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RESUMO

O objetivo dessa pesquisa foi, inicialmente, estabelecer um protocolo de
classificacdo de intensidade de exercicio em esteira para ratos diabéticos tipo 1 e,
posteriormente, avaliar o efeito da associa¢do da insulinoterapia com um exercicio
de intensidade moderada em esteira sobre as propriedades biomecanicas do tendéo
de Aquiles e o condicionamento fisico de ratos induzidos ao diabetes. Para isto,
foram utilizados 44 ratos, Wistar (237,62+21,73g), onde aos 60 dias de vida os
animais do grupo diabético (GD) (n=34) foram induzidos ao diabetes tipo 1 com
solucdo de Estreptozotocina diluida em tampéo citrato de sédio (50mg/Kg, 10mM,
pH 4,5 i.p.). Os animais do Grupo Controle Sedentario (GCS) (n=10) receberam
apenas injecdo com a solucdo tampéo citrato de sédio. Sete dias apds a inducao,
dois animais do GD foram excluidos do estudo (glicemia<200mg/dL) e os 32 ratos
diabéticos foram distribuidos em quatro grupos (n=8/grupo): Grupo Diabético
Sedentério (GDS); Grupo Diabético Esteira (GDE); Grupo Diabético Sedentério
Insulina (GDSI); Grupo Diabético Esteira Insulina (GDEI). Doze dias apés a indugéo
foi realizado o teste de esforco maximo (TEM;) para avaliacdo do condicionamento
fisico e planejamento da velocidade de exercicio. Apos 72h, foi iniciado o protocolo
de exercicio de intensidade moderada em esteira nos animais do GDE e GDElI,
lh/dia, 5 dias/semana, 5 semanas; 48h ap6s o Ultimo treino, todos o0s animais
realizaram o teste de esforco maximo (TEM,). Em seguida, os animais foram
anestesiados, tiveram o tendao de Aquiles direito coletado e encaminhado para o
ensaio mecanico de tracdo. Para analise estatistica foi utilizado teste de normalidade
Kolmogorov-Smirnorv e Shapiro-Wilk, em seguida utilizado Teste T ou Mann-
Whitney para comparar dois grupos ou o ANOVA, seguido do Teste de Bonferroni,
ou Teste de Kruskal-Wallis, seguido da comparacdo em pares para comparacao de
mais de dois grupos, o nivel de significancia adotado foi de 5%. Doze dias apoés a
inducdo a padronizacdo do condicionamento fisico e a caracterizagdo dos niveis da
intensidade de exercicio nos ratos diabéticos foram semelhantes aos animais
saudaveis. Apos cinco semanas de exercicio de intensidade moderada em esteira
nao foram verificadas diferencas nos parametros biomecéanicos do tendao de Aquiles
entre os grupos avaliados. O GDEI apresentou aumento em todos os parametros do
condicionamento fisico avaliados em comparacdo ao GDS e ao GDSI. Além disso,
para manutencdo da intensidade de exercicio, foi necessario um aumento em
30,21% da velocidade de treino apds cinco semanas exercicio de intensidade
moderada. Portanto, aos doze dias apds a inducéo foi realizada a classificacdo da
intensidade do exercicio em esteira para ratos diabéticos de forma semelhante aos
animais saudaveis, pois, nesse momento, ainda ndo haviam sido instaladas as
alteracdes do diabetes sobre o condicionamento fisico daqueles animais. No
entanto, ao final do periodo experimental, apenas os animais do GDEI tiveram
ganhos no condicionamento fisico. Devido a semelhangca nos parametros
biomecanicos do tenddo de Aquiles entre os grupos apds cinco semanas de
exercicio de intensidade moderada em esteira, supde-se que o estimulo aplicado
pelos TEM’s atuou de forma preventiva sobre as complicacbes do diabetes na
amostra tendinea dos animais diabéticos.

Palavras-chave: Condicionamento fisico animal. Diabetes mellitus. Esteira.
Fenbmenos mecanicos. Tenddo de Aquiles.



ABSTRACT

The objective of this research was initially to establish a treadmill exercise intensity
classification protocol for type 1 diabetic rats, and later evaluate the effect of the
association of insulin therapy with a treadmill exercise in moderate intensity on the
biomechanical properties of the tendon Achilles and the physical conditioning of rats
induced to diabetes. For this, 44 male Wistar rats (237.62 + 21.73g), where at 60
days of age, animals of diabetic group (DG) (n=34) were induced with streptozotocin
solution diluted in sodium citrate buffer (50mg/kg to 10mM and pH 4.5 i.p.). Animals
of the Sedentary Control Group (SCG) (n=10) received only injection with sodium
citrate buffer solution. Seven days after induction, two animals from the DG were
excluded from the study (glycemia <200 mg/dL) and the 32 diabetic rats were divided
into four groups (n=8/group): Sedentary Diabetic Group (SDG); Treadmill Diabetic
Group (TDG); Sedentary Insulin Diabetic Group (SIDG); Treadmill Insulin Diabetic
Group (TIDG). Twelve days after the induction, the maximum exercise test (MET1)
was performed to evaluate the physical conditioning and exercise velocity planning.
After 72h, the exercise protocol was started on a moderate intensity treadmill in the
TDG and TIDG animals, 1h/day, 5 days/week for five weeks. After 48h of the last
exercise session, all animals performed the second maximal exercise test (MET)).
Afterwards, the animals were anesthetized, had the right Achilles tendon collected
and sent to perform the mechanical tensile test. For statistical analysis, Kolmogorov-
Smirnorv and Shapiro-Wilk normality tests were used, then T-Test or Mann-Whitney
test was used to compare two groups and to compare more than two groups,
ANOVA was used, followed by the Bonferroni Test or Kruskal-Wallis, followed by the
paired comparison. The significance level was 5%. Twelve days after induction the
standardization of physical conditioning and characterization of levels of exercise
intensity in diabetic rats were similar to healthy animals. After five weeks of moderate
treadmill exercise, no differences were found in the biomechanical parameters of the
Achilles tendon between the groups evaluated. The TIDG showed an increase in all
physical fithess parameters compared to SDG and SIDG. In addition, to maintain
exercise intensity, a 30.21% increase in training velocity was required after five
weeks of moderate intensity exercise. Therefore, at twelve days after induction, the
treadmill exercise intensity classification was performed for diabetic rats similarly to
healthy animals, because, at that time, the diabetes changes on the physical
condition of the animals had not yet been installed. However, at the end of the
experimental period, only TIDG animals had gains in physical fithess. Due to the
similarity in the biomechanical parameters of the Achilles tendon between the groups
after five weeks of moderate treadmill exercise, it is assumed that the stimulus
applied by the METs acted in a preventive way on the complications of diabetes in
the tendinous sample of diabetic animals.

Keywords: Animal physical conditioning. Diabetes mellitus. Treadmill. Mechanical

phenomena. Achilles tendon.
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1 APRESENTACAO

Essa dissertagdo faz parte da linha de pesquisa intitulada Fisioterapia:
Desempenho fisico-funcional e qualidade de vida, da area de concentracido
Fisioterapia na atencdo basica a saude, do Programa de POs Graduacdo em
Fisioterapia da Universidade Federal de Pernambuco. Os experimentos
desenvolvidos nesse estudo também compfem a linha de pesquisa intitulada
Repercussdes do Diabetes mellitus sobre as estruturas e funcfes do aparelho
locomotor do Laboratério de Plasticidade Neuromuscular (LAPLAN), do
Departamento de Anatomia, da mesma universidade, sob a coordenacdo da
professora Dr.2 Silvia Regina Arruda de Moraes.

Os estudos desenvolvidos nesta linha de pesquisa tém como énfase
entender, em modelos experimentais e clinicos, as repercussdes do Diabetes
mellitus sobre as estruturas e funcdes do aparelho locomotor e a utilizagdo de
diferentes protocolos de exercicio fisico para reverté-las.

Estudos prévios realizados por nosso grupo de pesquisa demonstraram,
experimentalmente, por meio de testes biomecanicos, uma fragilidade do tendéo
de Aquiles em animais induzidos ao diabetes experimental ndo controlado,
semelhante a tendinopatia, bem como a normalizacdo de alguns parametros
biomecéanicos desse tendao apds a implementacdo de protocolos de exercicio
aerobio em esteira e tanque de natacdo no periodo maximo de 8 semanas (DE
OLIVEIRA et al, 2012; BEZERRA et al., 2016).

No entanto, foi demonstrado (DE SENNA et al.,, 2015) indicios de
melhoria das habilidades locomotoras de ratos diabéticos tipo 1 ja a partir da
quinta semana de exercicio em esteira com intensidade moderada pré-definida
pelo teste de esforgco maximo.

Dessa forma, o presente estudo experimental foi desenhado
contemplando trés estudos: no estudo 1, por meio do teste de esforco maximo
(TEM,), realizado doze dias apés a inducdo ao diabetes mellitus tipo 1
experimental, foram estabelecidos os valores de referéncia do condicionamento
fisico em ratos diabéticos, bem como realizada a predicdo das faixas de
velocidade em esteira (m/min), referente aos seis niveis da intensidade de

exercicio (muito leve, leve, moderada, intensa, muito intensa e maxima).
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Na semana seguinte, ao término do estudo 1, foram iniciados os estudos
2 e 3, quando foi implementado o protocolo de exercicio em esteira, 1h/dia, 5
dias/ semana por cinco semanas. Apos quarenta e oito horas da ultima sessao de
exercicio, foi realizado um segundo teste de esforco maximo (TEM,) para
avaliagdo do condicionamento fisico final, resultando no estudo 3.

Em seguida, os animais foram eutanasiados e coletados os tenddes de
Aquiles e realizado o ensaio biomecanico dos mesmos, resultando no estudo 2.

Dos dados obtidos resultaram trés artigos originais: o primeiro, intitulado
“Standardization of a treadmill exercise intensity protocol in type 1 diabetic
rats”, produzido a partir dos resultados do estudo 1 dessa dissertacédo e
submetido a Revista Diabetology & Metabolic Syndrome (Qualis Al para a area
de Educacéo Fisica da CAPES, fator de impacto 2,347); o segundo, intitulado
“Associacdo do exercicio de intensidade moderada em esteira e
insulinoterapia €é capaz de prevenir a instalacdo das alteracfes
biomecanicas do Tend&do de Aquiles em ratos diabéticos tipo 1?”,produzido a
partir dos resultados do estudo 2 dessa dissertacdo (artigo ainda ndo submetido);
o terceiro, intitulado “Efeito da associacdo da insulinoterapia e exercicio fisico
de intensidade moderada em esteira no condicionamento fisico de ratos
diabéticos tipo 1”, produzido a partir dos resultados do estudo 3 dessa
dissertacao (artigo ainda ndo submetido).

Essa dissertacdo foi elaborada atendendo as normas vigentes do
Programa de Pd4s-Graduacdo em Fisioterapia da UFPE, contendo as seguintes
secdes: (1) introducdo, (2) revisao da literatura, contendo uma sintese dos temas
importantes para compressdo do objeto do estudo; (3) Justificativa da pesquisa,
(4) hipoteses e (5) objetivos apresentados separadamente para os estudos 1, 2 e
3; (6) materiais e métodos, (7) resultados, apresentados sob a forma de trés
artigos originais; (8) consideracoes finais, sumarizacédo das principais conclusdes

dos trés estudos; referéncias, apéndices e anexos.
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2 INTRODUCAO

No complexo musculotendineo, o estado de hiperglicemia promovido pelo
diabetes, desencadeia um desequilibrio homeostatico, resultando em alteracdes
tais como hiperplasia vascular, desorganizacdo e producdo diminuida de
coldgeno, aumento da expresséo do fator de crescimento endotelial, aumento da
presencga de produtos de glicagao avangada (AGE’s) (DE OLIVEIRA et al., 2013;
LI et al., 2013; MOHSENIFAR et al., 2014), mudancas nas propriedades visco-
elasticas (BURNER et al.,, 2012), caracterizando um quadro de tendinopatia
diabética (DE OLIVEIRA et al., 2011a) e predispondo o mesmo a degeneracao e
ruptura (DE OLIVEIRA et al., 2011b; FOX et al., 2011; BOIVIN et al., 2014).

A abordagem principal no tratamento do diabetes mellitus tipo 1 (DM1)
tem sido a insulinoterapia combinada com o planejamento alimentar e exercicio
fisico regular (DE ANGELIS et al., 2006). Este ultimo, quando planejado de forma
adequada, tem sido recomendado a fim de melhorar a qualidade de vida,
aumentar a aptidao fisica, melhorar a funcdo endotelial (COLBERG et al., 2016) e
facilitar a captacdo periférica da glicose muscular em individuos diabéticos tipo 1
(TONOLI et. al, 2012).

Embora o estudo de De Oliveira e colaboradores (2012) tenha
demonstrado a normalizacdo de alguns parametros biomecénicos apo6s oito
semanas de exercicio em esteira, a partir de um protocolo proposto para animais
saudaveis, recentemente, foi constatado melhoras das habilidades locomotoras
em ratos diabéticos tipo 1, a partir da quinta semana de exercicio em esteira com
intensidade moderada, definida pelo teste de esforco maximo (DE SENNA et al.,
2015).

Desta forma, como foi constatado ganho nas habilidades motoras com um
menor periodo de exercicio, acreditamos que a aplicacdo desse protocolo
associado a insulinoterapia também podera influenciar na resposta biomecanica
do tenddo do Aquiles em ratos diabéticos tipo 1, melhorando sua funcéo
precocemente. Portanto, o presente estudo pretende investigar se o exercicio
aerobio em esteira associado a insulinoterapia, a partir da quinta semana de
exercicio, otimizaria a resposta biomecanica do tenddo do Aquiles, promoveria

melhora no condicionamento fisico e no estado clinico de ratos diabéticos tipo 1.
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3 REFERENCIAL TEORICO

A seguir sera descrita a sintese dos temas relevantes para esse estudo

no formato de uma revisao de literatura.

3.1 Diabetes Mellitus

O Diabetes Mellitus (DM) é uma condicdo crbnica, ocasionada pela
deficiéncia na producdo ou na agao do hormonio insulina, resultando em trés ou
mais formas de diabetes, classificadas em: tipo 1 (DM1), tipo 2 (DM2), diabetes
gestacional e o diabetes secundario. Essa classificacdo possibilita a escolha da
terapia mais adequada a ser implementada (AMERICAN DIABETES, 2016).
Estima-se no Brasil no ano de 2045, 20,3 milhdes de adultos diabéticos, situando
0 pais em quinto lugar entre os dez paises com maior niumero de individuos
acometidos pelo diabetes (Tabela 1) (INTERNATIONAL DIABETES
FEDERATION, 2017; SBD 2017/2018).

Tabela 1 - Lista dos dez paises com maior nimero de adultos diabéticos (20-79 anos)
em 2017 e sua estimativa para 2045.

2017 2045
o Numero de o Numero de
(= o 0 [ q a
< Pais Ljndwpuos o~ Pais |ﬂ_d|VJd_U03
S iabéticos S diabéticos
o (milh&es) o (milh&es)
1 China 114,4 (104,1-146,3) 1 india 134,3 (103,4-165,2)
2 india 72,9 (55,5-90,2) 2 China 119,8 (86,3-149,7)
3 EUA 30,2 (28,8-31,8) 3 EUA 35,6 (33,9-37,9)
4 Brasil 12,5 (11,4-13,5) 4 México 21,8 (11,0-26,2)
5 México 12,0 (6,0-14,3) 5 Brasil 20,3 (18,6-22,1)
6 Indonésia 10,3 (8,9-11,1) 6 Egito 16,7 (9,0-19,1)
7 Russia 8,5 (6,7-11,0) 7 Indonésia 16,7 (14,6-18,2)
8 Eqgito 8,2 (4,4-9,4) 8 Paquistéo 16,1 (11,5-23,2)
9 Alemanha 7,5 (6,1-8,3) 9 Bangladesh 13,7 (11,3-18,6)
10 Paquistdo 7,5 (5,3-10,9) 10 Turquia 11,2 (10,1-13,3)

Fonte: Adaptado de IDF Diabetes Atlas (2017)

Enguanto o DM2 tem-se caracterizado por acometer individuos na idade
adulta e sua causa esta mais relacionada ao estilo de vida, o DM1 acomete mais
frequentemente a infancia ou a idade adulta (adultos jovens) e tem sido descrito

como uma doenca autoimune, a qual envolve fatores genéticos, imunoldgicos e
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ambientais, em que as <células [ pancreaticas sdo destruidas e,
consequentemente, ocorre uma deficiéncia na producéo de insulina de forma total
ou parcial, ocasionando a hiperglicemia prolongada (ACHARJEE et al., 2013;
PAULA etal., 2015).

Esta desordem metabdlica esta associada a uma série de complicacdes
fisiolégicas cronicas, envolvendo os diversos sistemas como as alteracdes
microvasculares, as quais levam a diminuicdo do aporte sanguineo aos tecidos,
ocasionando complicacdes cronicas como nefropatias, retinopatias, neuropatias,
Ulceras plantares, amputacdes, artropatia de Charcot, manifestacdes de disfuncao
autonémica e mecanismo deficitario na cicatrizagdo de feridas, incluindo aquelas
referentes ao processo de reparacdo tendinea, contribuindo assim para um
declinio do estado geral da saude dos individuos diabéticos (MAINARDES et al.,
2007; MOHSENIFAR et al., 2014).

Devido a semelhancas na etiopatogenia do Diabetes e na reprodutibilidade
da doenca, os roedores tém sido um modelo animal amplamente utilizado nas
pesquisas a fim de elucidar a fisiopatologia do diabetes mellitus e auxiliar no
desenvolvimento de técnicas que possam retardar as complicacdes metabdlicas e
sistémicas desta doenca (ACHARJEE et al., 2013).

Na literatura existem trés tipos de mecanismos para modelos experimentais
que reproduzem o DM1: desenvolvimento espontaneo; transferéncia de genes;
destruicdo das células [ pancreaticas, por meios quimicos ou cirdrgicos
(ACHARJEE et al., 2013).

No entanto, a via quimica tem sido o mecanismo de escolha para inducéo
ao diabetes por meio da injecdo de estreptozotocina, substancia com propriedade
qguimica de alquilacdo capaz de causar necrose especifica das células B
pancreaticas, resultando na inibicdo da secrecdo da insulina e desenvolvimento
do diabetes insulino-dependente (LENZEN, 2008).

3.2 Organizacao e comportamento biomecéanico do tendéo

O tecido tendineo €& formado por tecido conectivo, constituido
principalmente de colageno tipo 1 (65-80%) e elastina (1-2%) imersos em uma
matriz de proteoglicano. Esses elementos sdo produzidos pelas células

denominadas tenoblastos e tendcitos, organizados de forma complexa e
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hierarquizada, onde as moléculas solluveis de tropocolageno formam cross-links,
criando, assim, moléculas insolluveis de colageno, as quais se agregam de forma
progressiva para formar as fibras de colageno e que juntas dao origem ao tendao
(Figura 1) (KANNUS, 2000; SHARMA & MAFFULLI, 2005).

Figura 1 — Organizacao estrutural do tendao. Fonte: Adaptado de KANNUS (2000).
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Devido a organizacdo molecular, juntamente com a integridade das
propriedades viscoelasticas e estruturais, o tenddo apresenta uma biomecéanica
adequada e realiza sua funcao de forma eficiente, transferindo a forca do musculo
ao 0sso e promovendo o movimento articular (CONNIZZO et al., 2014; SHI et al.,
2015). Além disto, as propriedades biomecéanicas dos tendfes tém uma
importante fungdo no sistema musculoesquelético, visto que sua elasticidade
aumenta a eficiéncia do musculo durante as atividades, reduzindo assim seu
gasto energético (DE OLIVEIRA et al., 2011b).

O comportamento biomecanico dos tenddes pode ser compreendido pela
curva tensao-deformacao (Figura 2), a qual possui as seguintes regides: A)
Regido |, caracterizada pelo alongamento das fibras do tenddo, ndo excedendo o
seu limite de elasticidade e tem seu comprimento restaurado quando a tenséo
exercida sobre o tenddo é anulada; B) Regido Il, “linear”, em que a rigidez
permanece constante em funcdo do alongamento das fibras do tenddo. No
entanto, algumas fibras comecam a entrar em faléncia e quando a tenséo é

anulada, ndo ha a restauracdo do comprimento do tendéo; C) Alongamento além
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da Regido Il leva a Regido lll, onde ha falha de algumas fibras do tenddo. D) Se a
tensdo permanecer incidindo sobre o tend&o ocorre a falha completa, levando a
ruptura do tenddo (SHARMA & MAFFULLI, 2005).

Figura 2 — Comportamento biomecanico por meio da curva Tensdo-Deformacdo de
tenddes saudaveis quando submetidos a carga externa. Fonte: Adaptado de SHARMA
and MAFFULLI (2005).
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O tenddo de Aquiles fornece a base estrutural para a biomecéanica da
articulacédo do tornozelo e, consequentemente, na biomecanica da marcha. Em
virtude da orientacéo de suas fibras colagenas em espirais e de sua biomecanica,
ele tem elevada capacidade de resistir as forcas mecanicas dispostas em varias
dire¢cbes que incide sobre o mesmo durante atividades diarias (O'BRIEN, 2005;
SZARO et al.,, 2009; WAUGH et al.,, 2012). Quando ocorrem alteracdes na
estrutura e composicdo do colageno, ha também interferéncia na capacidade
funcional do tendéo, ocasionando a denominada tendinopatia crbnica e, em ultima
instancia, sua ruptura (PINGEL et al., 2013; CONNIZZO et al., 2014).
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3.3 Diabetes e tendinopatia

A tendinopatia é uma condicio comum na populacdo geral,
principalmente em atletas, sem distincdo quanto a faixa etaria, apresentando
aumento em sua incidéncia com o avancar da idade (TEUNIS et al., 2014).

Essa condicdo clinica caracteriza-se por dor crbénica e decorre da
desorganizacdo das fibras de colageno, hipercelularidade atipica dos tendcitos,
hiperplasia vascular e, consequentemente, degeneracédo progressiva do tendao e
perda de sua funcdo (DE OLIVEIRA et al., 2011b; DE OLIVEIRA et al., 2013;
DIRKS et al., 2013).

Vérios fatores podem estar relacionados ao surgimento da tendinopatia,
tais como predisposicdo genética (RALEIGH et al., 2009), alteracdo postural
(WALDECKER, HOFMANN & DREWITZ, 2012), maus héabitos como o fumo e
obesidade (RECHARDT et al., 2010), efeitos colaterais provenientes de
medicamentos, bem como doencas metabdlicas, como o diabetes mellitus
(OLIVIA et al., 2016).

Embora a patogénese da tendinopatia proveniente do diabetes ndo esteja
bem elucidada, acredita-se que a hiperglicemia crbnica desencadeia
complicacBes fisiopatolégicas em tecidos ricos em colageno, por meio do
processo de glicacdo ndo enzimatica, onde a glicose é adicionada a essa proteina
de forma irreversivel, levando a formacédo de produtos finais da glicacdo avancada
(AGEs) e, consequentemente, mudancas estruturais no coladgeno, que se
assemelham ao processo natural de envelhecimento (KADLER et al., 2007;
GAUTIERI etal., 2014).

No tendao, tecido rico em colageno tipo 1, a glicacdo ndo enzimatica pode
levar a alteracbes biomecéanicas e morfolégicas, como aumento da rigidez,
reducdo de sua viscoelasticidade, aumento da densidade e reducdo do diametro
das fibrilas de colageno e desorganizacédo do coldgeno, predispondo o mesmo a
tendinopatia e ruptura precoce (GRANT et al., 1997; DE OLIVEIRA et al., 2011a;
GAUTIERI etal., 2014).

Uma revisdo sistematica, desenvolvida por nosso grupo, apontou a
existéncia de associa¢gfes entre disfungcbes musculotendineas e DM e sugeriu

gque o aumento da espessura do tenddo € um importante indicador para
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tendinopatia (DE OLIVEIRA et al., 2011b). Posteriormente, foram verificadas
alteragbes estruturais e vasculares em tenddo de Aquiles de ratos diabéticos,
como aumento de mastocitos, aumento do numero e da area de seccao
transversa dos vasos sanguineos e aumento da expressédo de colageno tipo 1,
compativeis com a tendinopatia (DE OLIVEIRA et al., 2013).

Portanto, a repercusséo dessas alteracoes pode afetar a biomecéanica do
tendao, comprometendo, assim, sua funcdo basal de transferéncia da forca do
musculo ao osso (FOX et al., 2011; CONIZZO et al., 2014).

3.4 Exercicio fisico e o tend&o de Aquiles

O exercicio fisico é definido como qualquer movimento corporal produzido
pelos musculos esqueléticos que aumenta 0 gasto energético acima de um nivel
basal, trazendo beneficios significativos para a saude do individuo (AMERICANS,
2008), tais como reducdo do risco de doencas cardiovasculares, infarto,
osteoporose, cancer, diabetes mellitus, obesidade, aumento da sensibilidade a
insulina, além de atuar na melhora do bem estar em individuos normoglicémicos
(CHIMEN et al., 2012).

Enquanto o exercicio resistido € uma combinacao de contracdes estaticas
e dindmicas que envolvem encurtamento e alongamento dos musculos
esqueléticos, gerando uma série de reacdes e adaptacdes fisioldgicas tanto
neurais como musculares, estando elas inter-relacionadas, o exercicio aerobio é
uma forma de atividade muscular ritmica onde se obtém o aumento da densidade
mitocondrial, da sensibilidade a insulina, das enzimas oxidativas, da imunidade,
levando ao condicionamento cardiorrespiratorio (MICHALQOS, 2014; COLBERG et
al., 2016).

Em contrapartida, a inatividade tem sido identificada como o quarto
principal fator de risco para mortalidade global, causando um namero estimado de
3,2 milhdes de mortes em todo o mundo (AMERICANS, 2008).

Nos pacientes diabéticos, o exercicio tem sido recomendado a fim de
melhorar a qualidade de vida, aumentar a aptiddo fisica, melhorar a funcéo
endotelial, reduzir os fatores de risco cardiovascular, reduzir o peso corporal e
gordura corporal, além de manter o controle da glicemia (MALARDE et al., 2014;
COLBERG et al., 2016), por meio do aumento da expressdo do GLUT 4 nos
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musculos esqueléticos (TONOLI et al., 2012; KODAMA et al., 2013; HARDING
et al., 2015). Em situacdo normal, os musculos esqueléticos sdo responsaveis por
30% do consumo glicémico corporal (KIM et al., 2014).

Em animais diabéticos sedentarios foi verificada reducao da expressao do
GLUT 4, enquanto que em animais diabéticos submetidos ao exercicio de alta
intensidade em esteira houve normalizacdo desses valores (KIM et al., 2014).
Adicionalmente, foi apontada a eficacia do exercicio fisico na diminuicdo do
estresse oxidativo, dos danos as células B pancreaticas, resultando no aumento
do conteudo e secrecdo da insulina basal (COSKUN et al., 2004; HUANG et al.,
2011).

Ha evidéncias de que diferentes modalidades de exercicio tragam
diversos beneficios fisiolégicos e biomecanicos ao tenddao de Aquiles
(HEINEMEIER et al., 2012; BEYER et al., 2015). Em tenddes saudaveis, o
exercicio tem sido eficaz no aumento da concentracdo de coldgeno e da
densidade de suas fibrilas (ENWEMEKA ; MAXWELL & FERNANDES, 1992),
bem como aumento dos valores de modulo elastico, tensdo maxima, energia/area
de seccao transversa e forca maxima (BEZERRA et al., 2013). Recentemente,
um ensaio clinico randomizado verificou que apdés 12 semanas de exercicio
excéntrico ou exercicio de resisténcia, seguido de 52 semanas de follow-up,
houve melhora da funcdo e sintomas, bem como reducdo da espessura e
neovascularizacdo em pacientes com tendinopatia do calcaneo (BEYER et al.,
2015). Em contrapartida, Almeida-Silveira e colaboradores (2000), verificaram o
efeito prejudicial do repouso de 21 dias em ratos Wistar sobre as propriedades
biomecanicas do tendao de Aquiles.

Em animais diabéticos tipo 1, verificou-se os efeitos benéficos do
exercicio aerdbio de intensidade moderada em esteira pos-inducdo, bem como
exercicio aerdbio de natacdo pré e pos-inducdo sobre a restauracdo das
propriedades elasticas do tenddo de Aquiles e prevencdo da progressdo da
degeneracéao tendinea (DE OLIVEIRA et al., 2012; BEZERRA et al., 2016).

No entanto, nesses estudos ndo houve associacdo do exercicio com a
insulinoterapia, o0 que é de grande importancia, visto que o controle hiperglicémico
previne as instalagbes das complicagbes crbnicas sobre o aparelho

musculoesquelético, que por sua vez, esta ligado diretamente a biomecéanica do
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tenddo de Aquiles, além de mimetizar o tratamento do paciente diabético tipo 1 e

ser uma terapia utilizada na maioria dos estudos em modelos animais.
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4 JUSTIFICATIVA

As complicacbes do DM sdo as principais responsaveis pela méa
qualidade de vida dos pacientes, visto que o estado de hiperglicemia provoca, a
meédio e longo prazo, alteracdes fisioldégicas nos diversos sistemas, dentre eles o
musculotendineo.

Em contrapartida, a base do tratamento do diabetes tem sido a
insulinoterapia associada ao planejamento alimentar e o exercicio fisico. Este por
sua vez, surge como uma importante ferramenta, a fim de aumentar a captacao
muscular periférica da glicose, reduzindo assim a hiperglicemia e,
consequentemente, suas complicacdes sobre os diversos tecidos e sistemas dos
individuos diabéticos, incluindo os tenddes.

Sabe-se que o tenddo de Aquiles € uma importante estrutura durante a
biomecanica da marcha, além de ser comumente afetado pela hiperglicemia,
ocasionando alteracdes biomecéanicas, semelhante a tendinopatia.

Embora estudos anteriores desenvolvidos em nosso laboratorio tenham
demonstrado, por meio de testes biomecéanicos, a normalizacdo de alguns
parametros biomecanicos apds a implementacdo de exercicio aerébio em esteira
e de natacdo com duracdo de 8 semanas, esses estudos ndo associaram a
insulinoterapia ao protocolo de exercicio fisico, o que poderia atenuar as
complicacBes cronicas sobre o aparelho cardiorrespiratério e musculoesquelético
e mimetizaria as condi¢cdes clinicas observadas em pacientes com diabetes
mellitus tipo 1.

Em paralelo, nesses estudos também nao houve um planejamento da
faixa de velocidade adequada de exercicio, a fim de prevenir lesdes do sistema
musculoesquelético, o que poderia influenciar nos achados da avaliagcéo tendinea.
Além de que, o protocolo de exercicio utilizado anteriormente, foi desenvolvido
para animais saudaveis.

Assim, levando em consideragéo essa lacuna, a pesquisa propde (Estudo
1) um modelo de padronizacdo do condicionamento fisico de ratos diabéticos a
partir da classificacdo da intensidade do exercicio em seis niveis de velocidade de

exercicio, utilizando a correlacdo ja existente entre o consumo maximo de
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oxigénio (VO,max) e a velocidade méxima alcancada pelos animais durante o
teste de esforco maximo.

Posteriormente (Estudo 2 e 3), foi avaliado o efeito da associacdo da
insulinoterapia ao exercicio em esteira com intensidade moderada, com
velocidade definida anteriormente pelo teste de esforco méximo, sobre as
propriedades biomecénicas tenddo do Aquiles e sobre o condicionamento fisico

de ratos induzidos ao diabetes experimental.



26

Esta dissertacdo foi composta de trés estudos distintos. Os tdpicos a
seguir apresentardo as hipoteses e objetivos separadamente para cada um dos

estudos.

5 HIPOTESES

5.1 Hip6tese do Estudo 1

e O teste de esforco maximo em esteira € capaz de fornecer um modelo
para avaliacdo do condicionamento fisico e padronizacdo das intensidades de
exercicio em animais diabéticos tipo 1,

e O teste de esforco maximo, realizado ap0s exercicio em esteira com
faixa de velocidade correspondente a intensidade moderada, definida
anteriormente pelo estudo, é capaz de fornecer a taxa de ajuste necessaria para

manutenc¢ao dos niveis de intensidade pré-determinados.

5.2 Hipdteses do Estudo 2

e O exercicio aerobio de intensidade moderada em esteira associado a
insulinoterapia é mais eficaz na restauracdo das propriedades biomecanicas do
tenddo de Aquiles em ratos Wistar induzidos ao diabetes mellitus tipo 1 do que

apenas o tratamento com a insulina;

5.3 Hipoteses do Estudo 3

e O exercicio aerobio de intensidade moderada em esteira quando
associado a insulinoterapia ira controlar as alteracdes provenientes do diabetes
tipo 1 sobre o condicionamento fisico em ratos Wistar, do que apenas o

tratamento com a insulina isoladamente.
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6 OBJETIVOS

6.1 Geral do Estudo 1
Estabelecer um protocolo de padronizacdo da intensidade do exercicio
para ratos diabéticos, utilizando-se da correlacéo ja existente entre o VO,max e a

velocidade méxima alcancada pelos animais durante o teste de esforco méaximo.

6.1.1 Especificos do Estudo 1

e Classificar a intensidade do exercicio em seis niveis (muito leve, leve,
moderada, intensa, muito intensa e maxima) em ratos diabéticos tipo 1;

e Estipular o ajuste necessério da velocidade do exercicio, definida
inicialmente pelo estudo, para manter os niveis de intensidade pré-determinados

em ratos diabéticos tipo 1.

6.2 Geral do Estudo 2
Avaliar a eficacia do exercicio aerébio de intensidade moderada em
esteira associado a insulinoterapia as propriedades biomecénicas e estruturais do

tendao de Aquiles de ratos induzidos ao diabetes experimental.

6.2.1 Especificos do Estudo 2

e Avaliar a evolucdo do peso corporal e da glicemia em ratos diabéticos tipo
1

e Avaliar a integridade da estrutura tendinea de ratos diabéticos tipo 1 por
meio das seguintes propriedades biomecéanicas: modulo elastico (MPa), tenséo
forca maxima (MPa), deformacao forca maxima (mm), deformacéo especifica (%),
energia/area de seccdo transversa (N.mm/mm?), forca maxima (N), area de

secco transversa (mm?) e comprimento do tenddo (mm).

6.3 Geral do Estudo 3
e Auvaliar o efeito da associagdo da insulinoterapia com o exercicio fisico de
intensidade moderada em esteira sobre o condicionamento fisico de ratos

diabéticos tipo 1.
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6.3.1 Especificos do Estudo 3

¢ Avaliar o condicionamento fisico dos animais diabéticos, doze dias apos a
inducdo, por meio da velocidade maxima — Vmax; (m/min) alcancada por cada
animal e por meio dos dados fornecidos pela esteira apds o término do teste:
Distancia Total — Dist; (metros) e Tempo Total de Teste — Ttotal; (minutos);

e Avaliar o condicionamento fisico dos animais diabéticos, apés cinco
semanas de exercicio de intensidade moderada em esteira associado a
insulinoterapia, por meio dos parametros obtidos no teste de esforco maximo
(TEM,), realizado 48h apds a ultima sessdo de exercicio: Velocidade Maxima,
Distancia Total, Tempo Total; Taxa de aumento/diminui¢do da velocidade méaxima
(%), do Tempo Total (%) e da Distancia Total (%).
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7 MATERIAIS E METODOS

Os topicos a seguir apresentardo os procedimentos experimentais para os trés
estudos desenvolvidos ao longo do mestrado. No estudo 2, diferentemente do
estudos 1 e 3, apos o término do periodo destinado ao protocolo de exercicio, 0s
animais tiveram o tenddo de Aquiles coletado para analise biomecéanica por meio

do ensaio mecénico de tracao.

7.1 Desenho dos Estudos
Trata-se de um estudo do tipo experimental, com avaliacdo quantitativa

dos dados amostrais.

7.2 Local dos Estudos

Foi realizado no Laboratério de Plasticidade Neuromuscular (LAPLAN) do
Departamento de Anatomia e no Laboratério de Biopolimeros do Departamento
de Engenharia Quimica da Universidade Federal de Pernambuco — UFPE.

7.3 Periodo dos Estudos
Os experimentos foram realizados no periodo de marco de 2016 a
setembro de 2017.

7.4 Amostra

Foram obtidos para realizacdo da pesquisa 44 ratos, Wistar, (237,62 +
21,73g). Os animais foram mantidos em gaiolas em grupos de trés, submetidos a
ciclos de claro/escuro invertido de 12 horas e temperatura de 23° + 1° C. Os ratos
receberam uma dieta (Presence®) e agua ad libitum e foram distribuidos nos

grupos, conforme ilustrado na figura 3.



30

Figura 3 — Fluxograma do delineamento do estudo. TEM — Teste de Esforco Maximo.
GCS - Grupo Controle Sedentario; GD - Grupo Diabético; GDS — Grupo Diabético
Sedentério; GDSI-Grupo Diabético Sedentério Insulina; GDE — Grupo Diabético Esteira

GDEI — Grupo Diabético Esteira e Insulina.
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apresentaram glicemia inferior a 200mg/dL.
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7.6 Grupos Experimentais
7.6.1 Grupos Experimentais do Estudo 1

Foram utilizados 26 animais, distribuidos em trés grupos: Grupo Controle
Sedentario — GCS (n=10); Grupo Diabético Sedentario — GDS (n=8); Grupo
Diabético Esteira — GDE (n=8).

7.6.2 Grupos Experimentais do Estudo 2

Foram utilizados 42 ratos distribuidos em cinco grupos: Grupo Controle
Sedentario — GCS (n=10); Grupo Diabético Sedentario — GDS (n=8); Grupo
Diabético Sedentario Insulina — GDSI (n=8); Grupo Diabético Esteira — GDE (n=8);
Grupo Diabético Esteira Insulina — GDEI (n=8).

7.6.3 Grupos Experimentais do Estudo 3

Foram utilizados 42 ratos distribuidos em cinco grupos: Grupo Controle
Sedentario — GCS (n=10); Grupo Diabético Sedentario — GDS (n=8); Grupo
Diabético Sedentério Insulina — GDSI (n=8); Grupo Diabético Esteira — GDE (n=8);
Grupo Diabético Esteira Insulina — GDEI (n=8).

7.7 Definicdo e Operacionalizagdo das Variaveis
7.7.1 Variaveis Independentes

e Diabetes Mellitus Experimental: variavel qualitativa nominal mutuamente
exaustiva, expressa em “presente” ou “ausente”. Hiperglicemia e intolerancia a
glicose mediante a administracéo de Estreptozotocina, agente diabetogénico;

e Exercicio em esteira: variavel gualitativa nominal mutuamente exaustiva,
expressa em “exercicio aerobio em esteira” ou “auséncia de exercicio”. O
exercicio aerébio em esteira é caracterizado por execucdo continua em uma

esteira com pistas individuais projetadas para roedores.

7.7.2 Variaveis Dependentes
e Peso Corporal e Glicemia dos Animais:
v' Peso Corporal: variavel quantitativa continua, expressa em gramas (g),

com duas casas decimais. Mensurado pelo pesquisador;
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v’ Glicemia: variavel quantitativa discreta. Presenca de glicose no sangue,
mais precisamente no plasma, expressa em miligramas de glicose por decilitros
de sangue do animal (mg/dL). Mensurada pelo pesquisador por meio do
Glicosimetro Kit Accu-Chek Active apds jejum de 12 horas, antes da inducdo ao
diabetes, no 7° dias apods a inducado e no final do periodo experimental. Nos ratos
da linhagem Wistar a glicemia normal encontra-se entre 85 a 132 miligramas por
decilitro de sangue (mg/dL), sendo considerado com diabetes mellitus quando a

mesma encontra-se acima de 200mg/dL;

e Propriedades Biomecanicas e Estruturais do Tendao de Aquiles:

v/ Mdédulo Elastico: variavel quantitativa continua. Representado pela
tangente da regido mais linear da curva tensdo na forga maxima x deformacéo,
calculado pelo software acoplado a maquina de ensaio biomecéanico, mensurado
pelo software Tesc® acoplado a maquina de ensaio biomecéanico, expresso em
Megapascal (MPa), com duas casas decimais;

v’ Tensdo Forca Maxima: variavel quantitativa continua. Razado entre a
carga maxima suportada pelo corpo de prova e a area de seccao transversa do
tenddo, mensurada pelo software Tesc® acoplado a maquina de ensaio
biomecanico, expressa em Megapascal (MPa), com duas casas decimais;

v Deformacdo Forga Maxima: varidvel quantitativa continua. Diferencga
entre o comprimento final do tenddo e seu comprimento basal, mensurada pelo
software Tesc® acoplado a magquina de ensaio biomecanico, expressa em
milimetro (mm), com duas casas decimais;

v Deformacdo Especifica: variavel quantitativa continua. Razdo do
alongamento do corpo de prova (comprimento antes da sua ruptura subtraido pelo
comprimento basal) pelo seu comprimento basal, multiplicado por 100.
Mensurada pelo software Tesc® acoplado a maquina de ensaio biomecanico,
sendo expressa em porcentagem (%);

v Energia/Area de Seccdo Transversa: variavel quantitativa continua.
Quantidade de energia absorvida por area de seccado transversa do inicio do
ensaio biomecéanico até o ponto de carga maxima suportada pelo corpo de prova,

mensurada pelo software Tesc® acoplado a maquina de ensaio biomecanico,
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expressa em Newton vezes milimetro por milimetro ao quadrado (N.mm/mm?),
com duas casas decimais;

v/ Forca Maxima: variavel quantitativa continua. Carga maxima suportada
pelo corpo de prova antes de sua ruptura, mensurada pelo software Tesc®
acoplado a maquina de ensaio biomecanico, expressa em Newton (N), com duas
casas decimais;

v Area de Seccdo Transversa, variavel quantitativa continua. Area
superficial do corte perpendicular em relacdo ao eixo longitudinal do tendao,
mensurada pelo pesquisador utilizando a formula da elipse, expressa em
milimetro ao quadrado (mm?), com duas casas decimais;

v' Comprimento do Tendao: variavel quantitativa continua. Distancia entre
as extremidades do tenddo, mensurada pelo pesquisador quando o corpo de
prova estiver acoplado a maquina de ensaio mecanico, expresso em milimetro

(mm), com duas casas decimais.

e Parametros do Condicionamento Fisico dos Animais:

v’ Velocidade Maxima: Variavel quantitativa continua. Razao entre
distancia maxima percorrida pelos ratos na esteira e o tempo total gasto até
atingir o esforco maximo, mensurada pelo display acoplado a esteira, expresso
em metros por minuto (m/min);

v' Tempo Total: Variavel quantitativa continua. Tempo total gasto por cada
animal durante a realizacdo do teste de esforco maximo na esteira, mensurado
pelo display acoplado a esteira, expresso em minutos (min), com duas casas
decimais;

v’ Distancia: Variavel quantitativa continua. Distancia total percorrida por
cada animal durante a realizacdo do teste de esforco maximo na esteira,
mensurado pelo display acoplado a esteira, expresso em metros (m), com duas
casas decimais;

v  Taxa de aumento/diminuicdo da velocidade maxima: Variavel
quantitativa continua. Porcentagem de aumento ou diminuicdo da velocidade
méaxima obtidas nos testes de esforco maximo, mensurado por meio da férmula
[(Vmax—Vmax;)/Vmax; x 100], expresso em porcentagem (%), com duas casas

decimais.
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7.8 Inducé&o ao Diabetes Mellitus Tipo 1

Aos 60 dias de vida, os animais do grupo diabético (n=34), apods jejum de
12h, foram induzidos ao diabetes mellitus tipo 1 pela administracdo Unica, via
intraperitoneal, de uma solucéo de Estreptozotocina (STZ — Sigma Aldrich Co., St.
Louis, MO), diluida em tampéo citrato de sédio a 10mM e pH 4,5, na dose de
50mg/kg de peso do animal (DE SENNA et al., 2011) (Figura 4).0s animais do
grupo controle sedentario (n=10) receberam apenas inje¢cdo com solucdo tampao
citrato de sodio, para reproducdo do estresse da inducdo. Apdés 30 minutos os
animais foram alimentados normalmente (DALL'AGO et al., 2002).

No sétimo dia pos-inducao foi realizada a confirmacéo do diabetes em 32
animais do GD, glicemia > 200mg/dL (CARVALHO; CARVALHO & FERREIRA,
2003), avaliada a partir da coleta de uma gota de sangue na extremidade da
cauda do animal e fixada na tira reagente Accu-Chek Active inserida em um
analisador apropriado (Glicosimetro Kit Accu-Chek Active).

Figura 4- Inducéo ao diabetes mellitus tipo 1, por administracao Unica via intraperitoneal
de uma solucdo de Estreptozotocina (STZ — Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO), diluida
em tampao citrato de sédio a 10mM e pH 4,5, na dose de 50mg/kg de peso do animal.

Fonte: Arquivo pessoal.

7.9 Insulinoterapia

A partir do 8° dia poés-inducdo foi administrado diariamente insulina
HUMULIN® N (Eli Lilly and Company), na dose de 2Ul/dia/rato, via subcutanea
(ERDAL et al., 2012), nos animais dos GDSI e GDEI. Sendo aplicado ap6s 4-6h
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de cada sessdo de exercicio, o qual aconteceu sempre no mesmo horario (7-9h
da manhd) (MALARDE et al., 2014).

7.10 Avaliacéao Clinica e Metabdlica

O peso corporeo foi aferido no dia da inducdo e no final do periodo
experimental (Balanca Digital FILIZOLA BP6). A verificacdo da glicose sanguinea
(Glicosimetro Kit Accu-Chek Active) aconteceu sempre apos jejum de 12 horas
nas seguintes etapas do experimento: antes da inducdo ao diabetes, no 7° dias

apo6s a inducéo e no final do periodo experimental.

7.11 Periodo de Adaptacéo a Esteira e Teste de Esfor¢co Maximo (TEM)

Para habituar os animais ao ambiente da esteira (Esteira para multiplos
roedores - AVS Projetos) (Figura 5), nove dias ap6s a inducdo, um extrato do
grupo controle (trés animais) e todos os animais do grupo diabético foram
submetidos a adaptacdo com duracédo de 10 min/dia a velocidade de 5m/min, a 0°
de inclinacao, por trés dias. No quarto dia foi realizado o teste de esforco maximo
(TEM;,), por trés avaliadores devidamente treinados. Os animais iniciaram o teste
a velocidade de 5m/min, sendo aumentada 5m/min a cada 3 minutos, até atingir a
intensidade méxima suportada por cada rato, determinada quando o animal toca a
parede posterior da raia da esteira cinco vezes dentro de um minuto (DE SENNA
et al.,, 2011; DE SENNA et al., 2015) (Tabela 2).

Figura 5 — Esteira com oito ratos Wistar no periodo de adaptacdo. Grade de choque (A),
monitor para ajuste de velocidade (B), pista de corrida (C), sistema de ventilagdo (D)
Fonte: Arquivo pessoal.
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Tabela 2. Protocolo de Adaptacgéo a esteira e Teste de Esforco Maximo

Semana

Adaptaco Tempo (min) Velocidade (m/min)
1°-3° dia 10 5m/min
Evolucao do Teste de Esfor¢co Maximo:
3 5m/min
3 10m/min
4° dia (TEM) Aumento progressivo de
A cada 3 min 5m/min a cada 3 minutos até

atingir a intensidade maxima

TEM — Teste de esforgo maximo; (min) — minutos; (m/min) — metros por
minuto.

A partir da velocidade méaxima (Vmax;) atingida pelos animais diabéticos
neste teste, foi realizada a padronizacéo do condicionamento fisico e classificacao
da intensidade de exercicio em seis niveis, conforme proposto por Howley (2001):
muito leve (< 20% Vmax), leve (20-39% Vmax), moderada (40-60% Vmax),
intensa (61-84% Vmax), muito intensa (= 85% Vmax) e maxima (100% Vmax),
sendo determinada quando o animal tocou a parede posterior da baia da esteira

cinco vezes dentro de um minuto.

7.12 Protocolo de Exercicio de intensidade moderada em esteira

ApO6s 72h da realizagcdo do TEM;, foi iniciado o protocolo adaptado de
exercicio em esteira (DE SENNA et al., 2015), com duracdo de 5 semanas, 1
hora/dia, 5 dias/semana, a 0° de inclinacdo nos animais do GDE e GDEI. A
primeira semana foi destinada a adaptacdo ao exercicio de intensidade
moderada, com aumento progressivo da velocidade e do tempo. A partir da
segunda semana, cada sessao incluiu trés periodos: “aquecimento” com duragéo
de 5 minutos a 30% da Vmax;; “exercicio de intensidade moderada” com duragao
50 minutos a 60% da Vmax; “recuperagao” com duracédo de 5 minutos a 30% da
Vmax; (Tabela 3). Para incentivar os animais, foi utilizado um estimulo elétrico de

baixa intensidade (1,5mA - 2,0mA) localizado na parte posterior de cada raia.
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Tabela 3. Protocolo de exercicio em esteira aplicado no grupo diabético esteira
(GDE) e grupo diabético esteira insulina (GDEI).

% da velocidade maxima alcancada

Semana Tempo (min) no TEM
) 5min a 30% + 10 min a 50% + 5min a
(o]
1° dia 20 30%
20 dia 30 5min a 30% + 20 min a 50% + 5min a
30%
12 semana 3° dia 40 5min a 30% + 30 min a 50% + 5min a
30%
A 200 + s B0 + .
40 dia 50 5min a 30% + 40 min a 50% + 5min a
30%
A 200 + B0 + .
50 dia 55 5min a 30% + 45 min a 50% + 5min a
30%
22 semana 60
32 semana 60 5min a 30% + 50 min & 60% + 5min a
42 semana 60 30%
52 semana 60

Onde, TEM - Teste de esfor¢co maximo; (min) — minutos; % - porcentagem.

Aproximadamente 48 horas apds a Ultima sessdo de exercicio, 0s animais
realizaram um segundo teste de esforco maximo (TEM,). Os valores obtidos nos
Testes de Esforco Maximo foram utilizados para a avaliacdo do condicionamento
fisico pré e pos-periodo de exercicio, sendo mensurados por meio dos seguintes
parametros: Velocidade Maxima (Vmax) (m/min); Tempo Total (Ttotal) (minutos);
Distancia (metros); Taxa de aumento/diminuicdo da velocidade méaxima (%)
(Equacédo 1); Taxa de aumento/diminuicdo do Tempo Total (%) e da Distancia
Total (%), essas duas ultimas variaveis foram calculadas de forma semelhante a

equacéao 1.

(Vmax, — Vmax,)
TxXymax = Uz, x100 Eg. 1

Onde: Txvmax= Taxa de aumento/diminuicdo da velocidade maxima (%); Vmax, =

Velocidade maxima atingida pelos animais no Teste de Esfor¢co Maximo realizado
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48h apds a ultima sessdo de exercicio (TEMy); Vmax; = Velocidade maxima
atingida pelos animais no Teste de Esforco Maximo realizado 12 dias apés a

inducao ao diabetes experimental (TEM,).

7.13 Coleta do Tendédo de Aquiles e Eutanésia dos animais

Apos o término do periodo experimental, os animais de todos os grupos,
tiveram seus pesos corporeos aferidos, em seguida anestesiados com solucéo de
Xilazina (Anasedan®) (20mg/Kg) e Cloridrato de Ketamina (Dopalen®)
(100mg/Kg), 0,1 mL e 0,1mL para cada 100g de peso animal, respectivamente,
por via intraperitoneal. Foi realizada uma incisdo ao longo da superficie superior
da pata direita, visualizacdo do tenddo de Aquiles, em seguida realizada a
dissecacdo do complexo miotendineo do mduasculo Triceps Sural, sendo
preservada a fixacdo distal deste mlsculo no calcaneo e, consequentemente a
pata do animal. A amostra anatébmica foi umedecida com soro fisiologico e
encaminhada ao Laboratério de Biopolimeros do Departamento de Engenharia
Quimica (UFPE) para analise biomecanica. Apés a coleta do material biolégico, e
ainda sob efeito de anestésicos, os animais receberam uma dosagem via

intracardiaca de 1mL de Cloreto de Potassio (KCI-10%), para sua eutanasia.

7.14 Ensaio Mecéanico de Tracdo do Tendéao

O ensaio biomecanico foi realizado na maquina convencional de ensaio
mecanico de tracdo (EMIC, Modelo DL 500, Brasil) (Figura 6), com célula de
carga de 500N. Foi utilizada a férmula da elipse para mensurar a area da seccao
transversa do tenddo (SILVEIRA & NERY, 1999), conforme demonstrada na
Equacéao 2.

AST = (D.d/4).m Eq.2
Onde: AST = éarea de seccdo transversa; D = didmetro maior da regido medial do

tendao de Aquiles; d = diametro menor da regido medial do tendado de Aquiles; 1T
= 3,1416.
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A amostra foi conectada a maquina por meio de duas pecgas
confeccionadas anteriormente para este tipo de amostra, onde a pata foi acoplada
a garra inferior e a juncdo miotendinea do Tendao de Aquiles acoplada na garra
superior, mantendo a amostra na posicdo anatdbmica. Em seguida, o seu
comprimento foi mensurado com auxilio de um paquimetro (Vernier Calipers,
0,05mm). A partir dai foi realizado a tragdo do corpo de prova, a velocidade de
0,1mm/s até seu ponto de falha (Figura 7). Os parametros avaliados foram Forca
Maxima (N), Tensdo na Forca Maxima (MPa), Energia/Area de Seccio
Transversa (N.mm/mm?), Deformacdo Maxima (mm), Deformacdo Especifica (%)
e Modulo Elastico (MPa), calculados por meio do grafico tensdo versus
deformacdo gerado pelo software Tesc® acoplado a maquina de ensaio

biomecanico (Figura 8).

Figura 6 — Maquina de ensaio Figura 7 — Tendao acoplado a maquina
biomecanico (EMIC, Modelo DL 500, de ensaio por meio da garra superior (A)
Brasil). Fonte: Arquivo pessoal. e garra inferior (B). Fonte: Arquivo

pessoal.
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Figura 8 — Grafico Tensdo versus Deformagédo e dados de uma unica amostra obtido
durante o ensaio biomecanico. Fonte: Arquivo pessoal.

Resultados

Forga @ Forga Max:
Tens&o @ Forga Max - 22.26 MPa
Deformacéo @ Forga Max: 3.248 mm
DefEspecif @ ForgcaMax: 138.8 %
Energia/Area @ Forga Max: 38.34 N.mm/mm2
Mod Elastic - 19.61 MPa '

Secgéo Inic: 1.090 mm2
Def E specif E Zevol
Forga Max TOICS mag -

(%) (N.mm/mm2) (MPa)

51.10 2263 57 43

74.95 34.78 4353

1046 40 86 3223

100.0 33 86 33.86

7191 53 49 59 79

87.52 2574 3142

1314 57.28 34 43

1105 41.77 3330
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7.15 Analise Estatistica

Com os dados obtidos foi construido um banco de dados do Excel XP
2010 Microsoft® e, posteriormente, analisados por meio do software SPSS versao
20.0. A analise estatistica descritiva foi realizada por meio de medidas de média e
desvio padrdo para as variaveis quantitativas continuas. Foi atribuido o nivel de

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

7.15.1 Analise Estatistica do Estudo 1

Para verificagdo da normalidade da amostra, foi realizado o Teste de
Shapiro-Wilk. No primeiro momento do estudo, para comparagdo do GCS versus
GD, foi utilizado o Teste T para variaveis com distribuicdo normal (peso corporal
no dia da inducdo) e o Teste de Mann-Whitney para variaveis com distribui¢cao
nao normal (Glicemia e valores obtidos no TEM;). No segundo momento do
estudo, para analise dos valores obtidos no TEM; foi utilizado o ANOVA seguido

do Teste de Bonferroni (distribuicdo normal).

7.15.2 Analise Estatistica do Estudo 2
Para verificacdo da normalidade da amostra, foi realizado o Teste de

Kolmogorov-Smirnorv. Para comparacao, foi empregado o ANOVA quando a
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distribuicao foi normal, seguido do Teste de Bonferroni. Quando a distribuicdo nao
foi normal, foi realizado o Teste de Kruskal-Wallis, seguido da comparacdo em

pares.

7.15.3 Analise Estatistica do Estudo 3

Para verificagdo da normalidade da amostra, foi realizado o Teste de
Kolmogorov-Smirnorv. Para os dados com distribuicdo normal foi empregado o
ANOVA, seguido do Teste de Bonferroni. Quando a distribuicdo n&o foi normal, foi

utilizado o Teste de Kruskal-Wallis, seguido da comparacéo em pares.

7.16 Aspectos Eticos

Os procedimentos utilizados para manejo e cuidado dos animais foram de
acordo com as normas internacionais estabelecidas pelo National Institute of
Health Guide for Care and Use of Laboratory Animal. A pesquisa foi aprovada
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais do Centro de Biociéncias da
Universidade  Federal de  Pernambuco (CEUA-UFPE), oficio n°.
23076.050209/2016-10 (Anexo A e B).
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8 RESULTADOS

Dos 44 animais obtidos, foram utilizados 42, pois houve uma perda
amostral de dois animais dos grupos diabéticos que ndo atingiram glicemia
superior a 200mg/dL.

Os demais resultados estdo apresentados sob a forma de trés artigos

originais.

8.1 Artigo Original 1

Titulo: Standardization of a treadmill exercise intensity protocol in type 1
diabetic rats (Apéndice A)

Artigo submetido a Revista Diabetology & Metabolic Syndrome (Qualis Al
para a area de Educacao Fisica da CAPES, fator de impacto 2,347) (Anexo C).

Sua formatacao esta de acordo com as normas da revista.

8.2 Artigo Original 2

Titulo: Associacdo do exercicio de intensidade moderada em esteira e
insulinoterapia € capaz de prevenir a instalacdo das alteracdes biomecanicas do
Tendao de Aquiles em ratos diabéticos tipo 1? (Apéndice B).

Artigo ainda ndo submetido.

8.3 Artigo Original 3

Titulo: Efeito da associacdo da insulinoterapia e exercicio fisico de
intensidade moderada em esteira no condicionamento fisico de ratos diabéticos
tipo 1 (Apéndice C).

Artigo ainda ndo submetido.
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9 CONSIDERACOES FINAIS

e O presente estudo estabeleceu indices de condicionamento fisico e
disponibilizou uma classificagdo dos niveis de intensidade de exercicio em ratos
saudaveis e/ou diabéticos, favorecendo a sua aplicacdo em estudos futuros na
predicdo da faixa de velocidade de exercicio, e, consequente, avaliacdo do efeito
fisiolégico das diferentes intensidades de exercicio em modelos animais, na

restauracao/prevencao das complicagcdes cronicas do diabetes em ratos;

e O teste de esforco maximo, realizado doze dias apo6s a indu¢ao, minimizou
a instalacdo das alteracbes biomecanicas do tenddo de Aquiles de ratos
diabéticos. No entanto, pesquisas adicionais sdo necessarias a fim de determinar
se esse protocolo também seria capaz de restaurar a tendinopatia ja instalada no

tenddo de Aquiles de ratos diabéticos;

e A associagdo da insulina ao exercicio de intensidade moderada em esteira
promoveu melhora no peso corporal, glicemia e resultou em ganhos no

condicionamento fisico dos ratos diabéticos.
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Abstract

Background: Although animal models are used to assess the effects of physical
exercise on the repercussions of diabetes, there is no protocol that classifies
exercise intensity levels in these models, resulting in less reliable reproducibility of
existing exercise protocols. Therefore, this study proposes a standardization of the
exercise intensity classification in six categories of training velocity. Methods: At
60 days of age, twenty-eight male Wistar rats (233.77+£20.38g) were divided into
two groups: diabetic (DG) (n=18), induced with Streptozotocin solution (50mg/kg
i.p.); Sedentary Control (SCG) (n=10). Two animals from the DG were excluded
because they did not have confirmed diabetes (glycemia<200mg/dL). In the first
stage of the study, physical conditioning standardization and exercise intensity
classification were performed in six levels, by means of the maximum velocity
reached during the maximal exercise test (MET;) on a treadmill, performed twelve
days after induction. In the second moment, the DG animals were distributed in
two groups (n=8/group), after 72h of MET,: Sedentary Diabetic (SDG); Treadmill
Diabetic (TDG). Subsequently, treadmill exercise was started with the TDG
animals at the velocity category corresponding to the moderate intensity previously
defined by MET4, for five weeks. In order to verify the need to adjust the exercise
velocity to maintain the pre-determined intensity levels, was performed the MET»,
48h after the last exercise session. The significance level adopted was 5%.
Results: As there was no difference in the maximum velocity achieved by the
control and diabetic animals in the MET;, the physical conditioning of these
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animals was standardized at 20.00+3.33 m/min and the velocity categories for
each level of the exercise intensity were similar for the two groups. It was verified
that for maintenance of exercise intensity, a 30.21% increase in training velocity
after five weeks of moderate intensity exercise was necessary. Conclusion:
Although at twelve days after induction the standardization of the physical
conditioning of diabetic rats and the characterization of levels of exercise intensity
were similar to the healthy animals, only in the trained diabetic animals was
verified the need to increase the velocity to maintain the intensity of exercise 110
days of life.

Keywords: animal physical conditioning, Diabetes mellitus, treadmill, exercise.

Background

Physical exercise, mainly, works to facilitate the peripheral uptake of muscle
glucose and insulin sensitivity increase, which has been recommended as an
important tool for diabetes mellitus (DM) control, as it promotes a reduction in body
weight and fat, as well as improved glycemia control and cardiorespiratory
capacity [1]. Moreover, it also promotes a beneficial effect in reducing myocardial
oxidative stress, improving cardiac function [2] and inhibiting inflammatory
molecules in skeletal muscles in diabetics [3, 4].

Despite the beneficial effects of physical exercise on the prevention and
treatment of diseases, if it is not prescribed adequately, increases the relative risk
of a cardiovascular event or musculoskeletal injury, even in healthy individuals.
Therefore, some care should be taken in relation to the practice of physical
exercise in diabetic patients, and above all, one must respect the biological
individuality, through tests to evaluate the physical conditioning to later prescribe a
certain intensity of exercise [5].

In humans, the maximal exercise test (MET) has been used as an
evaluation method of physical conditioning, in addition to being very useful in the

prescription of personalized exercise protocols, since there is already in the
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literature the standardization of exercise intensity levels based on the results
obtained in the test [6-9].

In animal models, much used in the evaluation of physiological effects of
exercise in the control and prevention of chronic complications of the diabetic
state, although there are easy-to-apply methods used to define exercise intensity,
such as maximal exercise test, maximal oxygen consumption (VO,max) and the
lactate test [10-15], a protocol that establishes levels of exercise intensity (very
light, light, moderate, hard, very hard and maximal) that meets the physiological
conditions of these models that reproduce diabetes is not defined in the literature.

This lack precludes a more accurate analysis of the effects promoted by
each exercise intensity, resulting in a less reliable reproducibility of the existing
exercise protocols, which compromises the findings when coming from animal
models [2, 16-20].

Thus, considering this gap, this study proposes a standardization model of
the physical conditioning of diabetic rats from the classification of exercise
intensity in six levels of training velocity, using the correlation between VO,max
(parameter capable of assessing cardiorespiratory function) and the maximum
velocity achieved by the animals during the maximal exercise test (an indicator of

physical conditioning) [6, 12, 21].

Methods

Sample
Twenty-eight male Wistar rats (233.77 = 20.38g) were used, housed in
cages in groups of three, submitted to 12-hour inverted light/dark cycles and

temperature of 23 + 1°C. The rats received diet (Presence®) and water ad libitum.
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Induction to diabetes

At the age of 60 days, after 12 hours fasting, 18 animals were induced to
experimental diabetes (Diabetic Group - DG), by single intraperitoneal
administration of Streptozotocin solution (STZ - Sigma AldrichCo., St. Louis, MO),
diluted in 10mM sodium citrate buffer and pH 4.5, at a dose of 50mg/kg body
weight [13], and 10 animals received only sodium citrate buffer solution (Sedentary
Control Group - SCG). After 30 minutes, the animals were fed normally [22]. On
the seventh post-induction day, diabetic confirmation was performed in 16 GD
animals (glycemia> 200mg/dL) [23], evaluated from the collection of one drop of
blood at the end of the animal's tail and fixed on the Accu-Chek Active Reagent

Strip inserted into an appropriate analyzer (Accu-Chek Active Kit Meter).

Period of treadmill adaptation and Maximum Exercise Test (MET)

In order to accustom the animals to the treadmill environment (Treadmill for
multiple rodents - AVS Projects), nine days after the induction, an extract from the
control group (three animals) and all animals from the DG were submitted to
adaptation with a duration of 10 min/day at a velocity of 5m/min, at 0° of
inclination, for three days.

On the fourth day, the maximum exercise test (MET;) was performed,
where the animals started the test at a velocity of 5m/min, being increased 5m/min
every 3 minutes, until reaching the maximum intensity supported by each rat,
determined when the animal touches the back wall of the treadmill five times within
one minute [13, 14]. This test was performed by three trained evaluators.

From the maximum velocity (Vmax) reached by diabetic animals in this test,
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the standardization of physical conditioning and exercise intensity classification
was performed in six levels, as proposed by Howley (2001) [6]: very light (<20%
Vmax), light (20-39% Vmax), moderate (40-60% Vmax), hard (61-84% Vmax),
very hard (= 85% Vmax) and maximal (100% Vmax).

Although cardiorespiratory function is the main component for assessing
physical conditioning [21], musculoskeletal changes may confound the findings
during this parameter evaluation. Therefore, in order to eliminate any interferences
resulting from changes promoted by diabetes on the musculoskeletal system, we
chose to perform the maximum exercise test twelve days after induction, since
these changes begin in diabetic animals only after the third week after induction
[24].

Seventy-two hours after the MET, animals from the DG were randomized
into two groups: Sedentary Diabetic Group - SDG (n=8); Treadmill Diabetic Group
— TDG (n=8) and then the animals from the TDG initiated the modified protocol of
De Senna et al. (2015) [14], 1h/day, 5 days/week, for five weeks.

After 48h of the last exercise session, the animals of the three experimental
groups were again submitted to the maximal exercise test (MET,). From the
maximum velocity reached by the animals in this test, it was possible to
standardize the physical conditioning again and calculate the rate of
increase/decrease of the maximum velocity (%) of each animal (Equation 1),
allowing to make adjustments in the velocity categories of exercise to maintain a

moderate intensity protocol.

(Vmax, — Vmax,)
TxXymax = yo— x100 Eqg. 1
1
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Where: Txvmax = Rate of increase/decrease of maximum velocity (%); Vmax, =
Maximum velocity reached by the animals in the Maximum Exercise Test
performed 48h after the last exercise session (MET2); Vmax; = Maximum velocity
reached by animals in the Maximum Exercise Test performed 12 days after

induction to experimental diabetes (MET,).

Treadmill exercise protocol

After 72 hours of MET,, the adapted treadmill exercise protocol [14], with a
duration of 5 weeks, 1 hour/day, 5 days/week, at 0° inclination was started in TDG
animals. The first week was aimed at adapting to moderate intensity exercise, with
progressive increase of velocity and time. From the second week, each session
included three periods: "Warm up" lasting 5 minutes at 30% of Vmax,; "Moderate
intensity exercise" lasting 50 minutes at 60% of Vmaxi; "Recovery" lasting 5
minutes at 30% of Vmax;. To incite the animals, an electrical stimulation of low

intensity (1.5mA - 2.0mA) located at the back of each lane was used.

Euthanasia

After the end of the experimental period, the animals were weighed
(FILIZOLA BP6) and then anesthetized with Xilazine (Anasedan®) (20mg/kg) and
Ketamine Hydrochloride (Dopalen®) (100mg/kg), 0.1 mL and 0.1 mL per 100g of
animal weight, respectively, intraperitoneally. Under the effect of anesthetics, the
animals received an intracardiac dosage of 1mL of Potassium Chloride (KCI -

10%) for their euthanasia.

Statistical analysis
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For statistical analysis, SPSS version 20 software was used. The Shapiro-
Wilk test was performed to verify the normality of the sample. At the beginning of
study, the T-test was used for variables with normal distribution (body weight at
day of induction) and the Mann-Whitney test for variables with non-normal
distribution (Glycemia and values obtained at the MET;). In the second moment of
the study, ANOVA followed by the Bonferroni Test (normal distribution) was used

to analyze the values obtained in MET,. The level of significance was 5%.

Results

Twenty-eight male Wistar rats were used, 10 were from the sedentary
control group (SCG) and from the 18 experimental-induced animals, 16 were
included in the study (n=8/group), since two animals in the diabetic group did not
reach glycemia higher than 200mg/dL seven days after induction, characterizing a
sample loss of 7.14%.

The characteristics of the animals used in the present study were
summarized in Table 1. It was possible to verify similarity in the animals on the day
of induction regarding body weight (p=0.843) and glycemia (p=0.328), with a mean
of 233.77+£20.38g and 91.12+8.53 mg/dL, respectively. From the 7th day after
induction, diabetes was confirmed, with glycemia greater than 200mg/dL (p

<0.001).
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Table 1 Characterization of the sample and confirmation of type 1 diabetes

mellitus.
SCG DG
Parameters (n=10) (n=16) P
Initial Weight (g) 234.80+21.59  233.13+20.28 0.843"
Initial Glycemia (mg/dL) 93.00+8.30 89.94+8.73 0.328"
Glycemia 7th DPI (mg/dL) 89.00+13.84 351.00+98.23*  <0.001"

SCG-Sedentary Control Group; DG-Diabetic Group. Values are expressed
as mean = standard deviation. (*) Test T, () Mann-Whitney (p <0.05).
Where (%) represents the difference from the SCG.

With the accomplishment of the MET,;, the parameters of animals'
conditioning were obtained through the average of maximum velocity reached by
each group (Table 2). As at this moment, 12 days after the induction, there was no
difference between the groups evaluated, the maximum velocity average was
performed for all animals included in the study (20.00£3.33 m/min). From this
value, the classification of the training intensity in six levels was carried out as

shown in Table 3.

Table 2 Standardization of the physical conditioning of diabetic animals
from the maximum velocity obtained in MET;.

SCG DG "
Parameter (n=3) (n=16) P
Vmax; (m/min) 23.33+2.89 19.38+3.10 0.059

MET; — First maximal exercise test, performed twelve days after
induction of type 1 diabetes mellitus. SCG-Sedentary Control Group; DG-
Diabetic Group Values are expressed as mean and standard deviation.
*Mann-Whitney test (p <0.05).
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Table 3 Classification of exercise intensity in control and diabetic animals
according to the MET,

Exercise Intensity Exercise velocity category (m/min)
Very Light (<20% Vmax) <4.00
Light (20-39% Vmax) 4.00-7.80
Moderate (40-60% Vmax) 8.00-12.00
Hard (61-84% Vmax) 12.20-16.80
Very Hard (=85% Vmax) >17.00
Maximal (Vmax) 20.00

MET, — First maximal exercise test, performed twelve days after induction
of type 1 diabetes mellitus; Values calculated by percentage of the
maximum velocity average, obtained through MET;. To be started up to
16 days after induction to type 1 diabetes mellitus.

After five weeks of treadmill exercise in moderate intensity (at 110 days of
life), from the values obtained in the MET,, it was possible to perform a new
standardization of the physical conditioning of the diabetic animals, according to
table 4, being verified higher values in TDG compared to SDG (p=0.043).
However, there was no difference between SDG and TDG compared to SCG

(p=0.225 and p=1,000, respectively).

Table 4 Standardization of the physical conditioning of diabetic animals from
the maximum velocity obtained in MET..

SCG SDG TDG
(n=3) (n=8) (n=8)
Vmax, (m/min) 23.33+2.89 16.88+3.72 23.75%6.41° 0.033

MET, — Second maximal exercise test, performed 48h after five weeks of
treadmill exercise; SCG - Sedentary Control Group; SDG - Sedentary
Diabetic Group; TDG-Treadmill Diabetic Group. Values are expressed as
mean and standard deviation. *Anova (p <0.05), followed by the Bonferroni
Test. Where, (°) difference between SDG and TDG.

Parameter p*

From the values obtained in the MET,, it was possible to calculate the rate
of increase/decrease of maximum speed (%) (Equation 1) and to obtain the
average value per group (Table 5). Then, it was verified that to adjust the velocity

categories according to the intensity of the desired exercise after five weeks of
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treadmill exercise using a moderate intensity, a 30.21% increase of the velocity
previously proposed for the TDG is required, a reduction in 15.83% for SDG and
maintenance of velocity for SCG animals, if these two groups started the exercise

at 110 days of age (Table 6).

Table 5 Rate of increase/decrease of the maximum velocity (%)

SCG SDG TDG
(n=3) (n=8)  (n=8)

0.00 -15.83 30.21° 0.010

Parameter p*

Rate of increase/decrease of
maximum velocity (%)

SCG-Sedentary Control Group; SDG-Sedentary Diabetic Group; TDG-
Treadmill Diabetic Group. Values in relation to the average of the maximum
velocity reached in the MET, obtained through the formula [(Vmax,-Vmax;)
x 100 / Vmax,], expressed as a percentage (%); Vmax, - Maximum velocity
reached by the animals in the second Maximum Exercise Test (MET));
Vmax; - Maximum velocity reached by animals in the First Maximum
Exercise Test (MET,). *Anova (p <0.05), followed by the Bonferroni Test.
Where, (°) difference from SDG.

Table 6 Classification of exercise intensity after 5 weeks of treadmill
exercise in moderate intensity.

Exercise Intensity SCG SDG TDG
Very Light (<20% Vmax) <4.00 <3.38 <5.21
Light (20-39% Vmax) 4.00-7.80 3.38-6.58 5.21-10.16
Moderate (40-60% Vmax) 8.00-12.00 6.75-9.96 10.42-15.63
Hard (61-84% Vmax) 12.20-16.80 10.13-14.18 15.89-21.88
Very Hard (=85% Vmax) >17.00 >14.34 22214
Maximal (Vmax) 20.00 16.88 26.04

MET, — Second maximal exercise test, performed 48h after five weeks of
treadmill exercise; SCG-Sedentary Control Group; SDG-Sedentary
Diabetic Group; TDG-Treadmill Diabetic Group. Values calculated by
percentage of the maximum velocity average, obtained through MET,.

Discussion

The long-term hyperglycemia observed in experimental animal models of
diabetes mellitus induction often promotes cardiometabolic alterations [25] and in
the musculoskeletal system [20, 26, 27] that reflect in the decrease of the physical

conditioning of these animals.
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On the other hand, it is increasingly common to use physical exercise
protocols to evaluate the effect of this intervention on the control/restoration of
complications from diabetes in experimental models [2, 19, 28]. However, in most
protocols used in animals, there is no more precise definition of the velocity
intervals to be used in treadmill aerobic exercises that ensure the intensity
according to the type of exercise desired (very light, light, moderate, hard, very
hard and maximal), like those already existing for humans.

Therefore, the present study, based on the evaluation of the animal's
physical conditioning, through the determination of the maximum velocity [12], was
able to establish velocity intervals for aerobic treadmill exercise for diabetics
animals, according to the six levels of exercise intensity, providing to future studies
sufficient data to perform aerobic exercise that meet the physiological conditions of
diabetic rats, resulting in a more accurate analysis of the effects promoted by each
exercise intensity on the diabetic state.

At the first moment of physical conditioning standardization, twelve days
after induction, the classification of levels of training intensity was similarly
performed for the diabetic and control groups, due to the similarity in the maximum
velocity achieved by the animals of the two groups at this time, diverging,
therefore, from the results obtained by Rodrigues et al. (2007) [12] , which
obtained, in the maximum exercise test, lower values of maximum velocity in the
diabetic group when compared to the control group.

However, unlike our study, which carried out the maximal exercise test 12
days after induction and with younger animals, in the study by Rodrigues et al.
(2007) [12], the test was performed sixty days after induction, being a longer

period and older animals. Therefore, when assessing the results of the maximal
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exercise test and the animal’s physical conditioning, one must take into account
the time of installation of diabetes and the age of animals.

In the second moment of the evaluation, after five weeks of treadmill
exercise in moderate intensity, the increase in physical conditioning in the TDG
compared to SDG, demonstrates that even when diabetic, the protocol needs to
be adjusted to the conditioning levels that the trained group reaches, in order to
maintain the initially pre-determined exercise intensity.

It is therefore corroborated by the overload principle that, in order to have a
physiological response to physical exercise, it must be performed in a greater
overload than the one that is accustomed to, and it should be adjusted according
to the intensity, duration or frequency of the exercise [5].

In SDG and SCG animals, although similar values of maximum velocity
(Vmax,) were verified after 50 days of induction, the classification of training
intensity for these two groups, from that age, was not implemented in a similar
way, since in the SCG there was only the age factor influencing the physical
conditioning of the animals, which justifies the maintenance of the exercise
velocity both at 72 days of life (MET,) and at 110 days of life (MET>), defined by
the maximum velocity rate. While in SDG, in addition to the age factor to be
considered, there were also changes of diabetes already installed on the
musculoskeletal system after 50 days of induction.

Despite the fact that the high intensity interval exercise (HIIT) is presently
more recommended for improving the levels of glycated hemoglobin [1, 29], in the
present study, we chose to evaluate the physical conditioning of animals with a
moderate intensity protocol, in order to avoid possible musculoskeletal lesions that

an exercise of higher intensity could trigger [24, 30] in diabetic animals.
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The main finding of the study is that, even in diabetic animals debilitated by
the disease, the conditioning of these animals has a gain after treadmill exercise in
moderate intensity, different from a healthy animal, but there is a need for
progressive adjustments during the experiment, in order to maintain the levels of
effort predetermined in the protocols and that will characterize the type of exercise

to be implemented.

Conclusion

What stands out in this study, besides establishing a classification of the
exercise intensity interval, providing six velocity categories to be used in animal
training protocols induced to type 1 diabetes, similar to the control group, is the
demonstration that there is a gain in the physical conditioning of these animals,
which must be considered during the execution of the training protocols, since it
implies the need to make adjustments in the velocity, to maintain the same level of

exercise intensity throughout the entire experiment.
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Resumo

Objetivo: O estudo teve por objetivo avaliar a combinacdo do exercicio em
esteira com intensidade moderada a insulinoterapia sobre parametros
biomecanicos e estruturais do tenddo de Aquiles de ratos induzidos ao diabetes
tipo 1. Métodos: Quarenta e quatro ratos machos, Wistar, que ao atingirem a
idade de 60 dias foram induzidos ao diabetes com uma solucdo de
Estreptozotocina diluida em tampao citrato de sodio (50mg/Kg a 10mM e pH 4,5
i.p.) e 10 animais receberam apenas injecdo com a solucédo tampdao, formando o
Grupo Controle Sedentario (GCS). Apés confirmacdo do diabetes, os animais
induzidos foram distribuidos em quatro grupos (n=8/grupo): Grupo Diabético
Sedentéario (GDS); Grupo Diabético Esteira (GDE); Grupo Diabético Sedentario
Insulina (GDSI) e Grupo Diabético Esteira Insulina (GDEI). Nove dias apés a
inducao foi iniciado a adaptacdo a esteira, seguido do teste de esforco maximo
(TEM,) para planejamento da velocidade de exercicio. ApGs 72 horas foi iniciado
o protocolo de exercicio em esteira, 1h/dia, 5 dias/semana durante cinco semanas
no GDE e GDEI. Apds 48h da ultima sessédo de exercicio foi realizado o TEM,
para avaliacdo da velocidade maxima alcancada em todos 0s grupos
experimentais. Em seguida, os animais foram anestesiados, tiveram o Tendao de
Aquiles direito coletado e dissecado e a amostra tendinea foi encaminhada ao
Laboratério de Biopolimeros do Departamento de Engenharia Quimica (UFPE)
para realizacdo do ensaio mecéanico de tracdo e avaliacdo das propriedades
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biomecanicas: area de seccdo transversa (mm?), comprimento do tenddo (mm),
forca méxima (N), tensdo maxima (MPa), deformacéo especifica (%), deformacéo
maxima do tenddo do Aquiles (mm) e mddulo elastico (MPa). Para analise
estatistica foi utilizado o teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnorv, em
seguida o ANOVA com o Teste de Bonferroni ou Teste de Kruskal-Wallis, seguido
da comparacao em pares, o nivel de significancia adotado foi de 5%. Resultados:
a associacao da insulinoterapia ao exercicio de intensidade moderada em esteira
foi capaz de promover melhora nos parametros clinicos e metabolicos dos ratos
diabéticos. No entanto, ndo houve diferenca nos parametros biomecanicos do
tenddao de Aquiles entre os grupos avaliados. Conclusdo: a combinacdo da
insulinoterapia com o exercicio aerébio de intensidade moderada mostrou-se
eficaz no controle clinico e metabdlico dos animais diabéticos e a realizacdo dos
testes de esforco maximo parece ter atuado de forma preventiva sobre a
instalacdo das complicacdes do diabetes no tendéo de Aquiles.

Palavras Chave: diabetes mellitus, tend&do de Aquiles, teste de esfor¢co maximo.

Abstract

Aim: The aim of this study was to evaluate the combination of exercise in a
treadmill with moderate intensity and insulin therapy on biomechanical and
structural parameters of Achilles tendon in rats induced by type 1 diabetes.
Methods: 44 male Wistar rats, at 60 days of age, were induced to diabetes with
streptozotocin solution diluted in sodium citrate buffer (50 mg/kg to 10mM and pH
4.5 i.p.), and 10 animals received only injection with sodium citrate buffer solution
(Sedentary Control Group - SCG). After confirmation of diabetes, the induced
animals were divided into four groups (n=8/group): Sedentary Diabetic Group
(SDG); Treadmill Diabetic Group (TDG); Sedentary Insulin Diabetic Group (SIDG)
and Treadmill Insulin Diabetic Group (TIDG). Nine days after the induction, the
treadmill adaptation was started, followed by the maximum effort test (MET,) for
exercise velocity planning. After 72 hours, treadmill exercise protocol was started,
1lh/day, 5 days/week for five weeks in TDG and TIDG. After 48 hours of the last
exercise session, MET, was performed to assess the maximum velocity achieved
in all experimental groups. After the animals were anesthetized, the right Achilles
tendon was collected and dissected, and the tendon sample was sent to the
Biopolymers Laboratory of the Department of Chemical Engineering (UFPE) to
perform the mechanical tensile test and evaluation of biomechanical properties:
cross-sectional area (mm?), tendon length (mm), maximum strength (N), maximum
tension (MPa), specific strain (%), maximum Achilles tendon deformation (mm)
and elastic modulus (MPa). For statistical analysis, the Kolmogorov-Smirnorv
normality test was used, then the ANOVA with the Bonferroni test or Kruskal-
Wallis test, followed by the paired comparison. The significance level was 5%.
Results: the association of insulin therapy with moderate intensity exercise was
able to promote improvement in the clinical and metabolic parameters of diabetic
rats. However, there was no difference in the biomechanical parameters of the
Achilles tendon between the groups evaluated. Conclusion: the combination of
insulin therapy with moderate-intensity aerobic exercise proved to be effective in
the clinical and metabolic control of diabetic animals and the performance of the
maximal exercise tests seems to have acted in a preventive way, delaying the
installation of diabetes complication in the Achilles tendon.
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Introducéao

A abordagem principal no tratamento do Diabetes Mellitus (DM) tipo 1 tem
sido o planejamento alimentar e exercicio fisico regular, além do controle
hiperglicémico com o uso da insulinoterapia (DE ANGELIS et al., 2006). Esta
Gltima terapia se faz necessario para potencializar os efeitos do exercicio fisico
(MALARDE et. al, 2014), visto que altos indices glicEmicos podem promover
alteracdes cardiometabdlicas (ANARUMA et al., 2016) e alteracdes no sistema
musculoesquelético (DE OLIVEIRA et al., 2011; GAUTIERI et al., 2014; SILVA et
al., 2016).

Especificamente no tenddo, a hiperglicemia promove um desequilibrio
homeostatico que resulta em uma série de alteracdes tais como hiperplasia
vascular, desorganizacdo e producdo diminuida de colageno, aumento da
presencga de produtos de glicagdo avangada (AGE’s) (DE OLIVEIRA et al., 2013;
LI etal., 2013; MOHSENIFAR et al., 2014) e mudancas nas propriedades visco-
elasticas (BURNER et al., 2012), resultando no aumento da rigidez do tendao.
Todas essas alteragbes induzem um quadro de tendinopatia diabética (DE
OLIVEIRA et al., 2011b), que predispde o mesmo a degeneracao e ruptura (DE
OLIVEIRA etal., 2011a; FOX et al., 2011; BOIVIN et al., 2014).

Felizmente, os tendBes tem grande capacidade de resposta quando
submetidos a diferentes tipos de exercicios fisicos, tais como exercicios em
plataforma vibratoria, exercicio de forca (MAGNUSSON ; HANSEN & KJAER,
2003; SEYNNES et al., 2009) e exercicio de resisténcia (LEGERLOTZ et al.,
2007). Diante dessa plasticidade, verificamos a normalizacdo de alguns
parametros biomecéanicos do tendao apds protocolo de 8 semanas de duracdo do
exercicio aerébio em animais diabéticos (De Oliveira et al., 2012).

Contudo, um estudo constatou ganho nas habilidades motoras em ratos
diabéticos tipo 1 a partir da quinta semana de exercicio em esteira com
intensidade moderada, planejado por meio do condicionamento fisico de cada
animal (DE SENNA et al., 2015), ou seja, com um menor periodo de exercicio e
baseado na individualidade biolégica. Formulamos a hipotese de que a

implementagdo precoce de um protocolo de exercicio de intensidade moderada,
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planejado de forma adequada, associado a insulinoterapia poderia retardar os
acometimentos a niveis biomecanicos e estruturais do tenddo de Aquiles,
melhorando sua funcéo.

Portanto, o presente investigou se 0 exercicio aerobio em esteira, de
intensidade moderada, associado a insulinoterapia, com duracdo de cinco
semanas, melhoraria a resposta biomecéanica do tenddo do Aquiles e o estado

clinico de ratos diabéticos tipo 1.

Métodos
Amostra

Foram utilizados 44 ratos machos, Wistar, (237,62+21,73g) mantidos em
gaiolas em grupos de trés, submetidos a ciclos de claro/escuro invertido de 12
horas e temperatura de 23° + 1° C. Os ratos receberam uma dieta (Presence®) e
agua ad libitum.

O estudo foi desenvolvido no Laboratorio de Plasticidade Neuromuscular
da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) e aprovado pela Comissao de
Etica no Uso de Animais do Centro de Biociéncias da Universidade Federal de
Pernambuco (CEUA-UFPE), oficio n°. 23076.050209/2016-10, segundo as
normas recomendadas pelo Comité Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA).

Inducéo ao Diabetes Mellitus Tipo 1

Na idade de 60 dias, apo6s jejum de 12 horas, 34 animais foram induzidos
ao diabetes experimental, por meio da administragéo Unica, via intraperitoneal de
solucéo de Estreptozotocina (STZ — Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO), diluida em
tampao citrato de sédio a 10mM e pH 4,5, na dose de 50mg/kg de peso do animal
(DE SENNA et al.,, 2011) e 10 animais receberam apenas a injecdo com a
solucéo tampéao citrato de sodio, constituindo o Grupo Controle Sedentario (GCS).
Apds 30 minutos os animais foram alimentados normalmente (DALL'AGO et al.,
2002). Foram considerados diabéticos apenas 0s animais que apresentaram
glicose sanguinea superior a 200mg/dL no 7° dia pos-indu¢do (CARVALHO;
CARVALHO & FERREIRA, 2003), avaliada a partir da coleta de uma gota de
sangue na extremidade da cauda do animal e fixada na tira reagente Accu-Chek
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Active inserida em um analisador apropriado (Glicosimetro Kit Accu-Chek Active).

Apo6s confirmacédo do diabetes, os ratos foram distribuidos em quatro
grupos: Grupo Diabético Sedentario — GDS (n=8); Grupo Diabético Esteira — GDE
(n=8); Grupo Diabético Sedentario Insulina — GDSI (n=8); Grupo Diabético Esteira
Insulina — GDEI (n=8). A partir do 8° dia pés-induc¢éo foi administrado diariamente
no GDSI e GDEI, 4-6h apo6s as sessfes de exercicio, durante todo o protocolo
experimental (MALARDE et al., 2014), 2Ul/dia/rato de insulina HUMULIN® N (Eli
Lilly and Company), via subcutanea (ERDAL et al., 2012).

Periodo de Adaptacéo a Esteira e Teste de Esfor¢co Maximo (TEM)

Para habituar os animais ao ambiente da esteira (Esteira para multiplos
roedores - AVS Projetos), nove dias apdés a inducdo, trés animais do grupo
controle e todos os animais dos grupos diabéticos foram submetidos a adaptacéo
com duracao de 10 min/dia a velocidade de 5m/min, a 0° de inclinagao, por 3 dias.
No quarto dia foi realizado o teste de esforco maximo (TEM;), onde os animais
iniciaram o teste a velocidade de 5m/min, sendo aumentada 5m/min a cada 3
minutos, até atingir a intensidade maxima de cada rato, determinada quando o
animal toca a parede posterior da raia da esteira cinco vezes dentro de um minuto
(DE SENNA et al., 2011; DE SENNA et al., 2015). Este teste foi realizado por
trés avaliadores devidamente treinados e por meio da velocidade maxima (Vmax;)
(m/min) alcancada pelos animais, foi possivel planejar o protocolo de exercicio em
esteira com intensidade moderada. Aproximadamente 48 horas apds a Ultima
sessdo de exercicio, 0s animais realizaram um segundo teste de esforco maximo
(TEM,), a fim de avaliar o condicionamento fisico dos ratos verificado por meio da

Velocidade Maxima (Vmax,) (m/min) alcancada pelos animais.

Protocolo de Exercicio de intensidade moderada em esteira

Apos 72 horas da realizagédo do TEM; foi iniciado o protocolo adaptado de
exercicio em esteira (DE SENNA et al., 2015) nos animais do GDE e GDEI. O
qual consistiu em exercicios diérios, a 0° de inclinagéo, 1 hora/dia, 5 dias/semana
por 5 semanas, onde cada sessao incluiu trés periodos: “aquecimento” com
duracéo de 5 minutos a 30% da Vmax;; “exercicio de intensidade moderada” com

duracdo 50 minutos a 60% da Vmaxs; “recuperagéo” com duragédo de 5 minutos a
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30% da Vméx;, sendo a primeira semana destinada ao aumento progressivo do
tempo e da velocidade. O exercicio aplicado no presente estudo foi de
intensidade moderada, visto que os ratos correram a maior parte do tempo entre
50-60% da velocidade maxima atingida no teste de esforco maximo
(RODRIGUES et al., 2007). Para incentivar os animais, foi utilizado um estimulo
elétrico de baixa intensidade (1,5mA - 2,0mA) localizado na parte posterior de

cada raia.

Avaliagao Clinica e Metabolica
Apés o término do periodo experimental, em todos os animais foram
verificados o peso corpéreo (Balanca Digital FILIZOLA BP6) e a glicose

sanguinea (Glicosimetro Kit Accu-Chek Active).

Coleta do Tendéao de Aquiles e Eutanéasia dos Animais

ApoOs avaliacdo clinica e metabdlica, todos os animais foram anestesiados
com solucdo de Xilazina (Anasedan®) (20mg/Kg) e Cloridrato de Ketamina
(Dopalen®) (100mg/Kg), 0,1 mL e 0,1mL para cada 100g de peso animal,
respectivamente, por via intraperitoneal.

Foi realizada uma incisdo ao longo da superficie superior da pata direita,
visualizacdo do tenddo do Aquiles, em seguida realizada a dissecacdo do
complexo miotendineo do musculo Triceps Sural, sendo preservada a fixacéo
distal deste musculo no osso calcaneo e, consequentemente a pata do animal.

A amostra anatémica foi umedecida com soro fisiol6gico e encaminhada ao
Laboratério de Biopolimeros do Departamento de Engenharia Quimica (UFPE)
para analise biomecéanica. Apds a coleta do material bioldgico, e ainda sob efeito
de anestésicos, os animais receberam uma dosagem via intracardiaca de 1mL de

Cloreto de Potéassio (KCl — 10%), para sua eutanasia.

Ensaio Mecéanico de Tracdo do Tend&o de Aquiles

O ensaio biomecanico foi realizado na maquina convencional de ensaio
mecanico de tragdo (EMIC, Modelo DL 500, Brasil), com célula de carga de 500N.
Foi utilizada a formula da elipse para mensurar a area da seccao transversa do
tendao (SILVEIRA & NERY, 1999), conforme demonstrada na Equacéo 1.
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AST = (D.d/4). Eq.1

Onde: AST = area de seccdao transversa; D = diametro maior da regido medial do
tendao do Aquiles; d = didametro menor da regidao medial do tenddo do Aquiles; 1
= 3,1416.

A amostra foi conectada a maquina por meio de duas pecas
confeccionadas anteriormente para este tipo de amostra, onde a pata foi acoplada
a garra inferior e a juncdo miotendinea do Tenddo do Aquiles acoplada na garra
superior, mantendo a amostra na posicdo anatdmica. Em seguida, teve seu
comprimento mensurado com auxilio de um paquimetro (Vernier Calipers,
0,05mm). A partir dai foi realizado a tracdo do corpo de prova, a velocidade de
0,1mm/s até seu ponto de falha. Os parametros avaliados foram Forca Maxima
(N), Tensdo na Forca Maxima (MPa), Energia/Area de Seccdo Transversa
(N.mm/mm?), Deformacdo Maxima (mm), Deformacdo Especifica (%) e Médulo
Elastico (MPa), calculados por meio do grafico tensdo versus deformacdo gerado

pelo software Tesc®, acoplado a maquina de ensaio biomecanico.

Analise Estatistica

Para andlise estatistica dos dados foi utilizado o software SPSS versao 20,
realizado o Teste de Kolmogorov-Smirnorv. Para os dados com distribuicdo
normal foi empregado o ANOVA, seguido do Teste de Bonferroni. Quando a
distribuicdo ndo foi normal, foi utilizado o Teste de Kruskal-Wallis, seguido da
comparacdo em pares quando a distribuicdo ndo foi normal. O nivel de

significancia adotado foi de 5%.

Resultados
Dos 34 animais induzidos ao diabetes experimental, 32 foram incluidos no estudo
(n=8/grupo), caracterizando uma perda amostral de 4,55%.

Na tabela 1 esta a caracterizacdo da amostra e confirmacdo do diabetes

mellitus tipo 1.
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Tabela 1 — Caracterizacdo da amostra e confirmacao do diabetes mellitus tipo 1.

Parametros GCS GDS GDSI GDE GDEI
(n=10) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
234,80 245,00 247,25 221,25 240,50
+21,59 +20,23 +25,43 +12,23 +21,56
93,00 94,25 99,13 85,63 91,00 0.157"
+8,30 18,26 +11,79 7,25 18,18 '
. . 89,00 354,00 315,63 348,00 345,00
Glicemia 7°DPI(mg/dL) 1384  17040° +17157° +12415° +149,35
GCS—-Grupo Controle Sedentario; GDS—Grupo Diabético Sedentario; GDSI-Grupo
Diabético Sedentario Insulina; GDE-Grupo Diabético Esteira; GDEI-Grupo Diabético
Esteira Insulina; DPI — Dia Pdés Inducdo. Os valores sdo expressos em meédia *
desvio padrdo. (*) Anova com post hoc de Bonferroni, (*) Kruskal Wallis com
comparacdo em pares para determinar diferenca estatistica entre os grupos (p<
0,05). Onde, (%) representa a diferenca em relacdo ao GCS, (°) diferenca em relacdo
ao GDS.

Peso Inicial (g) 0,112

Glicemia Inicial (mg/dL)

a 0,000”

Ao final do periodo experimental foi observado nos GDS, GDSI e GDE
redugéo do peso corporal (p<0,001; =0,020; <0,001 respectivamente) e aumento
da glicemia (p<0,001; =0,002; <0,001 respectivamente) quando comparados ao
GCS. No entanto, no GDEI foi demonstrado reducdo dos indices glicémicos
(p=0,026) e aumento do peso corporal (p=0,014) quando comparado ao GDS. No
GDSI foi observado apenas aumento do peso corporal (p=0,041) quando
comparado ao GDS. No entanto, ndo houve diferenca no peso corporal e da

glicemia do GDE com os demais grupos diabéticos (Figura 1).

Figura 1 — Peso corporal (A) e indices glicémicos (B) apds cinco semanas de exercicio
de intensidade moderada em esteira.

*Peso Final (g) #Glicemia Final (mg/dL)
4501 200- . . X

W ccs W GCs
M GDS

= GDs W cbs

I GDE b I GDsI

GDEI B GDE

GDEI

A B

GCS—-Grupo Controle Sedentario; GDS-Grupo Diabético Sedentario; GDSI-Grupo
Diabético Sedentario Insulina; GDE-Grupo Diabético Esteira; GDEI-Grupo Diabético
Esteira Insulina; DPI — Dia Pés Inducdo. Os valores sao expressos em média + desvio
padrdo. (*) Anova com post hoc de Bonferroni, (*) Kruskal Wallis com comparagéo em
pares para determinar diferenca estatistica entre os grupos (p< 0,05). Onde, (%)
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representa a diferenca em relacdo ao GCS, (°) diferenca em relacdo ao GDS.
No TEM;,, realizado doze dias apods a inducdo ao diabetes experimental,

nao foram observadas diferencas entre os grupos avaliados. No TEM, observou-
se aumento da velocidade méaxima nos animais do GDEI quando comparado ao
GDS e GDSI (p=0,001 e 0,004) (Figura 2).

Figura 2 — Valores de velocidade maxima (m/min) alcancada pelos animais nos testes de

esforco maximo antes e apds cinco semanas de exercicio em esteira com intensidade

moderada.
Velocidade Maxima 1 Velocidade Maxima 2 (m/min)
301 407 b.c M GCS
Il GCs 351 M GDS
251 B GDS 301 = GDSI
GDE
20+ I = gg? 251 GDEI
157 GDEI 2%
10- 15-
10-
5-
0-

Vmax; — Velocidade maxima alcangada pelos animais no teste de esforco méaximo
realizado antes do protocolo de exercicio; Vmax, — Velocidade maxima alcancada pelos
animais no teste de esforco maximo realizado ap6s o protocolo de exercicio; GCS—Grupo
Controle Sedentario; GDS—Grupo Diabético Sedentario; GDSI-Grupo Diabético
Sedentario insulina; GDE-Grupo Diabético Esteira; GDEI-Grupo Diabético Esteira
Insulina.

Os valores séo expressos em média e desvio padrdo. (*) Foi utilizado Kruskal Wallis
(p<0,05) com comparacdo em pares para determinar diferenca estatistica entre os
grupos. Onde, (°) diferenca em relacédo ao GDS, (°) diferenca em relagdo ao GDSI.

Ndo foram observadas diferencas nos parametros biomecéanicos e

estruturais do tenddo do Aquiles entre os grupos avaliados (Tabela 2).
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Tabela 3 — Parametros biomecanicos e estruturais do tendao do Aquiles em ratos Wistar
apos cinco semanas de exercicio em esteira com intensidade moderada

Parametros GCSs GDS GDSI GDE GDEI .
(n=10) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
Area Seccéo
Transversa 1,14+0,15 0,97+0,26 1,25+0,26 1,14+0,37 1,14+0,13 0,271
(mm?)
Com(prim)ento 2,77+0,60 2,51+0,62 2,14+0,54 2,54+0,76 1,99+0,78 0,109
mm
Forca(m)éxima 30,28+4,03  28,56+3,57  27,51#2,98  30,54+3,71  27,55+1,57 0,194
Tensdo da Forca
Maxima 26,99+3,87  31,19+8,76  22,65+3,85 30,34#15,12 24,38+2,21 0,178
(MPa)
Deformacgdo Forca
Maxima 2,62+0,34 2,39+0,52  2,37+0,43  226+051  2,32+049 0,531
(mm)
Deformacéo
Especifica 98,92+27,44 103,32+43,53 114,07+20,33 88,71+28,91 129,96+47,39 0,177

(%)

Energia/Area de
seccdo transversa  43.81+12,85 4385:11,09 32,94+634 43,15:20,46  34,00£7,20 0,396

(N.mm/mm?

Médu("ag'?stico 41,78+12,23 46,67+21,02 28,18+6,96 51,77+39,40 29,51+14,89 0,135
a

GCS - Grupo Controle Sedentario; GDS — Grupo Diabético Sedentario; GDSI — Grupo
Diabético Sedentario insulina; GDE - Grupo Diabético Esteira; GDEI - Grupo Diabético
Esteira Insulina. Os valores sdo expressos em média e desvio padréo. (*) Foi utilizado
ANOVA (p<0,05) com post hoc de Bonferroni para determinar diferenca estatistica entre
0S grupos.

Discusséo

Quando combinado um protocolo de exercicio de intensidade moderada a
insulinoterapia, obtivemos valores do peso corporal e dos indices glicémicos
proximos da normalidade. Portanto, conforme estudos anteriores, embora a
insulina seja de suma importancia para sobrevivéncia dos individuos diabéticos,
para potencializar seus beneficios no controle tanto da glicemia quanto das
complicacBes cronicas do diabetes, € necessaria a sua associa¢do com terapias
complementares, como o exercicio fisico (JIN et al, 2014; MALARDE et al., 2014;
INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2017).

Embora ja tenham sido verificadas alteracbes nas propriedades
biomecénicas do tenddo de Aquiles em ratos diabéticos tipo 1 (DE OLIVEIRA et
al., 2012), bem como a restauracdo de alguns parametros apos protocolo de
exercicio em esteira, no presente estudo, ndo foram observadas diferencas na

estrutura tendinea dos grupos diabéticos em comparagao ao grupo controle.
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Este achado pode ser justificado pelo estimulo provocado pelo teste de
esforco maximo (de alta intensidade), realizado doze dias apdés a inducdo em
todos os grupos experimentais, que pode ter sido capaz de prevenir a instalacédo
das complicacbes decorrentes do diabetes sobre a estrutura tendinea, visto que
estas sdo iniciadas a partir da 3% semana poés-indugéo, conforme verificado nos
estudos de Brito e colaboradores (2015). O que corrobora com os achados de um
estudo de caso, o qual também néo verificou alteracdes no tenddo de Aquiles de
individuos diabéticos tipo 1 submetidos a apenas um dia de corrida (WONG et al.,
2015).

No entanto, as alteracdes na estrutura tendinea nos animais do grupo
diabético sedentario no estudo de De Oliveira e colaboradores (2012), pode ser
justificado devido a auséncia do estimulo de alta intensidade, como o promovido
pelo teste de esforco maximo. Além disso, como néo foi realizado o planejamento
adequado da velocidade em esteira, de forma individualizada para os animais
diabéticos, que representasse a intensidade de exercicio desejada e como o
protocolo de exercicio havia sido desenvolvido, inicialmente, para animais
saudaveis ndo se pode afirmar que o protocolo de exercicio nesse estudo foi
realmente de intensidade moderada, podendo, entdo ser superior ao aplicada no
presente estudo, justificando, assim a restauracdo de algumas propriedades
biomecanicas do tenddo de Aquiles no estudo de De Oliveira e colaboradores
(2012).

No presente estudo, a semelhanca entre o0s grupos avaliados na
velocidade maxima alcancada pelos animais no TEM;, realizado aos doze dias
apos a inducdo, diverge dos resultados obtidos por Rodrigues e colaboradores
(2007), onde observaram valores inferiores de velocidade maxima no grupo
diabético quando comparado ao controle.

Entretanto, diferente do nosso estudo, onde o teste de esforgco maximo foi
realizado aos doze dias apdés a inducédo, no estudo de Rodrigues e colaboradores
(2007) o teste foi realizado sessenta dias apds a indugdo, ou seja, maior periodo
de instalacdo da doenca e em animais em idade mais avancada. Demonstrando,
que ao se considerar o condicionamento fisico de ratos diabéticos, deve-se levar

em consideracao o tempo de instalagéo do diabetes.
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Embora o exercicio de intensidade moderada em esteira ndo tenha
promovido melhoras nos parametros biomecénicos nos ratos treinados, nos
animais diabéticos tratados com insulina e exercicio houve aumento na
velocidade maxima alcancada e, portanto, no condicionamento fisico apds cinco
semanas de exercicio em esteira.

Devido aos resultados obtidos, para se obter respostas mais precisas sobre
o efeito da associacdo da insulina ao exercicio de intensidade moderada em
esteira sobre o tenddo de Aquiles em ratos diabéticos, sdo necessarios novos
estudos que avaliem diversos intervalos entre o inicio do diabetes mellitus e inicio

do tratamento.

Conclusao

Diante do exposto, 0 protocolo proposto surge como uma ferramenta a fim
de prevenir as alteracbes metabdlicas nesse modelo de estudo. Além disso,
apenas um dia de teste de esforco maximo realizado doze dias apés a inducao
parece ter sido capaz de prevenir as alteragbes nos parametros biomecanicos do
tenddo de Aquiles de ratos diabéticos tipo 1, podendo ser utilizado em novos
estudos a fim de prevenir as complicacdes cronicas do diabetes mellitus em
modelo animal. Pesquisas adicionais sdo necessarias a fim de determinar se este
mesmo protocolo seria capaz de restaurar a tendinopatia ja instalada no tendao
de Aquiles de ratos diabéticos tipo 1.
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Resumo

Introducdo: A hiperglicemia prolongada, pode ocasionar nos diabéticos tipo 1 a
reducdo do condicionamento fisico. Devido a importancia desse parametro para
prescricdo do exercicio e ao uso crescente de modelos animais para avaliacdo
dos efeitos fisiolégicos do exercicio no controle das complicacbes crénicas do
estado diabético, o presente estudo se prop6s a avaliar o efeito da associa¢ao da
insulinoterapia com o exercicio fisico de intensidade moderada em esteira sobre o
condicionamento fisico de ratos diabéticos tipo 1. Métodos: Foram utilizados
quarenta e quatro ratos machos, Wistar, peso corporal pré-inducdo
237,62+21,73g. Aos 60 dias de vida os animais do grupo diabético (GD) (n=34)
foram induzidos com solucédo de Estreptozotocina diluida em tampao citrato de
sédio (50mg/Kg a 10mM e pH 4,5 i.p.). Os animais do Grupo Controle Sedentario
(GCS) (n=10) receberam apenas injecdo com a solucao tampéao citrato de sodio.
Dois animais do grupo diabético foram excluidos do estudo por ndo apresentarem
a confirmacéo do diabetes (glicemia<200mg/dL) sete dias apods a inducdo. Em
seguida, os 32 animais diabéticos foram distribuidos em quatro grupos
(n=8/grupo): Grupo Diabético Sedentario (GDS); Grupo Diabético Esteira (GDE);
Grupo Diabético Sedentéario Insulina (GDSI); Grupo Diabético Esteira Insulina
(GDEI). A partir do 8° dia pos-indugéo, os animais do GDSI e GDEI receberam
diariamente injecéo subcutanea de insulina HUMULIN® N (2Ul/dia/rato) até o final
do periodo experimental. Doze dias apdés a inducdo, foi realizado o teste de
esforco méximo (TEM,) para avaliagdo do condicionamento fisico inicial de todos
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0s animais. ApGs 72h deste teste, foi iniciado o protocolo de exercicio de
intensidade moderada em esteira nos animais do GDE e GDEI, 1h/dia, 5 dias/
semana por cinco semanas. Para verificacdo do condicionamento fisico dos
animais apos 48h da ultima sesséo de treinamento, todos os animais do estudo
foram submetidos ao TEM,. Para andlise estatistica foi utilizado o teste de
normalidade de Kolmogorov-Smirnorv, em seguida o ANOVA com o Teste de
Bonferroni ou Teste de Kruskal-Wallis, seguido da comparacdo em pares, o nivel
de significancia adotado foi de 5%. Resultados: Na avaliagéo inicial nao houve
diferenca nos parametros do condicionamento fisico dos animais, obtendo-se a
média para os parametros avaliados: velocidade méaxima (20,57+4,16 m/min),
Tempo Total (10,77+2,38 min) e Distancia Total (128,13+44,68 m). No entanto,
apds as cinco semanas de exercicio apenas o GDEI apresentou aumento em
todos os parametros avaliados em comparacdo ao GDS e ao GDSI: Velocidade
Maxima (p=0,001 e 0,004), Tempo Total (p=0,001 e 0,003) e Distancia Total
(p<0,001 e p=0,002); Taxa de Velocidade Maxima (p=0,010 e 0,009); Taxa de
Tempo Total (p=0,001 e 0,003) e Taxa de Distancia Total (p=0,001 e 0,002).
Conclusao: apenas os animais diabéticos tratados com insulina e exercicio fisico
de intensidade moderada demonstraram aumento do condicionamento fisico ao
final do periodo experimental.

Palavras Chave: condicionamento fisico animal, Diabetes mellitus, esteira,
exercicio.

Abstract

Background: Prolonged hyperglycemia may reduce physical conditioning in type
1 diabetics. Due to the importance of this parameter for exercise prescription and
the increasing use of animal models to evaluate the physiological effects of
exercise in the control of chronic complications of the diabetic state, the present
study proposes to evaluate the effect of the association of insulin therapy with
physical exercise in treadmill with moderate intensity on the physical conditioning
of type 1 diabetic rats. Methods: 44 male Wistar rats (237.62 + 21.73g) were
used. At 60 days of age, the animals of the diabetic group (DG) (n=34) were
induced with streptozotocin solution diluted in sodium citrate buffer (50mg/kg to
10mM and pH 4.5 i.p.). Animals of Sedentary Control Group (SCG) (n=10)
received only injection with sodium citrate buffer solution. Two animals from the
diabetic group were excluded from the study because they did not have confirmed
diabetes (glycemia <200 mg/dL) seven days after induction. Subsequently, the 32
diabetic rats were divided into four groups (n=8/group): Sedentary Diabetic Group
(SDG); Treadmill Diabetic Group (TDG); Sedentary Insulin Diabetic Group (SIDG);
Treadmill Insulin Diabetic Group (TIDG). From the 8th post-induction day, the
SIDG and TIDG animals received daily subcutaneous injection of HUMULIN® N
insulin (2Ul/day/rat) until the end of the experimental period. Twelve days after the
induction, the maximum exercise test (MET;) was performed to evaluate the initial
physical conditioning of all animals. After 72h of this test, the exercise protocol
was started on a moderate intensity treadmill in the TDG and TIDG animals,
1lh/day, 5 days/week for five weeks. To verify the physical conditioning of animals
after 48h of the last training session, all animals in the study were submitted to
MET,. For statistical analysis, the Kolmogorov-Smirnorv normality test was used,
then the ANOVA with the Bonferroni test or Kruskal-Wallis test, followed by the
paired comparison. The significance level was 5%. Results: In the initial
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evaluation there was no difference in the physical conditioning parameters of the
animals, obtaining the mean for the parameters evaluated: maximum speed
(20.57+4.16 m/min), Total Time (10.77+2.38 min) and Total Distance
(128.13+44.68 m). However, after five weeks of exercise, only TIDG showed an
increase in all parameters evaluated in comparison to SDG and SIDG: Maximum
velocity (p = 0.001 and 0.004), Total Time (p = 0.001 and 0.003) and Total
Distance (p <0.001 and p = 0.002); Maximum Speed Rate (p = 0.010 and 0.009);
Total Time Rate (p = 0.001 and 0.003) and Total Distance Rate (p = 0.001 and
0.002). Conclusion: only animals treated with insulin and moderate-intensity
physical exercise demonstrated an increase in physical conditioning in the end of
the experimental period.

Keywords: animal physical conditioning, diabetes mellitus, exercise, treadmill.

Introducao

O exercicio fisico atua na reducdo do estresse oxidativo do miocardio, na
melhora da funcao cardiaca (GIMENES et al., 2015), na facilitacdo da captacao
periférica da glicose muscular e no aumento da sensibilidade a insulina,
melhorando, assim, o controle glicEmico dos pacientes diabéticos (TONOLI et al.,
2012; SBD, 2017/2018). Contudo, se néo for prescrito de forma adequada pode-
se aumentar o risco relativo de um evento cardiovascular ou leséo
musculoesquelética, mesmo em individuos saudaveis.

Portanto, a fim de prevenir essas lesbes, € de suma importancia a
verificacdo da capacidade aerdbica antes de se iniciar um protocolo de exercicio
com determinada intensidade, respeitando, assim a individualidade biolégica
(ROBERTSON et. al, 2009; FRANCIS, 2015), principalmente, em individuos
diabéticos, onde ja se é comprovada a reducdo do condicionamento fisico, como
resultado da hiperglicemia prolongada (RODRIGUES et al., 2007; MAGGIO, 2010;
CHAN et al., 2017; NUTTER et al., 2017).

Em modelos animais, muito utilizados na avaliagdo dos efeitos fisiol6gicos
do exercicio fisico no controle e prevencdo das complicacbes crénicas do
diabetes, pode-se avaliar a capacidade aerdbia, a partir dos resultados obtidos no
teste de esforgo maximo, no consumo maximo de oxigénio (VO,max) ou no teste
de lactato (GOBATTO et al., 2001; MANCHADO et al.,, 2005; RODRIGUES et al.,
2007; DE SENNA et al., 2011; DE SENNA et al., 2015; LIMA et al., 2015). Apesar
de disponiveis, entretanto, poucos estudos utilizam esses testes para prescricao
do exercicio de forma mais precisa, resultando numa reprodutibilidade menos

confiavel dos protocolos de exercicio existentes, comprometendo os achados
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quando oriundos de modelos animais (GIMENES et al., 2015; NAZEM et al.,
2015; RAHMATI et al., 2015; SOMBOONWONG et al., 2015; YOON et al.,2015;
SILVA et al., 2016).

Aliado ao exercicio fisico, a insulinoterapia € de suma importancia para o
tratamento adequado dos individuos com diabetes (MALARDE et. al, 2014), pois
ao promover o controle hiperglicémico, previne as instalagbes das complicagbes
cronicas sobre o aparelho cardiorrespiratorio e musculoesquelético, os quais
estéo ligados diretamente ao condicionamento fisico. Além disso, a insulinoterapia
em modelo animal, mimetiza o tratamento de pacientes diabéticos tipo 1.

No entanto, no estudo de Rodrigues e colaboradores (2007), ao utilizar-se
de um protocolo de exercicio em intensidade moderada para avaliar o
condicionamento fisico de ratos diabéticos no momento inicial da pesquisa, por
meio do teste de esforco maximo (um indicador capaz de auxiliar na prescri¢cao
dos exercicios fisicos, de facil aplicabilidade e baixo custo), ndo houve associacao
da insulinoterapia ao protocolo de exercicio, tampouco avaliou o condicionamento
fisico dos animais no final do periodo experimental.

Assim, levando em consideracdo essas lacunas, o estudo se propde a
avaliar o efeito da associacdo da insulinoterapia com o exercicio fisico de
intensidade moderada em esteira sobre o condicionamento fisico de ratos

diabéticos tipo 1.

Métodos

Amostra

Foram utilizados 44 ratos machos, Wistar, (237,62+21,73g), mantidos em
gaiolas em grupos de trés, submetidos a ciclos de claro/escuro invertido de 12
horas e temperatura de 23° + 1° C. Os ratos receberam uma dieta (Presence®) e
agua ad libitum.

O estudo foi desenvolvido no Laboratorio de Plasticidade Neuromuscular
da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) e aprovado pela Comissao de
Etica no Uso de Animais do Centro de Biociéncias da Universidade Federal de
Pernambuco (CEUA-UFPE), oficio n°. 23076.050209/2016-10, segundo as
normas recomendadas pelo Comité Brasileiro de Experimentagdo Animal
(COBEA).
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Inducéo ao Diabetes Mellitus Tipo 1

Na idade de 60 dias, apos jejum de 12 horas, 34 animais foram induzidos
ao diabetes experimental (Grupo Diabético — GD), por meio de administracao
Gnica, via intraperitoneal de solucdo de Estreptozotocina (STZ - Sigma
AldrichCo., St. Louis, MO), diluida em tampao citrato de sodio a 10mM e pH 4,5,
na dose de 50mg/kg de peso do animal (DE SENNA et al., 2011) e 10 animais
receberam apenas a injecdo com a solucdo tampédo citrato de sédio (Grupo
Controle Sedentario - GCS). Apds decorridos 30 minutos os animais foram
alimentados normalmente (DALL'AGO et al., 2002). No sétimo dia pds-inducao foi
realizada a confirmacéo do diabetes em 32 animais do GD, glicemia > 200mg/dL
(CARVALHO; CARVALHO & FERREIRA, 2003), avaliada a partir da coleta de
uma gota de sangue na extremidade da cauda do animal e fixada na tira reagente
Accu-Chek Active inserida em um analisador apropriado (Glicosimetro Kit Accu-
Chek Active).

Em seguida, os animais com o diabetes confirmado foram distribuidos em
quatro grupos: Grupo Diabético Sedentario — GDS (n=8); Grupo Diabético
Esteira—GDE (n=8); Grupo Diabético Sedentéario Insulina — GDSI (n=8); Grupo
Diabético Esteira Insulina — GDEI (n=8). Nos animais do GDSI| e GDEI foi
administrado diariamente, apés 4-6h das sessdes de exercicio, 2Ul/dia/rato, via
subcutanea, de insulina HUMULIN® N (Eli Lilly and Company) a partir do 8° dia
pos-inducao até o final do periodo experimental (ERDAL et al., 2012; MALARDE
et al., 2014).

Periodo de Adaptacao a Esteira e Teste de Esforco Maximo (TEM)

Para habituar os animais ao ambiente da esteira (Esteira para multiplos
roedores - AVS Projetos), nove dias apos a indugdo, um extrato do grupo controle
(trés animais) e todos os animais do grupo diabético foram submetidos a
adaptacao com duracao de 10 min/dia a velocidade de 5m/min, a 0° de inclinacao,
por trés dias. No quarto dia foi realizado o teste de esforco maximo (TEM;), onde
0S animais iniciaram o teste a velocidade de 5m/min, sendo aumentada 5m/min a
cada 3 minutos, até atingir a intensidade méaxima suportada por cada rato,

determinada quando o animal toca a parede posterior da raia da esteira cinco
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vezes dentro de um minuto (DE SENNA et al., 2011; DE SENNA et al., 2015).
Este teste foi realizado por trés avaliadores devidamente treinados.

A partir da velocidade maxima — Vmax; (m/min) alcancada por cada animal
e por meio dos dados fornecidos pela esteira apos o término do teste: Distancia
Total — Dist; (metros) e Tempo Total de Teste — Ttotal; (minutos), foi possivel
verificar o condicionamento fisico dos animais doze dias apés a indugéo.

Embora a funcdo cardiorrespiratéria seja o principal componente para
avaliar o condicionamento fisico (DELMON et al., 2016), as alteracbes
musculoesqueléticas podem confundir os achados durante a avaliacdo desse
parametro. Diante disto, a fim de eliminar quaisquer interferéncias decorrentes de
alteracdes promovidas pelo diabetes sobre o sistema musculoesquelético,
optamos por realizar o teste de esforco maximo doze dias apés a inducao, visto
que essas alteragbes se iniciam, nos animais diabéticos, apenas a partir da
terceira semana apos a inducéo (BRITO et al., 2015).

Setenta e duas horas apos a realizacdo do TEM;, os animais do GDE e
GDEI iniciaram o protocolo modificado de De Senna e colaboradores (2015),
1h/dia, 5dias/semana, durante cinco semanas.

Apbs 48h da ultima sessdao de exercicio, os animais dos cinco grupos
experimentais foram novamente submetidos ao teste de esforco maximo (TEM,).
Com os valores dos parametros obtidos neste teste (Velocidade Maxima,
Distancia Total, Tempo Total), juntamente com os obtidos no TEM; foi possivel
calcular a Taxa de aumento/diminui¢do da velocidade maxima (%) (Equacéo 1) e
de forma semelhante calcular a Taxa de aumento/diminuicdo do Tempo Total (%)
e da Distancia Total (%). Avaliando, desta forma, o condicionamento dos ratos
diabéticos apds cinco semanas de exercicio de intensidade moderada em esteira

associado a insulinoterapia.

(Vméx, — Vmax,)
TXymix = e x100 Eq. 1
1

Onde: Txymax = Taxa de aumento/diminuigéo da velocidade maxima (%); Vmax, =
Velocidade méxima atingida pelos animais no Teste de Esforco Maximo realizado

48h apo6s a ultima sessdao de exercicio (TEMy); Vmax; = Velocidade maxima
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atingida pelos animais no Teste de Esforco Maximo realizado 12 dias ap6s a
inducao ao diabetes experimental (TEM,).

Protocolo de Exercicio Fisico de intensidade moderada em esteira

Apés 72h da realizacdo do TEM;,, foi iniciado o protocolo adaptado de
exercicio em esteira (DE SENNA et al., 2015), com duracdo de 5 semanas, 1
hora/dia, 5 dias/semana, a 0° de inclinagdo nos animais do GDE e GDEI. A
primeira semana foi destinada a adaptacdo ao exercicio de intensidade
moderada, com aumento progressivo da velocidade e do tempo. A partir da
segunda semana, cada sessao incluiu trés periodos: “aquecimento” com duragao
de 5 minutos a 30% da Vmax;; “exercicio de intensidade moderada” com duragao
50 minutos a 60% da Vmax,; “recuperagao” com duragao de 5 minutos a 30% da
Vmax;. Para incentivar os animais, foi utilizado um estimulo elétrico de baixa

intensidade (1,5mA - 2,0mA) localizado na parte posterior de cada raia.

Eutanasia dos Animais

Apos o término do periodo experimental os animais foram pesados
(Balanca Digital FILIZOLA BP6) e em seguida, anestesiados com solugédo de
Xilazina (Anasedan®) (20mg/Kg) e Cloridrato de Ketamina (Dopalen®)
(100mg/Kg), 0,1 mL e 0,1mL para cada 100g de peso animal, respectivamente,
por via intraperitoneal. Sob efeito dos anestésicos, 0s animais receberam uma
dosagem via intracardiaca de 1mL de Cloreto de Potassio (KCI — 10%), para sua

eutanasia.

Anédlise Estatistica

Para andlise estatistica dos dados foi utilizado o software SPSS versao 20,
realizado o Teste de Kolmogorov-Smirnorv. Para os dados com distribuicdo
normal foi empregado o ANOVA, seguido do Teste de Bonferroni. Quando a
distribuicdo n&o foi normal, foi utilizado o Teste de Kruskal-Wallis, seguido da
comparacdo em pares quando a distribuicdo n&o foi normal. O nivel de

significancia adotado foi de 5%.

Resultados
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Dos 34 animais induzidos, dois foram excluidos do estudo, por nédo terem o
diabetes confirmado (glicemia< 200mg/dL) ap0s sete dias da inducéo, resultando
numa perda amostral de 4,55%. A caracterizacdo da amostra encontra-se na

tabela 1.

Tabela 1 — Caracterizacdo da amostra e confirmacao do diabetes mellitus tipo 1.

Parametros GCS GDS GDSI GDE GDEI

(n=10) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
234,80 24500 247,25 22125 240,50 ...
+21,59 120,23 125,43 +12,23 +21,56 ’
Glicemia Inicial (mg/dL) 93,00 94,25 99,13 85,63 91,00
+8,30 18,26 +11,79 7,25 18,18
. . 89,00 354,00 315,63 348,00 345,00 #
Glicemia 7°DPI(mg/dL) ;1364 47240° +17157° +12415° =+149,35 0:000
GCS—-Grupo Controle Sedentario; GDS—Grupo Diabético Sedentario; GDSI-Grupo
Diabético Sedentério Insulina; GDE-Grupo Diabético Esteira; GDEI-Grupo Diabético
Esteira Insulina; DPI — Dia Pés Inducdo. Os valores sdo expressos em meédia *
desvio padrdo. (*) Anova com post hoc de Bonferroni, (*) Kruskal Wallis com
comparagdo em pares para determinar diferenca estatistica entre os grupos (p<
0,05). Onde, (%) representa a diferenca em relacdo ao GCS, (°) diferenca em relacdo

ao GDS.

Peso Inicial (9)

0,157%

Ao final do experimento, 50 dias ap0s a inducéo, foi observada reducéo do
peso corporal (p<0,001) e o aumento dos indices glicémicos (p<0,001) nos
animais do GDS em comparacao ao GCS (Figura 1).

O treinamento de intensidade moderada aplicado isoladamente, nao
conseguiu restaurar os parametros de normalidade do peso corporal e dos
valores glicémicos dos animais do GDE (p=0,908 e p=1,000 respectivamente). O
tratamento apenas com insulina, ndo restabeleceu os valores glicémicos
(p=1,000) embora tenha promovido aumento do peso corporal (p=0,041) dos
animais do GDSI (Figura 1).

A associagdo da insulinoterapia e o exercicio de intensidade moderada
promoveu aumento do peso corporal (p=0,014) e reducdo da glicemia (p=0,026)
em comparagdo ao GDS, com valores proximos aos do GCS (p=0,063 e p=1,000

respectivamente) (Figura 1).

Figura 1 — Peso corporal (A) e indices glicémicos (B) apds cinco semanas de exercicio
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de intensidade moderada em esteira.

*Peso Final (g) #Glicemia Final (mg/dL)
4501
400 ) M GCs 700 a a a | ccs
ab I GDS 600

3501 a a M GDsl W= GDS
3001 B GDE 5001 b M GDSI
250+ GDEI 400+ Il GDE

. GDEI
200 3001
1504
100 2007
501 1004

0- A 0+ B

GCS-Grupo Controle Sedentario; GDS-Grupo Diabético Sedentario; GDSI-Grupo
Diabético Sedentario Insulina; GDE-Grupo Diabético Esteira; GDEI-Grupo Diabético
Esteira Insulina; DPI — Dia Pés Inducdo. Os valores sao expressos em média + desvio
padrdo. (*) Anova com post hoc de Bonferroni, (*) Kruskal Wallis com comparacgéo em
pares para determinar diferenca estatistica entre os grupos (p< 0,05). Onde, (%)
representa a diferenca em relacdo ao GCS, (°) diferenca em relacdo ao GDS.

Ndo houve diferenca entre 0s grupos quanto aos parametros do
condicionamento fisico dos animais no TEM;, (Tabela 2), obtendo-se uma média
de 20,57+4,16 m/min de velocidade maxima, 10,77+2,38 minutos de tempo total e

128,13+44,68 metros de distancia total para os animais incluidos no estudo.

Tabela 2 — Parametros do condicionamento fisico obtidos no Teste de Esforco Maximo,
realizado doze dias ap6s a inducao ao diabetes melitus tipo 1.

Parametros GCS GDS GDSI GDE GDEI p*
(n=3) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
(V;néx) 23,33+2,89 20,63%3,20 20,63+6,23 18,13+2,59 21,88+3,72 0,187
m/min

Tempo total 12,45+0,91 10,80+1,32 10,52+4,06 10,05+1,71 11,07+2,03 0,358
(minutos)

?ist?nci;i 161,03+21,42 125,08+26,62 133,10+82,11 109,69+30,33 132,34+40,32 0,317
metros

GCS—-Grupo Controle Sedentario; GDS—-Grupo Diabético Sedentario; GDSI-Grupo
Diabético Sedentario insulina; GDE-Grupo Diabético Esteira; GDEI-Grupo Diabético
Esteira Insulina. Os valores sdo expressos em média e desvio padrao. (*) Teste Kruskal
Wallis (p<0,05).

Apés cinco semanas de exercicio fisico na esteira de intensidade
moderada, foi observado aumento em todos os parametros do condicionamento
fisico, avaliados no TEM; no GDEI em comparacdo ao GDS e ao GDSI. No
entanto, nos animais do GDE, houve aumento apenas na Taxa de Tempo Total
(p=0,019) e na Taxa de distancia Total (p=0,034) quando comparado ao GDS
(Figura 2).
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Figura 2 — Parametros do condicionamento fisico obtidos no Teste de Esforco Maximo,
realizado apos cinco semanas de exercicio de intensidade moderada em esteira (TEM,).

Velocidade Maxima Pds (m/min) Tempo Total Pés (minutos)
407 be WM GCS 25 - ccs
354 M GDS M GDS
304 B GDSI 20 b mm GDsI
: =k [ =ex
5 154 GDEI
201
15 101
101
5 ®
0_
A o B
Distancia Total Pds (metros) Taxa Velocidade Maxima (%)
b,c
4001 be B GCS 1001 46463317 W GCS
3501 I GDS 75 30,21+29,86 W GDS
I GDsI
3001 504 I GDSI
B GDE
2504 GDEI 254 B GDE
GDEI
200+ o4
1504 25 0,00£0,00
4 -15,63+13,68
100 -501 -15,83£26,34
501 -754
0- -100
C D
Taxa Tempo Total (%) . Taxa Distancia Total (%)
,C
100~ b 55146314 250~ "
32,28+39,84 Il GCS 126,19:8064 Ml GCS
751 M GDS 2004 b M GDS
50- I GDsI 150 66,90£71,13 I cDslI
I GDE B GDE
254 GDEI 1004 GDEI
* 0
- 5 4
5] 0892207
50 -1767+1353 01
- -1,45+2,76
75 23,29+25,87 504
-28,30+21,88
-100- -100- -31,50+37,48
E F

GCS—-Grupo Controle Sedentario; GDS-Grupo Diabético Sedentario; GDSI-Grupo
Diabético Sedentario insulina; GDE-Grupo Diabético Esteira; GDEI-Grupo Diabético Esteira
Insulina. Os valores sé&o expressos em média e desvio padrdo. (*) Teste Kruskal Wallis
(p<0,05). Onde, (°) diferenca em relacdo ao GDS, (°) diferenca em relagéo ao GDSI.

Discusséao

A reducdo do peso corporal e o aumento descontrolado dos indices
glicémicos apresentados pelos animais diabéticos nao tratados, no presente
estudo, podem ser justificados pelo aumento do consumo de reservas de gordura

e pela diminuicdo da estimulacdo muscular que o diabetes mellitus tipo 1 promove
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(DE OLIVEIRA et al., 2012; JIN et al., 2014; KIM et al., 2014; CHEN et al., 2015;
SILVA et al., 2016).

Embora o exercicio fisico seja capaz de melhorar a captacdo da glicose
(TONOLI et al., 2012; KODAMA et al., 2013; HARDING et al., 2015), por meio
do aumento da expressdo do GLUT 4 nos musculos esqueléticos, o presente
estudo, assim como o estudo de De Senna e colaboradores (2015), néo
demonstrou melhora dos indices glicémicos nos animais diabéticos quando
submetidos apenas ao exercicio de intensidade moderada em esteira.

Nos animais tratados apenas com insulina, n&o foi verificado o controle
glicémico, embora tenha sido observado aumento do peso corporal. Estes
achados corroboram com a literatura, pois, embora a administracdo da insulina
exdgena seja essencial para sobrevivéncia dos pacientes, ela ndo controla
completamente a hiperglicemia e, consequentemente, suas complicagdes.
(INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2017).

Portanto, conforme verificado no presente estudo, para se ter um controle
adequado da glicose sanguinea e das anormalidade metabdlicas, como o controle
da perda de peso corporal, provenientes do diabetes mellitus tipo 1, € necessario
associar o exercicio fisico a insulinoterapia, potencializando, assim, os efeitos
benéficos da insulina (JIN et al, 2014; MALARDE et al., 2014; INTERNATIONAL
DIABETES FEDERATION, 2017).

A semelhanca dos grupos avaliados quanto aos parametros obtidos no
TEM;y, realizado aos doze dias ap0s a inducao, divergem dos resultados obtidos
por Rodrigues e colaboradores (2007), onde observaram valores inferiores de
velocidade maxima no grupo diabético quando comparado ao controle.

Entretanto, diferente do nosso estudo, Rodrigues e colaboradores (2007),
realizaram o teste sessenta dias apos a inducdo, ou seja, maior periodo de
instalacdo da doenga e em animais com idade mais avancada. Demonstrando,
que ao se considerar o resultado do teste de esforco maximo e, portanto, o
condicionamento fisico dos animais, deve-se levar em consideracdo o tempo de
instalacdo do diabetes e a idade dos mesmos.

ApOs cinco semanas de exercicio fisico na esteira de intensidade
moderada, embora o GDE tenha demonstrado aumentos da taxa da distancia

total e do tempo total, por serem valores diretamente proporcionais, esses
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aumentos nao refletiram no aumento da taxa de velocidade maxima, principal
parametro na avaliagdo do condicionamento fisico.

No entanto, o aumento do condicionamento fisico no GDEI em comparacéo
ao GDS e ao GDSI, refletido pelo aumento de todos os parametros avaliados
demonstra novamente que apenas a terapia combinada do exercicio e
insulinoterapia séo capazes de amplificar o efeito de cada terapia isolada.

Por outro lado, a semelhanca nos parametros avaliados no TEM,, realizado
aos 110 dias de vida, entre os animais do GDS, GDSI em comparacdo GCS, nao
afirma a semelhanca no condicionamento fisico desses grupos. Visto que, no
GCS havia apenas o fator idade influenciando sobre este parametro, o que
justifica a manutencéo dos valores obtidos nas taxas de Velocidade Maxima, do
Tempo Total e da Distancia Total. Enquanto que no GDS e GDSI, além do fator
idade a ser considerado, também havia alteracdes do diabetes ja instaladas sobre
o sistema musculoesquelético apés 50 dias da inducao.

Conclusao

O aumento do condicionamento fisico e o controle das alteracdes
metabdlicas provenientes do diabetes mellitus tipo 1 foram observados apenas
nos animais tratados com insulina juntamente com o exercicio fisico na esteira de

intensidade moderada iniciado duas semanas apoés a inducéo.
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ABSTRACT | The level of physical activity of patients
under hemodialysis treatment was assessed, noting its
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RESUMO | Este estudo avaliou o nivel de atividade fisica
de pacientes em tratamento hemodialitico, verificando sua
relacdo com varidveis sociodemograficas e laboratoriais.

Foi realizado estudo de corte transversal composto por
108 sujeitos com doenca renal crénica sob hemodidlise,
sendo constituidos os grupos “ativo” e “sedentdrio”.
Foram avaliados dados socioeconémicos (questionario
doenca
nivel de atividade fisica (International Physical Activity

semiestruturado), caracteristicas da renal,
Questionnaire - IPAQ) e dados laboratoriais (hematdcrito,
hemoglobina, creatinina, albumina, ureia) dos ultimos
exames registrados em prontuarios. 8% dos pacientes da
amostra foram identificados como sedentérios, e 70,4%
nao receberam orientacdo para a realizacdo de atividade
fisica (p=0,013). Nao foram observadas correlacdes entre
o nivel de atividade fisica e os dados socioeconémicos,
clinicos e os parametros bioquimicos. Concluiu-se que
individuos doentes renais crénicos em terapia renal
substitutiva do tipo hemodidlise apresentam baixo
nivel de atividade fisica. Este achado estd relacionado
com a frequéncia de orientacoes a esse respeito para a
populacdo em didlise, ndo estando relacionado a dados
sociodemograficos, clinicos e biogquimicos avaliados.
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RESUMEN | En esta investigacion se evalua el nivel de
actividad fisica en pacientes que hacian hemodidlisis, y
lo asocia a variables sociodemograficas y de laboratorio.
Se trata de un estudio de corte transversal con 108
individuos con enfermedad renal crénica en tratamiento
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