante o experimento

Ao longo do periodo experimental houveram perdas amostrais atribuidas as
complicacBes do estado diabético e por incapacidade de realizacdo do treino
resistido de salto. Nos grupos GDS e GDT foram totalizadas vinte perdas e no
GCT trés.

Peso corporal

O peso corporal dos animais do GDS ao fim do experimento se mostrou menor
guando comparado com GCS (p< 0,05), comportamento semelhante foi
demonstrado quando comparamos o GCS com GCT (p<0,05). Ja na

comparacao entre os animais do GDS e GDT néo houve diferencga significante,
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mas quando comparamos o0 GCT com GDT houve uma diminuicdo da variavel

peso para os diabéticos que realizaram o protocolo de treino (p<0,05), (Fig. 8).
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Figura 8 — Peso corporal dos animais ao final do experimento. Valores expressos em
média + desvio Padrdo; GDS< GCS * - p<0,05, GCT< GCS ? -p< 0,05, GDT< GCT®
(Anova com um fator com post hoc Tukey).

Glicemia

Apbés o 7% dia poés-inducdo os niveis glicEmicos dos animais diabéticos
apresentaram-se acima 200mg/dl até o final do experimento, ja os animais do
GCS e GCT apresentaram a glicemia abaixo do valor supracitado para o
mesmo periodo, portanto, ndo sendo considerados diabéticos, (Fig.9).
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Figura 9 - Valores glicémicos expostos em média dos grupos da pré-inducéo até o fim

do experimento.

Efeito do Diabetes nas propriedades biomecanicas dos muasculos
gastrocnémios

Foi evidenciado uma reducdo na For¢ca maxima, Deformacdo, Deformacao
Especifica, Energia/Area, Forca/Largura e Area de Seccdo Transversa nos
musculos dos animais do GDS comparado aos animais do GCS (p< 0,05). A
Tensdo da Forca Maxima e o Mddulo Elastico ndo diferiram entre os grupos

(p> 0.05) (Tabela 2).

Efeito do Treinamento Resistido nas propriedades biomecéanicas dos musculos
gastrocnémios

Com relacéo ao efeito do treino resistido no diabetes, ao comparar os musculos
dos animais do GDT com o GDS observamos aumento para o parametro Forca
Méaxima e Forca/Largura (p<0,05). Nos demais parametros nao houve

diferenca entre 0s grupos (p>0,05) (Tabelal).
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Tabela 2 — Valores médios dos Parametros biomecénicos: For¢ca Maxima (FM); Tensdo na Forca Maxima (TFMéax); Deformacao

(D); Deformac&o Especifica (DE); Energia/area (E/A); Modulo Eléstico (ME); Area seccéo transversa (AST).

GRUPOS FM TFMax D DE E/A ME RIGIDEZ AST
(N) (MPa) (mm) (%0) (N.mm/mm?2) (MPa)

Grupo controle 51,5+9,21 0,77 £ 0,09 17,85+ 5,75 41,04 + 15,89° 7,57+ 2,59 3,85+ 0,89 2,05+0,36 67,49 £ 16,37
sedentario (GCS)

Grupo Diabético 26,5+ 9,74* 0,86 +0,18 10,2 + 3,30% 26,59 + 8,23 4,90+ 221% 4,63+1,38 1,05+0,36% 30,13 + 7,48%
sedentéario (GDS)

Grupo controle 47,57 7,52 0,77 £0,12 18,81+5,57 56,57+16,06 8,25+2,12 2,7£0,79 1,9+0,3 62,41+13,45
treinado (GCT)

Grupo diabético 37,71+3,63° 0,91+0,14 12,04+1,27 35,77+5,09 5,97+1,25 4,1+1,09 1,5+0,14° 41,59+6,74

treinado (GDT)

Valores expressos em Média + Desvio Padrdo (DP) - *GDS < GCS - p < 0,05, ? GDS< GDT - p < 0,05 Anova com um fator (One way) com

post hoc Tukey.
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Discusséo

A escolha do complexo gastrocnemio-plantar para realizacdo desse
estudo esta ligado a fatores metodologicos do ensaio mecéanico. Sua
localizagdo anatdbmica permite preservar as caracteristicas anatdmicas quanto
a origem e insercdo apos dissecacdo, 0 que proporciona uma boa fixacdo a
maquina de ensaio mecanico de tracdo. Isto garante uma analise completa da
estrutura e mimetiza de forma fidedigna a solicitagdo mecéanica e fisioldgica do
complexo muscular. Outra condicdo € que esse musculo, em especifico,
trabalha sob condicbes de atividade fisica extrema, 0 que tem um risco
aumentado para lesdes e rupturas (JARVINEN; EINOLA; VIRTANEN, 1992;
ABDALLA; BERTONCELLO; CARVALHO, 2009; SENE; SHIMANO; PICADO,
2009). Além disso, esse musculo apresenta caracteristicas morfofuncionais em
ratos semelhantes aquelas encontradas no musculo da espécie humana
(BROOKE; KAISER, 1970; BROOKER;WILLIAMSON;KAISER, 1971).
No diabetes observa-se fragueza muscular mais presente nos membros
inferiores de pacientes com essa patologia (ANDERSEN; GJERSTAD;
JAKOBSEN, 2004).

Os resultados obtidos no presente estudo demonstraram que
a miopatia ocasionada pelo Diabetes experimental tipo 1 promove prejuizos em
grande parte das propriedades biomecanicas do complexo gastrocnemio-
plantar, e que o treino resistido de salto promoveu melhoria nos parametros da
forca maxima e da resisténcia extrinseca (Forca/largura), apesar de né&o
restaurar aos valores de normalidade, caracterizando, entretanto, um efeito
protetor a estrutura.

A miopatia diabética  promove  diversos prejuizos ao tecido
muscular dentre eles, reducdo da forca e da massa muscular (ANDERSEN et
al.,, 1997; ANDERSEN; GJERSTAD; JAKOBSEN, 2004). Nos dados
apresentados nesta pesquisa, a forca méaxima suportada pelo musculo
diabético se mostrou reduzida. Baseado no modelo mecénico muscular de Hill
(1938), apresentando componente elastico em paralelo (CEP), componente
elastico em série (CES) e o componente contratil (CC) em sua arquitetura é

possivel inferir que a Diabetes consegue promover um desarranjo no CEP do
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complexo muscular estudado. O CEP é representado pelas estruturas do tecido
conjuntivo: Endomisio, perimisio, epimisio, (HILL, 1938; MARTINS et al.,
1998) e a alteracdo delas repercute na diminuicdo da forca maxima suportada
pelo musculo durante aplicagdo de tensdo. Sabe-se que metodologia
empregada no ensaio mecanico de tracdo realiza a avaliacdo sem ativacao
neural do masculo, levando em consideracdo apenas a composi¢ao estrutural,
nao havendo influéncia das pontes cruzadas, da Actina e da Miosina, (STONE
et al., 1996), que no modelo de Hill sdo estruturas formadoras do componente
contratil (CC).

Uma explicacdo para a alteracdo do componente elastico (CEP) no
musculo diabético pode estar relacionada com o efeito da hiperglicemia crénica
na estrutura do colageno. A formacao dos AGES na Diabetes vdo promover uma
maior formacao das cross-links (i.e. ligacfes intermoleculares) no colageno o que
resulta num menor deslizamento no tecido, elevando sua stfiness (PAUL; BAILEY,
1996; AVERY; BAILEY, 2005). Isso também pode explicar a
repercussao negativa do diabetes em outros parametros biomecéanicos avaliados
no presente estudo, como a Deformacdo e a Deformacdo especifica que se
mostraram menores, evidenciando uma menor extensibilidade do tecido muscular
guando submetido a uma forca externa.

Vale ressaltar que acdo do colageno no tecido é essencialmente
mecanica, e que 0S AGES aumentados vao promover
alteracdes nas propriedades mecéanicas (ARONSON, 2002; YU et al., 2002), as
quais nunca foram avaliadas por meio do ensaio mecéanico de tracdo, o
que garante o pioneirismo do presente estudo.

O aumento das Cross-links do tecido conjuntivo muscular no estado
diabético, que leva a aumento da rigidez tecidual, pode ser a explicacdo
mais plausivel no que diz respeito a diminuicado
da Resisténcia (Forca/largura) no complexo gastrocnemio-plantar, parametro
que € definido como a tangente formada pela parte mais linear da Curva
Carga versus Alongamento e quando diminuida remete a uma rigidez mais
acentuada do espécime (JARVINEN; EINOLA; VIRTANEN, 1992; MATHEUS et
al., 2007).
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No Parametro Energia/area houve uma reducdo nos musculos
dos animais diabéticos sedentarios evidenciando que o0 mesmo armazenam
menor conteldo energético na fase elastica. A habilidade do tecido muscular
em absorver energia na fase elastica sem se romper, é fundamental na
prevencao de lesbes (GOLDSPINK, 2002). Carvalho e
colaboradores (2009) demostraram que o0 estado de atrofia observada pos
imobilismo também reduziu a absorcdo de energia na fase eléstica. Sugerimos
que a atrofia subsequente ao estado de miopatia diabética, possa ter
promovido resultados semelhantes do ponto de vista funcional nesse
parametro.

Nos resultados expostos ndo evidenciamos diferenca nos parametros
tensdo da forca maxima e o modulo elastico. A tensdo da forca maxima
é definida matematicamente pela razdo entre a forca maxima e a area de
seccdao transversa. O médulo elastico é expresso matematicamente pela razéo
entre a tensdo maxima e a deformacao e representa a rigidez intrinseca do
musculo. De acordo com Kodoma e colaboradores (2012) sdo escassos
os estudos que avaliaram os parametros tensdo da forca méxima e o modulo
elastico de musculos esqueléticos e resaltam em seu estudo a impossibilidade
de mensurar adequadamente a area de seccdo transversa. Os
mesmos realizaram a avaliacdo apenas pela curva carga x deformacao, o que
ndo permite obter valores da tensdo e do modulo elastico. No presente estudo
utiizamos a férmula da elipse, ja utilizada em outros estudos do nosso
laboratorio para mensurar a area de seccdo transversa no intuito de obter o
comportamento desses parametros. (OLIVEIRA et al., 2011; BEZERRA et al.,
2012)

A miopatia diabética possui um perfil ligado a um desbalanco na
sintese proteica com maior protedlise o que esta relacionado a hiperglicemia.
Esse perfil levara a um estado atrofico do musculo (KRAUSE; RIDDELL;
HAWKE, 2010). Em um estudo com animais diabéticos que avaliaram o soleo e
o extensor longo dos dedos, foi evidenciada uma menor area de seccdo
transversa no musculo (JERKOVIC et al., 2009), achado semelhante ao do

nosso estudo.
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O Protocolo de exercicio resistido em meio aquatico so foi capaz de
melhorar os valores da Forca Maxima e da Forca/largura dos muasculos de
animais diabéticos. Desde 1950 que Joslin recomenda o0 exercicio como
componente na regulacdo da glicose sanguinea em individuos diabéticos,
dessa forma, esperavamos que outros parametros se mostrassem aumentados
apos o protocolo de 9 semanas de treino.

A forga méxima mostrou valores maiores nos animais Diabéticos que
realizaram o protocolo de exercicio quando comparado aos Diabéticos
sedentarios, porém esses valores ndo alcancaram os patamares de valores de
normalidade. Essa diferenca de resultados entre os grupos diabéticos pode
ser atribuida ao fato de que o exercicio € capaz de induzir o alinhamento
funcional das fibras de colageno, e também aumentar a resisténcia do tecido
conjuntivo e a massa muscular tornando a estrutura muscular mais
resistente (STONE et al.,, 1996; ABDALLA; BERTONCELLO; CARVALHO,
2009). No que diz respeito o aumento da massa muscular, que indiretamente
pode demonstrar aumento da
forca, Farrell e colaboradores (1999) demonstraram que ratos diabéticos
submetidos ao treino resistido durante 10 semanas obtiveram aumento de sua
massa muscular. Entretanto, os ratos do grupo controle treinado sO
demonstraram 0 mesmo aumento quando a intensidade do treino foi
aumentada, ou seja, maior do que aquela a que foram submetidos os animais
Diabéticos treinados. Podemos perceber que comportamento similar ocorreu
nesse estudo ja que o grupo controle treinado ndo aumentou a forca maxima
em relacdo ao seu controle. Farreal e colaboradores (1999) concluiram em
seu estudo que sob condicBes de atrofia muscular, o exercicio resistido pode
melhorar o aumento da massa muscular, porém exercicio de mesma
intensidade ndo altera a massa muscular em animais sem atrofia. Talvez se a
intensidade do exercicio resistido de salto tivesse sido aumentada o GCT
apresentaria aumento da variavel forca maxima.

A rigidez extrinseca mostrou valores aumentados no complexo muscular
avaliado nos diabéticos que realizaram o exercicio resistido. No musculo, a

7

resisténcia a tracdo é fornecida pela  matriz extracelular e
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pela titina, proteina presente no sarcomero que garante a resisténcia passiva
natural do mdudsculo, tendo essa ultima um papel de “mola” na unidade
contratil (GAUTEL; MUES; YOUNG, 1999; TSKHOVREBOVA; TRINICK,
2003).

A matriz extracelular e atitina se apresentam alteradas no estado
diabético. No caso da proteina titina a patologia diabética promove reducéo da
expressao génica dessa estrutura (IKEDA et al., 2003, TERAN-GARCIA et al.,
2005). o que pode justificar a reducdo da resisténcia extrinseca, ja a matriz
extracelular também sofre modificacGes, pois a exposicdo dessa estrutura a
niveis elevados de glicose promove glicacdo nas proteinas que a compdem,
inclusive no préprio coladgeno (AVERY; BAILEY, 2005).

O treino resistido de salto promoveu aumento do parametro rigidez
extrinseca quando comparado ao grupo diabético ndo treinado, sem,
entretanto, atingir os valores de normalidade. Isso demonstra que o protocolo
usado de 9 semanas de exercicio resistido foi capaz de diminuir a rigidez
muscular na miopatia diabética. A expressdao génica da proteina titina é
aumentada em resposta ao exercicio fisico (TERAN-GARCIA et al., 2005).

Pela diminuicédo da rigidez extrinseca do musculo dos animais diabéticos
treinados desse estudo acreditamos que indiretamente a proteina titina foi
otimizada na  estrutura  muscular, em reposta ao programa
de treino de resistidode 9 semanas, pois as unidades contrateis
sdo constatemente moldadas e remodeladas para se adaptar as mudancas na
carga mecanica (LANGE et al., 2005).

Nos demais parametros mecanicos avaliados observamos que o
treinamento ndo conseguiu reverter, 0S prejuizos instalados na estrutura
muscular no estado diabético, o que ndo era esperado ao fim do estudo.
Embora o muasculo seja dotado de uma capacidade notavel de moldar o
fenétipo em resposta a atividade muscular imposta por exercicios (PLAGHKI,
1985; HARRIS, 2003), o estado diabético promove alteracbes prejudiciais
importantes ndo apenas no musculo, mas em vasos sanguineos que o irrigam,
€ em ramos nervosos, estruturas importantes no reparo do masculo (PLAGHKI,
1985; FAULKNER; COTE, 1986). Além disso, o estado de insulinopenia e falta
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de glico-regulacdo a que foram submetidos os animais por um periodo de 9
semanas seria tempo  suficiente para promover a glicacdo de proteinas
importantes para o musculo (TAHARA; SHIMA, 1995). Assim, acreditamos que
a hiperglicemia e a falta de insulina possam ter influenciado o efeito
restaurador do exercicio na maioria dos parametros biomecanicos.

Sabe-se que no estado de hiperglicemia diversos fatores vao contribuir
para alterar a estrutura do muasculo e leva-lo ao estado miopatico, que
promovera efeitos negativos no tecido como: Ruptura de sarcémeros,
distirbios no metabolismo do Ca2", diminuicdo da capacidade oxidativa do
musculo, aumento do lipideo intramuscular, diminuicdo da sintese proteica e
aumento da protedlise (KRAUSE; RIDDELL; HAWKE, 2010).

A proposta do presente estudo foi avaliar o potencial do treino resistido,
de forma isolada, em tratar os prejuizos biomecanicos observados na miopatia
diabética. No entanto, o efeito terapéutico do treinamento ndo foi expressivo
em todas as variaveis biomecanicas avaliadas. Talvez, estes resultados
possam traduzir uma ineficiéncia do treino resistido, frente a auséncia da
insulina, em exercer estimulo anabdlico capaz de combater todas as alteracdes
instaladas nos musculos diabéticos.

A insulina é uma grande responsavel por estimular a
sintese protéica (JEFFERSON, 1980; GARLICK; FERN; PREEDY, 1983;
CARVALHEIRA; ZECCHIN; SAAD, 2002), e uma grande inibidora da
protedlise (PACY et al., 1989). Fluckey Colaboradores. (1996) utilizando um
treinamento resistido, demonstraram que em situacdo de privacdo de insulina,
ocorre uma diminuicdo nas taxas de sintese de proteinas pés-exercicio. Diante
desta ideia, acredita-se que a associacdo do treino resistido com a terapia
insulinica promoveria um maior efeito terapéutico do treinamento sobre os
parametros mecanicos do musculo no estado diabético.

.Curiosamente apenas a forca maxima e a rigidez foram alterados de
forma positiva com o uso protetor do exercicio ao fim dessa pesquisa mesmo
com niveis diminuidos de insulina e com 0s consequentes niveis elevados de
glicose em nossos animais diabéticos, mostrando que o exercicio resistido

possa por meio de suas contracbes musculares proporcionaram um efeito
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anabolizante. Alguns trabalhos vém afirmado ativacdo do IGF-1 durante o
exercicio de forca, proteina com grande papel anabdlico (FARRELL et al.,
1999; NINDL et al., 2001; TOMAS et al., 1991).

Na andlise do peso corpéreo e glicemia dos animais, os resultados
obtidos pelo presente estudo foram semelhantes aos de estudos prévios. O
peso corporeo ao fim do experimento foi menor em todos os animais diabéticos
em comparacao aos controles (REDDY; STEHNO-BITTEL; ENWEMEKA, 2001;
LERCO et al.,, 2003; DE OLIVEIRA et al.,, 2011; BEZERRA et al.,, 2012;
CHENG,; LIANG; LI, 2013). A glicemia dos animais diabéticos sedentéarios e
treinados desde o sétimo dia pés-inducédo até o fim do experimento manteve-
se acima de 200mg/dl, ndo havendo influéncia do treinamento nesta variavel,
como demonstrado por estudos anteriores (GOMES et al., 2006;DE OLIVEIRA
et al,. 2012).

Portanto, concluimos que o Diabetes tipo 1 induzido por meio
da Streptozotocina em animais promove prejuizos nos parametros
mecanicos do complexo muscular gastrocnemio-plantar e que o protocolo de
treino resistido exerceu um papel protetor parcial na biomecanica muscular de

ratos diabéticos.
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7.3 COMPORTAMENTO DA MIOSINA RAPIDA E LENTA EM RATOS
DIABETICOS SUBMETIDOS AO TREINO RESISTIDO

Este artigo sera submetido para publicacdo na Revista Dibetic Medicine,

conceito A2 para a area 21 da CAPES.

INTRODUCAO

A miopatia diabética € uma alteragdo comum no estado diabético, porém
menos estudada na literatura atual caracterizando-se por atrofia muscular,
diminuicdo da capacidade fisica e fraqueza (ANDERSEN et al.,, 1997;
ANDERSEN; SCHMITZ; NIELSEN, 2005). O musculo esquelético € o local de
maior consumo energético do corpo, portanto a disfuncdo da célula muscular é

um importante fator patofisiolégico no Diabetes.

Dentre as proteinas que compdem o tecido muscular merece grande
destaque a miosina, responsavel pela determinacdo das propriedades
contrateis do musculo. A quantidade dessa proteina pode ser moldada de
acordo com estimulo que o muasculo é exposto, dessa forma pode-se alterar a
composicado da fibra muscular (IORGA; ADAMEK; GEEVES, 2007). Com a
diminuicdo dos niveis de insulina, caracteristico no Diabetes, ocorre queda na
sintese de miosina, ja que esse hormdnio € estimulador da sintese dessa
molécula para o tecido muscular (VANDENBURGH et al., 1991).

Com relacao ao efeito do Diabetes mellitus tipo 1 no comportamento das
fibras musculares a literatura ainda néo é clara. Uma atrofia especifica de fibras
de metabolismo glicolitico, ou seja, fibras de contracdo rapida € evidenciado
em modelos animais nessa patologia. De forma tipica, as fibras de contracéo
lenta (Tipo I) s&o minimamente alteradas, diferentemente da atrofia severa
sofrida pelas fibras de contracdo rapida (Tipo lIB), o que pode explicar a
reducado da forca muscular no estado diabético (COTTER et al., 1993; KRAUSE
et al., 2009). No entanto, em estudos com humanos esse achado nédo é
comprovado, nesse caso, um aumento das fibras de contracéo rapida com uma
atrofia maior das fibras lentas foi constatada (CROWTHER et al., 2003;
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FRITZSCHE et al., 2008) Essa diferenca entre os achados dos trabalhos com
humanos e animais pode ser explicada por multiplos fatores, como a idade,
duracdo da doenca, niveis de atividade fisica, dieta, e o que pode ser mais
importante é o tratamento com insulina que proporciona o controle glicémico

nas pesquisas com humanos (SNOW et al., 2005).

Com relagdo ao efeito do exercicio no musculo, é visto que a atividade
contratii € fundamental para o desenvolvimento da massa muscular. O
aumento do trabalho muscular durante o exercicio € capaz de elicitar varias
reacbes bioquimicas que sdo essenciais para hipertrofia do musculo
(LUCIANO; MELLO, 1998), alteracdes estas ja comprovadas pela capacidade
plastica notavel do tecido muscular, na qual fenbmeno no qual as estruturas
musculares podem constantemente ser moldadas e remodeladas para se
adaptar as mudancas na carga mecéanica (PLAGHKI, 1985; HARRIS, 2003
LANGE et al., 2005).

Além disso, o exercicio fisico tem a capacidade de reverter as alteracdes
nas proteinas mitocondriais musculares provocadas pelos estados com de
deficiéncia da insulina (MIDAOUI; TANCREDE; NADEAU, 1996). Com relacdo
ao exercicio resistido os beneficios relatados s&o: hipertrofia muscular,
aumento da qualidade muscular e ganho de forca muscular (BOULE et al.,
2001).

Portanto, como ainda néo estd claro o comportamento da miosina na
musculatura esquelética nem se o treino resistido de forga consegue reverter
as possiveis alteracfes na composicdo das fibras musculares de diabéticos.
Esse trabalho objetiva avaliar o comportamento da miosina rapida e lenta em

musculo de animais diabéticos submetidos a um treino resistido.

Materiais e Métodos

Desenho do Estudo
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Trata-se de um estudo do tipo experimental, com avaliacdo quantitativa

dos dados amostrais.

Local do Estudo

O estudo foi realizado no Laboratério de Plasticidade Neuromuscular
(Depto de Anatomia — UFPE), no Centro de Tecnologias Estratégicas do
Nordeste (CETENE).

Amostra

A amostra foi composta por 23 ratos machos da raca Rattus Novergicus
Albinus, da linhagem Wistar, mantidos em gaiolas de polipropileno
(41x34x16 cm) em grupos de trés animais e submetidos a ciclos claro/escuro
invertido de 12 horas e temperatura de 23° + 1°C. Os ratos receberam uma
dieta através de racdo apropriada (Labina® - Purina) e agua ad libitum. O
estudo recebeu aprovacdo do Comité de Etica em Experimentacdo Animal
da UFPE (Processo n° 021332/2013-72).

Grupos Experimentais
Aos 60 dias de vida, os animais foram distribuidos em quatro grupos: a)
Grupo Controle Sedentario — GCS (n=3) constituido por ratos sadios e
sedentarios; b) Grupo Diabético Sedentario — GDS (n= 8) constituido com ratos
diabéticos e sedentarios; c) Grupo Controle Treinado — GCT (n=3) constituido
por ratos sadios e treinados; d) Grupo Diabético Treinado — GDT (n=8)

constituido por ratos diabéticos e treinados.

Inducéo ao Diabetes

Os animais dos grupos GDS e GDT, apos jejum de 12 horas, foram
induzidos ao diabetes pela administracdo Unica, via intraperitoneal, de uma

solucdo de Estreptozotocina (STZ — Sigma Chemical Co., St. Louis, MO),
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(Figura 1), diluida em tampao citrato de sédio a 10mM e pH 4,5, na dose de
60mg/kg de peso do animal. Os animais ndo diabéticos receberam doses
equivalentes da solucdo tampao citrato de sédio objetivando um estresse
equivalente do ofertado para os grupos diabéticos. Ao final de 30 minutos apo6s
o tratamento os animais foram alimentados normalmente (DALL'’AGO et al.,
2002).

Avaliacdo ponderal e da glicemia

O peso corpéreo dos animais foi aferido semanalmente ao longo de todo o
experimento (Toledo, modelo 9094). A verificacdo da glicose sanguinea
(Glicosimetro Kit Accu-Chek Active) aconteceu apos jejum de 12 horas, antes
da inducdo ao diabetes, no 3° e no 7° dias apdés a inducdo,e, apos a

confirmagéo do diabetes semanalmente até o fim do experimento.

Foram incluidos no estudo apenas animais que apresentaram glicose
sanguinea acima de 200mg/dL (CARVALHO; CARVALHO; FERREIRA, 2003).
A glicose sanguinea foi dosada (tiras reagentes Accu-Chek Active) apds coleta

de uma gota de sangue na ponta da cauda do animal.

Treino Resistido

Na primeira semana apoés a inducdo os animais foram submetidos a um
programa de exercicio resistido (ROGATTO; LUCIANO, 2001) com duracao de
nove semanas e frequéncia de cinco sessdes por semana. A realizacao dos
saltos ocorreu em um tanque cilindrico com 20cm de diametro e 70cm de
comprimento, com uma sobrecarga acoplada ao térax do animal através de um
colete. Para ajuste dessa sobrecarga utilizada por cada animal, os animais
eram pesados no primeiro dia de cada semana e a partir dai era calculada a
sobrecarga individual para cada animal.

A primeira semana do protocolo foi destinada a adaptagao dos animais,
onde eles fizeram inicialmente trés séries de 10 saltos com um minuto de

intervalo entre as séries, inicialmente com carga de 30% do peso corporal nos
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dois primeiros dias da semana, 40% no terceiro e quarto dia, e 50% do peso
corporal no quinto dia da semana. A profundidade da agua também foi sendo
acrescida progressivamente, iniciando com 100% do comprimento dos animais
no primeiro dia, 120% no segundo e terceiro dia e 140% nos quarto e quinto
dias da semana.

A partir da segunda semana, as sessdes de exercicio consistiram na
realizacdo de quatro séries de 10 saltos com sobrecarga equivalente a 50% do
peso corpéreo, com um minuto de intervalo entre as séries (ROGATTO;
LUCIANO, 2001) e com a profundidade da agua correspondendo a 140% do
comprimento corporal do rato (ROGATTO; LUCIANO, 2001; ROGATTO, 2001).

A temperatura da agua foi mantida a 32° +1 C.

Eutanésia e Coleta do Material

Apos o término do periodo referente ao exercicio, os animais de todos
0s grupos foram anestesiados com solucdo de Xilazina (Rompum® - Bayer)
(10mg/Kg) e Cloridrato de Ketamina (Ketalar®) (25mg/kg), 0,10 ml para cada
100g de peso e em seguida realizada uma incisdo ao longo da superficie
posterior da perna direita do animal para remocéao da pele e de algumas partes
moles. O musculo foi separado das insercdes proximal e distal mantendo sua a
integridade muscular. Em seguida o gastrocnémio lateral foi separado do
medial e pesado em balanca digital de precisdo (Toledo, modelo-AR3130,
sensibilidade de 0,0019).

Preparac&o do material coletado.

ApoOs a coleta, os musculos gastrocnémios laterais seguiram para o
processamento histolégico e para imunohistoquimica, a fim de quantificar o
namero de fibras e avaliar a expressdo da miosina rapida e lenta,

respectivamente. Os musculos foram fixados em paraformolaldeido (PFA 4%)
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por 2 horas, mantidos em sacarose a 15% e em seguida a 30% apos 24 horas
para ambos. ApOs o0s ciclos na sacarose as amostras foram montadas em
Optimal Cutting Temperature (OCT) e resfriadas em N-Hexano, congeladas em
nitrogénio liquido a -160°C e estocadas a -80°C. Em seguida, foram feitos
cortes transversais (10um) no criostato (Zaiss, HYRAX C 25), e montados em
laminas com Silano (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA). As laminas
seguiram para o processamento histolégico e para imunohistoquimica, a fim de

quantificar o nimero de fibras,por meio da expressédo da miosina rapida e lenta

Processamento e andlise imunohistoquimica

As laminas encaminhadas para imunohistoquimica foram colocadas em
contato com a solucdo de bloqueio em seguida incubados com anticorpo
primario antimiosina esquelética lenta (M-8421, [1:50], produzido em
camundongo, Sigma-Aldrich) e antimiosina esquelética rapida (M-4276, [1:50],
produzido em camundongo, Sigma-Aldrich) overnight, seguidos do anticorpo
secundario Cy2 anticamundongo ([1:200], purificado em cabra, Jackson).

ApGs incubagdo com os anticorpos, o material foi posto em contato com
o diaminobenzedina (DAB), o cromdgeno que permite a emissao da coloracao
e contracorado com hematoxilina. Foram feitas 12 imagens de cada lamina em
(LEICA DM 500) com camera acoplada, e, através da quantificacdo do numero
de pixels de cada imagem (Software Gimp 2.8) foi possivel identificar a

propor¢cao de miosinas lenta e rapida em cada musculo avaliado.

Analise estatistica

Os dados obtidos foram expressos em média e desvio padrdo em
seguida construido um banco de dados analisados através do software SPSS

versdo 18. Apdés a confirmacdo da normalidade pelo teste de Kolmgorov-
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Smirnov foi usado a analise de variancia (ANOVA one way) seguido do post
hoc de Tukey. O nivel de significancia adotado foi 5%.

Resultados
Perda amostral

Ao longo do periodo experimental houveram perdas amostrais atribuidas as
complicacBes do estado diabético e por incapacidade de realizacdo do treino

resistido de salto. Nos grupos GDS e GDT foram totalizadas 11 perdas.

Peso Corporal

Ao fim do experimento o peso corporal dos animais do GDS foi menor quando
comparados ao GCS (p<0,05). Na comparacao do GDS com o GDT nédo houve
diferenca significante. Os animais do GDT ao serem comparados com GCT
apresentaram-se com menor peso (p<0,05). J4 o GDT ao ser comparado com

GCT apresenta o peso corporal menor (p<0,05), fig.1.
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Figura 10 — Peso corporal dos animais ao final do experimento. Valores expressos em
média + desvio Padrdo; GDS< GCS ? - p<0,05, GCS< GCT® -p< 0,05, (ANOVA com

um fator com post hoc Tukey).

Glicemia

O 7% dia apds a inducdo os niveis glicémicos dos animais induzidos ao
diabetes apresentaram-se acima 200mg/dl até o final do experimento. Os
animais do GCS e GCT apresentaram a glicemia abaixo do valor supracitado

em todos os momentos de afericdo, portanto, ndo sendo considerados

diabéticos.
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Figura 11- Valores glicémicos expostos em média dos grupos da pré-inducao até o
fim do experimento

Pesos dos musculos

Os pesos dos musculos gastrocnémios laterais ao fim do experimento
mostraram-se reduzidos no GDS quando comprado ao GCS (p<0,05),
comportamento semelhante foi visto na comparacdo do GCS com GCT
(p<0,05).
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Figura 12 — Peso muscular dos animais ao final do experimento. Valores expressos
em média + desvio Padrdo; GDS< GCS ? - p<0,05, GCS< GCT ° -p< 0,05, (Anova
com um fator com post hoc Tukey).

Imunohistoquimica

Para os dados avaliados na imunohistoquimica néo ocorreu diferenca entre os
grupos na quantificacdo da miosina rapida (FAST) na comparacao do GCS
(3764240,778 + 1842222,855) com o GDS (3304717,778 + 399358,839), nem
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guando comparamos GDS com o GDT (3820746,111 *+ 656269,606).(Fig.15).
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Figura 13. Valores em pixels da quantificacdo da miosina rapida (FAST)

Na quantificacéo da Miosina lenta (SLOW) néo foi evidenciado diferenca entre
na comparacao do GCS(4395522 + 550368)com GDS(5283831 + 1747266), 0
mesmo comportamento ocorreu na comparacédo do GDS com GDT(3620181 +

1228056), fig.5.
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Figura 14. Valores em pixels da quantificacdo da miosina lenta (SLOW)

Discussao

No presente estudo ndo foi encontrado nenhuma alteracédo significante
na quantificagdo da miosina rapida e lenta do masculo gastrocnémio lateral de
ratos diabéticos. No que diz respeito ao efeito do treino resistido de 9 semanas,
os resultados ndo evidenciaram mudancas no comportamento da tipologia

muscular.

7

No estado Diabético o tecido muscular € alterado por diversas
modificagcdes, sendo a Hiperglicemia e Hipoinsulinemia as mais crucias no
prejuizo a esse tecido (ALT et al., 2004; SNOW et al.,, 2006, SNOW et al.,
2007). Sabe-se que a privacdo da insulina, mesmo que por curto periodo, &
capaz de diminuir a sintese de proteinas contrateis importantes como a miosina
(CHARLTON;BALAGOPAL;NAIR,1997).Era esperado que nos musculos dos
animais diabéticos houvesse uma reducdo importante na quantidade de
miosina rapida,e que fosse identificada uma maior quantidade da miosina

lenta, o que n&o ocorreu.

Os estudos desenvolvidos com animais que sao induzidos ao diabetes

experimental (seja por aloxano ou STZ) apresentam resultados ainda
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discrepantes no que diz respeito a diminuicdo da forca, porém relatam um
acahdo comum que é a diminuicdo de fibras rapidas na musculatura dos
animais com diabetes experimental, ou seja, existe uma maior resisténcia das
fibras oxidativas (tipo 1) em relacdo ao tipo IIA/IIB (KRAUSE, RIDDELL,
HAWKE, 2010). Sanchez et al. (2005) apresentaram em seus achados com
musculos de animais induzidos ao diabetes uma atrofia preferencial nas fibras
de tipo Il (miosina rapida) no masculo extensor longo dos dedos (ELD), visto
que as fibras tipo | do musculo s6leo ndo desenvolveram atrofia. Em outros
estudos dois modelos de diabetes experimental em animais o gastrochemio
lateral demonstrou uma atrofia de fibras tipo Il (Miosina rapida), ja Snow et al.
(2005) estudando o soléo de ratos diabéticos demostrou maior quantidade de
fiboras com expressdo da miosina rapida achado diferente dos estudos
supracitados.O presente estudo ndo aprersentou diferenca na quatificacdo da

miosina com relacéo ao diabetes.

No que diz respeito ao treinamento imposto aos animais, nao foi obtido
nenhum efeito na expressao da miosina rapida e lenta entre os grupos. Snow
et al. (2005) Utilizando um treino de endurance em ratos diabeticos para avaliar
a tipologia muscular por meio da das isoformas de miosina revelou que o
protocolo de treinamento néo foi capaz de influenciar a expressdo da miosina
no muasculo Séleo dos diabéticos. Esperavamos em nossos resultados uma
expressao significante da miosina Rapida (Fibras tipo Il) no grupo de ratos que
realizaram o treino resistido, tendo em vista sua capacidadde de gerar
hipertrofia (aumento do diametro da fibra) e consequente aumento da forca
(FLAI ;COPENHAVER;JEFFERSON,1980; FIATARONE et al., 1990; BOULE et
al., 2001 ) uma outra justificativa para o comportamento proteico da miosina
nos animais diabéticos treinados do presente estudo talvez esteja ligada a
menor taixa de sintese proteica do Gastrocnemio lateral (parte branca) vista no
estudo de Farreal et al (2009) no qual os animais exercitados com diabetes
(treino reisitido) demonstrou uma menor taxa dessa sintese na parte branca do

Gastrocnemio.
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Os valores obtidos ao fim do experimento para variavel peso corporal e
peso muscular apresentaram o mesmo comportamento, 0s animais diabéticos
que ndo realizaram protocolo de exercicio apresentaram uma diminuicdo do
peso corporal e muscular em relagdo aos animais controle saudaveis, resultado
ja esperado tendo em vista a atrofia muscular ligada ao diabetes (KRAUSE;
RIDDELL; HAWKE 2010), e no que diz respeito ao peso corporal, varios
estudos que utilizam a STZ para indugdo ao diabetes reportam esse
comportamento (AUGHSTEEN; KHAIR; SULEIMAN, 2006; KRAUSE et al.,
2008; OLIVEIRA et al., 2011 ; ALMEIDA et al.,, 2012; CHENG; LIANG; LI,
2013).

Com relacdo aos animais submetidos ao exercicio induzidos ao diabetes
podemos afirmar que o exercicio resistido ndo foi capaz de reverter a
diminuicdo do peso corporal. Farreal et al. (2009) demonstrou em seus
resultados para variavel peso que ratos submetidos ao treino resistido de forca
(levantamento de peso) ao ser comparado com ratos diabéticos sedentarios
apresentam aumento do peso corporal, resultado diferente do encontrado
nesse trabalho, mas devemos lembrar que além da modalidade, tempo de
protocolo (utilizou 8 semanas) e o tamanho amostral de Farreal et al., (2009)
serem diferentes do presente estudo o protocolo de inducdo ao diabetes foi

também foi diferente, com o uso da pancreatectomia.

Um achado interessante no nosso estudo foi que os animais do GCT
mostraram um aumento do peso ao fim do periodo de treino nha comparacao
com GCS, diferente do encontrado em outro estudo (Farreal et al., 2009) que
justifica que ocorre uma menor velocidade de ganho de peso de ratos

saudaveis exercitados.

Com relacdo ao peso dos musculos gastrocnémios laterais, o diabetes
promoveu uma diminuicdo significante e o exercicio resistido de salto ndo foi
capaz de reverter essa perda. No estudo de Farreal et al. (2009) o diabetes
diminuiu o peso do complexo gastrocnémio plantar, resultado similar ao nosso.
Ja o treino resistido de forgca possibilitou a hipertrofia dos animais que

realizaram o protocolo de exercicio. Justificamos que talvez a auséncia do
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aumento da massa muscular do gastrocnémio lateral, parte escolhida para
nosso estudo, esteja ligada a analise de sintese protéica das partes do
complexo gastrocnémio plantar feita pelo estudo de Farreal et al (2009)

anteriormente citada.

Os animais do GCT do nosso estudo apresentaram um aumento do
peso muscular do gastrocnemio lateral em relacdo ao dos controles
sedentarios, evidenciando que o treino € capaz de gerar hipertrofia, nos
achados de Farrel et al (2009) o gastrocnemio lateral foi o Unico que nédo
apresentou diferenca na sintese proteica quando comparado ao seu controle,
no entanto ndo avaliamos a sintese proteica dos musculos do nosso estudo o
que pode ser uma limitacdo em afirmar a hipertrofia ligada ao exercicio

estabelecido.

O comportamento dos grupos em relacdo ao padrao glicémico durante
todo o experimento dos grupos ja era esperado e demonstra que o protocolo de
treino ndo foi capaz de reverter a hiperglicemia pés inducdo o que esta de
acordo com os estudos com diabetes experimental (KRAUSE et al.,2009;
OLIVEIRA et al., 2011; ALMEIDA et al., 2012; CHENG, LIANG E LI., 2013).

Portanto, evidenciamos nesse estudo que o treino resistido de salto em
meio aquatico ndo foi capaz de alterar a expressdo da miosina rapida e lenta
de ratos diabéticos.no entanto mais estudos devem ser realizados para elucidar
a composicdo muscular de ratos submetidos ao diabetes experimental

associados ao treino reisitido.
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8.LimitagOes do estudo

A metodologia empregada por meio da Estreptozotocina na indugdo do
Diabetes, apesar de ser muito utilizada em varios trabalhos com diabetes
experimetal, promove um estado diabético com indices glicémicos de dificil
controle em cada animal, o que leva a diversas perdas amostrais no estudo
provenientes das complicacbes responsaveis por debilidades em alguns
animais. Outro fator relacionado as limitacdes é a toxidade da estreptozotocina
em diversos Orgaos e até no tecido muscular estudado, mas deve-se ressaltar
que seu uso ainda é bem aceito na literatura.

Outro ponto importante é a questdo da dificuldade de controlar o
estresse que 0s animais sdo submetidos durante o exercicio fisico, 0 que pode
difiicultar o seu desempenho e ainda piorar seu estado clinico, aumentando

assim a mortalidade do estudo.
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9. Consideracdes Finais

e O diabetes mellitus induzido por meio da estreptozotocina promove
prejuizos nos parametros biomecénicos do complexo gastrocnemio-plantar de
ratos wistar. Portanto, os musculos tornam-se mais frageis quando submetidos
a tracdo, com menor capacidade de alongamento e ainda com menor
capacidade de absorver energia na fase elastica, sugerindo que o estado
diabético é capaz de diminuir a eficiéncia biomecénica do musculo quando
submetido a uma sobrecarga mecanica.

¢ O exercicio resitido exerceu uma acgao protetora sobre a forca maxima e
a resisténcia extrinseca no tecido muscular, minimizando o0s prejuizos impostos
pelo estado diabético.

A composi¢do muscular analizada pela quantificacdo da miosina rapida e lenta
no gastrocnemio lateral ndo sofreu influéncia do estado diabético ou do
exercicio fisico utilizado no estudo
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50670-420 / Recife - PE - Brasil
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Recife, 02 de agosto de 2013.
Oficio n° 609/13

Da Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE
Para: Prof® Silvia Regina Arruda de Moraes
Departamento de Anatomia

Universidade Federal de Pernambuco

Processo n® 23076.021332/2013-72

Os membros da Comiss&o de Etica no Uso de Animais do Centro de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEUA-UFPE) avaliaram seu
projeto de pesquisa intitulado, “Avaliagio do comportamento da musculatura
esquelética de ratos diabéticos submetidos ao treino resistido.”

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizagdo experimental dos
animais encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro
para Experimentagdo Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo
National Institute of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais sio
adotadas como critérios de avaliagéo e julgamento pela CEUA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei
11.794 de 08 de outubro de 2008, que trata da questdo do uso de animais para fins
cientificos e didaticos.

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentais a
serem realizados.

Origem dos animais: Biotério de Criagdo do Departamento de
Nutricdo/UFPE; Animais: ratos; Linhagem: Wistar albinos; Idade: .
60 dias; Peso: 250g; Sexo: machos; N° total de animais: 108. Atenciosamente,
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REVISTA BRASILEIRA DE .
REUMATOLOGIA .

www.reumatologia.com.br

Original article

Is swimming able to maintain bone health and to minimize
postmenopausal bone resorption?

Tamara Kelly Delgado Paes Barreto®, Fabiana Soares Bizarria®,
Marcos Paulo Galdino Coutinho®, Patricia Vergoza de Castro Silveira®,
Karina de Carvalho da Silva~*, Ana Cristina Falcdo Esteves?,

Silvia Regina Arruda de Moraes®

‘Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), Recife, PE, Brazil

*Hospital Agamenon Magalhdes, Recife, PE, Brazil

‘Faculdade Boa Viagem, Recife, PE, Brazil
‘Department of Anatomy, Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), Recife, PE, Brazil

ARTICLE INFO ABSTRACT
Article history: Objective: We studied the effect of swimming on the somatic and bone growth of female rats.
Received 9 February 2013 Methods: 40 necnate Wistar female rats were separated into: menosodium glutamate group
Accepted 27 September 2013 [GluM, n = 20) and received MSG solution (4.0 mg/g) on alternate days during the first 14 days
after birth, and Saline group (SAL, n = 20) which received saline solution for the same period
Keywords: of time and at the same dose. At 60 days of age, GluM group was ovariectomized (GluMO) and
Bone tissue SAL group just suffered surgical stress. Subsequently, half the animals in each group started
Monosodium glutamate swimming, resulting in groups: sedentary saline (SALsed, n = 10), swimming saline (SALswi,
Ovariectomy n = 10), sedentary ovariectomized Glutamate (GluMOsed, n = 10) and swimming ovariecto-

ANEXO D - PRODUCAO TECNICA: Resumo Publicado em Periédico-
Physical Therapy in Sports
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imbalance of quadriceps and glutewus med s muscles can cause several
clinbeal symptoms in the injured knes,

Olbjective: Toases knee pain and newromuscular deficits assocl ated with
strength and postural controd in women with PFFS.

Methods: Twenty young women agreed to participate in this study. The
sulyjects were separated in two groups: Gl PRPS (n=10) with mean age
of 21 vears and body mass index of 22KgimZ and G2) Control growp (no
knee pain), with mean age of 22 years, and body mass index of 23Kgim2.
Both groups answered the questionnaires for functional inability and
pain, Vissal Analog Scale, Lysholm and Anterior Knee Pain Scale (AKPS )L
Muscular strength was assessed by dynamometer measurement (N], the
subjects produced a maximal sometric contraction of quadriceps (Q)L
gluteus medius (GM) and hip external mtators (ER) muscles. Postural
control was evaluated wsing a force platform wnder two conditions:
Ibipedal support and wnipod al with the injured limb for the PRPS group.
Mon-paramet ic Mann Whitney test was used to compare the groups for
all variables

Results: Both groups were homdage neows for the ant hmopometric charac-
terstics ). PFPS group presented higher pain than control (VAS=4 vs VAS=
0: p=0u00); and mere sgnificant (p<001) disability signs by question-
naires (AKPS= T8 in PFFS v AKPS=58 in control, and Lyshol m=82 in FFPS
vs Lysholm— 99 in control Mo difference between-group was found for
muscular lmwver limb stength. However, poor postural contral was
observed for PAPS compared to the control group in both the condi tons:
i pedal suppert (p=002]) and wnl podal (p-0.00)

Conclusion: Women with PFFS presented more pain, jeint instabdlicy,
disability signs and poeor postural contrel than a con el group, despite the
miuscular strength of the injured lower-limb being preserved.

THE EFFECTS OF SWIMMMNG AND TEEADMILL TRAINING ON THE
BIOMECHANICAL BEHAVIOUR OF RATS FEMUR

MVFE Amaral’, GN. Mesquita’, MA Bezerra”, KD5 Lia*, MPG
Coutinho *, SRA Moraes®. " Groduation in Physiatherapy — UFPE Braal
*Mamter in Physioterapy - UFFE, Uhiversity of Ceand - UR, Broal
IMaster in Physiotherapy - UFPE, Brazil *Master Program i
Physiotherapy - UFFE, Brazil; *Anatomy Deparmment Urndversity of
Pemambiam — LUFPE, Brazil

load resistance. Whereas running improved the femur stiffnes, never-
theeless withawt a deficit in its load resistance.

SENSORY MOTOR TRAINING IMPROVES COORDINATION, AGILITY AND
BALANCE IN S0CCER ATHLETES - BUND EANDOMIZED CLINICAL TRIAL

Lscas Rafael Heleno', Rubens Alexandre da Siha o, lecnardo
Shigakd ", Cymthia Gobbi Alves Amije’, Crslame Reging Coelho
Candido’, Victor Huge Alves Okazaki”, Robson Furan Ricardo’, jonas de
Oliveira MAres’, Chrstlane de 5. Guering Macedo’. T Uiniversidade
Esmdual de Londrina (UEL), Londring, PR, Braxil * Universdidade da Nore
do Parand (UMOPAR, LAFUF), Londrina, PR, Brazl

Trvirosd wctiom: The rele of the physiotherapist in soocer i well established
for injury prevention and rehabilitation using sensory motor training
(SMT

Objective: Determine the efficacy of SMT designed exercises for coondi-
mation, aglity and balance in athletes.

Methods: Twenty-three young male soccer athletes participated in this
stsdy during their competitions. Befere SMT exercises, all athletes par-
formed three functional tests: Figure-of-B hop test (FE), Side Hop Test
(SHT) and Star Excursion Balance Test (SEET). Afterward, they performed
three wnipodal balance task with closed eyes on a force platform, for 30
seconds, while centre of pressure (COP) paramet ers were computed such
25! elliptical area of COP (em?®) and mean velocity sway of COP in ante-
mposteror (VEL-AP) and mediclateral (VEL-ML) directions. Both lower
limbs [LL) were evalwated: right (RLL) and left (LLL) by blinded evalwator.
After testing, the athletes were rand omized into a control group (n=10)
and | e rvention SMT growp (n=12) The SMT group periormed | B fweek)
static (land and foam ), dymamic ( jumps in difierent directions) and mutes
(5, Z and W) balamce exercties. The intervention was done for five weeks
with progression of exercises each week. At the end, all athletes were re-
evaluated Forstatistical analysis, the Student paired £ est and non-paired
was used.

Resulis: Significant improvement was observed for the SMT group after
intervention for all varlables in both the RLL and LLL Significant differ-
encesbetween groups were found on all functional tests: SHT(p<001 ). FE
(p=0,01), and SEBT (p=00241 An improvement in postural balance was
akso found in the A-COP (p<0.01), VEL-AP (p-<0.01) and VEL-ML (p<0.01L
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ANEXO F - PRODUCAO TECNICA: Resumo Publicado em Anais de
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VI CONGRESSO BRASILEIRO DA Promocao:
SOCIEDADE NACIONAL DE FISIOTERAPIA ESPORTIVA S Soﬁ
[V Congress cional da
erapia Esporti
isioterapia Esportiva
14 a 17 de novembro de 2013 MOZ>_Hm

O trabalho REPERCUSSAO DO EXERCICIO DE NATAGAO E TREINAMENTO EM ESTEIRA SOBRE A
RESPOSTA BIOMECANICA DO FEMUR DE RATOS

Foi apresentado na forma de Péster, durante o VI Congresso Brasileiro da Sociedade Nacional de Fisioterapia
Esportiva, IV Congresso Internacional da SONAFE, VI Jornada Brasil Argentina e | Feira de Fisioterapia
Esportiva, tendo como autores: AMARAL, M.V.F. ; MESQUITA, G.N. ; BEZERRA, M.A. ; LIRA, K.D.S. ;
COUTINNHO, M.P.G. ; MORAES, S.R.A..

Séo Paulo, 17 de Novembro de 2013.
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