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RESUMO

O Diabetes Mellitus, em especial o tipo 2 (DMT2), é uma doenca metabdlica crbnica
associada a inimeras comorbidades e complicagBes. Estudos recentes tém associado as
complicagdes relacionadas ao diabetes a um estado de desequilibrio entre as defesas
antioxidantes do organismo e as especies reativas circulantes. Atualmente propfe-se 0 uso de
estratégias nao farmacoldgicas a fim amenizar os sintomas do DMT2. O exercicio fisico vem
ganhando um papel de grande destaque entre estas estratégias. No entanto estudos que
avaliem os efeitos bioquimicos e fisiolégicos do exercicio fisico nesta populacdo ainda sdo
escassos, principalmente em ambiente aquatico. A partir disso o objetivo deste trabalho foi
avaliar os efeitos do exercicio em ambiente aquéatico ou terrestre sobre marcadores de estado
oxidativo em plasma de pacientes diabéticos. Para tanto foram selecionados 24 individuos
diabéticos tipo 2, sedentérios, de ambos os sexos, para participarem de 12 semanas de
treinamento aerdébio. Os individuos foram divididos em grupo terra ou grupo &gua e 0s
protocolos mantiveram periodizacdo de treinamento similar. As coletas das amostras foram
realizadas antes e ap06s a primeira e Ultima sessdo de treinamento. A partir destas amostras
foram analisados diversos marcadores de estado oxidativo. Os resultados obtidos n&o
mostraram diferencas significativas tanto no grupo dgua quanto no grupo terra em parametros
oxidativos como: conteudo de radicais livres, substancias fluorescentes sollveis em agua e a
oxidacdo de residuos de aminodcidos. A atividade da superoxido dismutase e o potencial
antioxidante total também ndo foram alterados. Apesar disso, foi possivel observar que o
ambiente no qual o treinamento é realizado pode sim impactar diferentemente na resposta
obtida uma vez que 0s niveis de isoprostanos se mostraram reduzidos somente no grupo que
realizou o exercicio em terra. Embora os resultados obtidos tenham revelado somente efeito
do treinamento em terra, ndo podemos excluir os efeitos benéficos da agua sobre estes

individuos. Podemos sugerir que o ambiente aquatico possa estar envolvido na modulacao de



outros mecanismos fisioldgicos. Os dados obtidos suportam a ideia de que o exercicio com
intensidade similar, variando somente o ambiente de treinamento, possa alterar

diferentemente os niveis de isoprostanos em individuos diabéticos tipo 2.

Palavras-chave: Agua, terra, diabetes tipo 2, estado oxidativo, isoprostanos.



1. INTRODUCAO

1.1. Aspectos epidemioldgicos da populacdo

A populacdo latino-americana esta passando por mudancas em seu perfil demografico.
Nas Ultimas décadas houve uma diminuicdo na mortalidade e no nimero de nascidos vivos,
além de um aumento na expectativa de vida. Estes fatores contribuem para o envelhecimento
da populacdo e consequente aumento da prevaléncia de doencas crénico-degenerativas, como
diabetes, hipertensdo, doencas cardiacas, osteoporose, dislipidemias, entre outras (1, 2).

As mudancas no estilo de vida da populacao estdo relacionadas ao aumento da incidéncia
de obesidade e sedentarismo, 0s quais constituem importantes fatores de risco para inumeras
doencas (3). O diabetes esta entre as comorbidades com maiores taxas de crescimento entre a
populacdo. E uma condicdo epidémica sem cura descrita e a causa de indices elevados de

mortalidade no pais (4).

1.2. Diabetes Mellitus

Doenca caracterizada como uma desordem metabdlica de etiologia multipla onde os
niveis glicémicos estdo, normalmente, descontrolados podendo levar a uma hiperglicemia
cronica, distdrbios no metabolismo de carboidratos, gorduras e proteinas, decorrentes de uma
secrecdo ou agéo insuficiente da insulina nos tecidos alvo (5, 6).

O ndmero de individuos com Diabetes Mellitus (DM) cresce em grandes proporcoes,
segundo um estudo da Federacgéo Internacional de Diabetes, o Brasil ocupa a 42 posicéo entre
0s paises com maior prevaléncia de diabetes. Ainda segundo este estudo, 0 numero de pessoas
portadoras da enfermidade atinge os 13,4 milhdes, o que corresponde a 6,5% da populacdo
entre 20 e 79 anos de idade (7). Além disso, 0 DM ¢é a sexta causa de diagndstico primario em
internacdo hospitalar, contribuindo também para outras causas de internacdo como as doencas

cardiovasculares (8).



A doenca se manifesta de duas formas, o diabetes mellitus tipo 1 (DMT1) e o diabetes
mellitus tipo 2 (DMT2). O diabetes tipo 1 é caracterizado por deficiéncia parcial ou total de
insulina causado por destruicdo autoimune das células B das ilhotas de Langerhans do
pancreas, tornando os individuos insulinodependentes. J& o tipo 2, se caracteriza por
resisténcia a insulina e consequente inabilidade dos tecidos (musculo, tecido adiposo e figado)
captarem a glicose (6, 9), dentre os pacientes diagnosticados no Brasil, 90% sdo de DMT2. Os
principais fatores de risco sdo: idade acima dos 50 anos, obesidade/sobrepeso, sedentarismo e
histérico familiar. Acredita-se que o DMT2 ocorra em pessoas geneticamente predispostas
que estejam sujeitadas a uma série de influéncias ambientais que precipitam o inicio da
doenca clinica (6, 10).

O diagnostico da DMT2 é complexo, pois as alteracfes metabdlicas ndo sdo graves e ndo
ocorrem abruptamente como no DMT1, dificultando a identificacdo dos sintomas pelo proprio
paciente. Um dos principais sintomas da DMT2 ¢ a hiperglicemia. Sendo os niveis de glicose
sanguinea utilizados no diagndstico da doenca, através da medida da glicemia em jejum e do
teste oral de tolerdncia a glicose. Para a confirmacdo do diagnéstico sdo necessarias
concentragcfes superiores a 126mg/dL em mais de uma repeticdo do teste de glicemia em
jejum, e concentragcdes maiores que 100 mg/dL no teste oral de tolerdncia a glicose, uma vez
que valores menores excluem a possibilidade da doenga (10). A glicemia em pacientes
diabéticos pode alcancar niveis de até 400 mg/dL e sua sintomatologia inclui poliuria,
polidipsia, perda de peso, polifagia e visédo turva (9, 11).

As complicacOes vasculares compreendem as patologias mais comumente associadas ao
DMT2, que envolvem disfungfes no endotélio micro e macro vascular. Estas disfungdes
incluem alteracdes inflamatorias na parede do vaso, modificando a regulacdo da vasodilatagédo

e vasoconstrigdo, da angiogénese e promovendo um aumento na expressao de moléculas de



adesdo, citocinas e quimiocinas. Ainda observam-se alteracbes na funcdo plaquetaria e
anticoagulante, fatores associados a doencas cardiovasculares (4, 12, 13).

As complicacdes microvasculares podem levar ao aparecimento de retinopatias, lesdes
gue iniciam com microaneurismas na retina e com a progressdo da doenca podem evoluir para
amaurose (14). Além disso, entre as complicacbes microvasculares estdo as nefropatias,
responsaveis por mais da metade dos pacientes que necessitam de hemodialise (15). E ainda,
as neuropatias, definidas como disfungdes em nervos periféricos as quais sdo a causa de 50%
das amputacdes nao traumaticas (16). Ao contrario das complicacbes macrovasculares
caracterizadas pela aterosclerose e tromboembolismo, que podem acometer 0s pacientes nos
estagios iniciais, as complicacdes microvasculares aparecem de forma silenciosa com a
progressdo da doenca (17). Estas complicacdes vasculares podem ser favorecidas pelo estado
de hiperglicemia cronica, no entanto outros distdrbios sisttmicos tém sido associados com a
progressao destes agravantes (14).

Inimeros estudos tém atribuido um papel fundamental do estresse oxidativo no
desenvolvimento e progressao do DM e suas complicagdes (18). Além disso, niveis elevados

de marcadores de estresse oxidativo tém sido observados em pacientes diabéticos (19).

1.3. Estado Oxidativo

O estresse oxidativo € definido como o desequilibrio entre as espécies reativas de oxigénio
e nitrogénio geradas e 0os mecanismos de defesa antioxidante enziméatico e ndo enzimatico
(20). As especies reativas sdao atomos ou moléculas que contém um elétron desemparelhado
em sua camada mais externa, caracterizadas por grande instabilidade e elevada reatividade
(21). O radical anion superoxido (O2), o peroxido de hidrogénio (H,O;) e o radical hidroxila

(HO¢) estao entre as espécies reativas mais bem descritas (22, 23).
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No diabetes, a hiperglicemia crénica parece estar intimamente relacionada ao aumento das
espécies reativas, através da producdo dos anions superoxido pela mitocondria (24), no
processo de fosforilagdo oxidativa (25) e a partir da oxidacéo da glicose. A glicose é oxidada
em uma reacdo dependente de metais de transicdo como o cobre e o zinco, formando um
anion que é convertido em cetoaldeido e radical superoxido (O;). O anion superédxido é
transformado em perdxido de hidrogénio, o qual se ndo degradado pela enzima catalase ou
glutationa peroxidase, entre outras, pode levar a producao de radicais hidroxila na presenca de
metais de transicdo (19). Além da oxidacédo da glicose, a glicacdo ndo enzimatica de proteinas
e a ativacdo das proteinas quinase C também podem ser associadas ao aumento dos radicais
livres no diabetes (26). Além disso, outras vias metabolicas importantes estdo ativadas
durante a producao de superédxido induzida por altos niveis glicémicos, entre elas 0 aumento
da atividade da via de formacdo dos produtos finais de glicacdo avancada (AGES), ativacao da
isoforma proteina quinase C (PKC) e o aumento no fluxo das hexosaminas (19, 25).

A partir desta formacdo excessiva de espécies reativas, as moléculas biolégicas, como
DNA, proteinas, carboidratos e lipideos, tornam-se suscetiveis aos danos causados pelo estado
oxidativo (21). Entre os aminodcidos, os residuos aromaticos sdo os principais alvos de
oxidacdo pelas espécies reativas, residuos de tirosina e triptofano podem ser oxidados
deliberadamente (27). O processo pelo qual as membranas bioldgicas sdo atacadas chama-se
lipoperoxidacdo, o qual se caracteriza por uma série de reagcBes em cadeia classificadas da
seguinte forma: etapa de iniciacdo, de propagacao e de terminacdo. A lipoperoxidacdo pode
levar & perda da seletividade da membrana na troca ibnica e liberagdo do conteudo de
organelas, como as enzimas hidroliticas dos lisossomos e formacdo de produtos citotoxicos
(22).

No organismo, os fosfolipideos presentes na membrana podem ser hidrolisados pela

enzima fosfolipase, gerando acido araquidonico, o qual pode ser oxidado através de uma via
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enzimatica, envolvendo as ciclooxigenases e/ou as lipoxigenases. Ainda, podem ser oxidados
por uma via ndo enzimatica, através da acdo de espécies reativas de oxigénio, metais de
transicdo ou outras espécies reativas, gerando 4-hidroxinonenal, o malondialdeido e os
isoprostanos que podem ser utilizados como marcadores do dano lipidico em membranas
bioldgicas (28). Entre os produtos finais da lipoperoxidacdo, os isoprostanos sao 0s mais
estaveis e a analise dos seus niveis no plasma ou urina permitem uma deteccao sensivel de
dano lipidico (29).

Para evitar ou controlar o dano causado pelas espécies reativas, como a oxidacdo dos
residuos de aminoacidos ou a lipoperoxidacao, o organismo dispde de um sistema de defesa, o
qual inclui mecanismos enzimaticos e ndo enzimaticos. Entre os mecanismos enzimaticos,
destacam-se as enzimas catalase, glutationa peroxidase e superoxido dismutase (SOD). Ja os
mecanismos ndo enzimaticos sdo compostos por vitaminas A, C, E, &cido Urico, glutationa,
entre outros (30). Estas defesas podem agir tanto como detoxificadoras das espécies reativas
antes que elas causem dano quanto no reparo da lesdo causada.

A superdxido dismutase age na detoxificacdo das espécies reativas, em particular do
anion superoxido, convertendo o superéxido em perdxido de hidrogénio. Sdo uma familia de
enzimas que podem ser classificadas de duas maneiras, a SOD-manganés e a SOD-cobre-
zinco, encontradas na mitocondria e distribuidas pelo citoplasma, respectivamente (31). A
atividade desta enzima pode ser alterada em situacdes de estresse oxidativo, a SOD-Mn, por
exemplo, tem sua atividade aumentada uma vez que se encontra na mitocondria, local onde a
producdo do radical superoxido ocorre em grande escala (32). Apesar de todos estes
mecanismos, em algumas situacdes a producao de radicais livres supera as defesas oxidantes,

levando ao estado oxidativo, encontrado em pacientes diabéticos.
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Além de tratamentos farmacologicos, tém-se promovido a busca por terapias alternativas,
como o exercicio fisico, que alterem o0 modo de vida do individuo e promovam uma melhora

no estado oxidativo e consequentemente nas complicacdes pos-diabetes (33).

1.4. Exercicio Fisico

Atualmente, o estilo de vida sedentario acompanhado pela maior disponibilidade de
alimentos tem levado a um aumento na prevaléncia de patologias como obesidade, sindrome
metabolica e diabetes. As mudancas nos habitos de vida que ocorreram ao longo do
desenvolvimento da sociedade contemporanea, principalmente a diminui¢do na atividade
fisica, estdo relacionadas ao aumento na prevaléncia do diabetes, principalmente o DMT?2.

Neste contexto, diversos estudos ja indicaram uma relacdo inversa entre o
condicionamento fisico e os riscos de desenvolver ou agravar a condicdo diabética (34).
Portanto, programas de exercicio fisico regular tém sido utilizados como adjuvantes a terapia
farmacoldgica para o controle das manifestacbes do diabetes. Apesar da grande
disponibilidade de resultados comprovando os efeitos benéficos do exercicio sobre o controle
do diabetes, mais de 80% destes pacientes ndo realizam a atividade fisica adequada, em
relagdo a intensidade e tipo de treinamento, deixando de obter o méaximo de beneficios
possiveis (35).

Muitos pesquisadores tém focado seus esforgos para elucidar os mecanismos pelos
quais o exercicio fisico exerce seus beneficios sobre os pacientes diabéticos (36, 37). Ja foram
propostos diversos beneficios do exercicio principalmente em fatores relacionados ao controle
glicémico como o aumento da sensibilidade a insulina e captacdo da glicose, contribuindo
para uma melhor qualidade de vida destes pacientes. Ainda, tem sido demonstrado um papel
do exercicio na detoxificacdo de espécies reativas (21, 38) melhora nos parametros

cardiorrespiratorios, pressdo arterial e diminuicdo de gordura visceral, entre outros. Em
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relacdo ao controle glicémico. Achados recentes mostram que apenas uma sessdo de
treinamento pode aumentar a tolerancia e a captacao de glicose em torno de 40% (39). Apesar
destes estudos demonstrarem os efeitos benéficos do exercicio em pacientes diabéticos, cabe
ressaltar a importancia de fatores como duracdo e a intensidade do treinamento, ja que
diferentes respostas tém sido observadas conforme o protocolo de exercicio utilizado (40).

A melhora observada em consequéncia do exercicio ocorre normalmente apds
periodos cronicos de treinamento regular de intensidade moderada ou ap6s um treinamento de
alta intensidade, correspondente a 70-80% do consumo méaximo de oxigénio (VO,Max).
Ainda que exercicios de baixa intensidade possam provocar alteraces nos parametros
metabolicos, é necessario atingir ao menos o limiar minimo para que ocorra uma melhora na
resisténcia cardiorrespiratoria, no minimo 50% do VO,Max (9).

A hipotese de que diferentes protocolos de treinamento alterem as respostas obtidas ja
foi confirmada em diversos estudos utilizando modelos animais. Um estudo demonstrou que
animais diabéticos submetidos a atividade fisica durante 6 semanas apresentaram melhora no
perfil lipidico e glicémico, ao contrario de outro estudo onde a sessdo aguda de exercicio ndo
alterou a insulinemia em animais diabéticos (41, 42).

Em humanos, diferentes respostas sdo encontradas, em relacdo ao exercicio, conforme
tipo, protocolo, intensidade, variando também em resposta ao ambiente de treinamento, seja
em &gua ou em solo. Os resultados presentes na literatura, em sua maioria, correspondem ao
treinamento realizado em ambiente terrestre, uma vez que é o modo de treinamento mais
comum entre os pacientes, facilitando a coleta de dados. No entanto, o treinamento aquéatico
vem sendo muito recomendado por inumeros autores para individuos idosos, obesos, com
lesGes em membros ou coluna por ser um exercicio de baixo impacto contribuindo assim, para

diminuigdo das chances de lesdo. Além de ser um exercicio de baixo impacto, o treinamento
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aerobico aquatico pode melhorar o condicionamento fisico dos individuos em niveis
semelhantes aos obtidos no treinamento em solo (40).

Além disso, a intensidade e/ou tipo de exercicio influenciam diretamente no padrdo de
respostas obtidas para os marcadores de estado oxidativo. Tem se inferido que o exercicio
agudo possa induzir estresse oxidativo celular, e que o exercicio crénico promove uma
adaptacdo do organismo ao estimulo, aumentando, assim, as defesas antioxidantes (37, 43).

Alguns autores ja demonstraram o efeito do exercicio fisico realizado em solo sobre
parametros de estado oxidativo. Oliveira e colegas (2012) mostraram um aumento na
atividade das enzimas antioxidantes, superoxido dismutase e catalase em pacientes diabéticos
submetidos ao treinamento aerdbico terrestre (43). No entanto, estudos avaliando o efeito do
treinamento aerdbico em agua na populacdo diabética sdo escassos. A agua impde diferencas
hemodinamicas interessantes que ja puderam ser observadas em parametros cardiovasculares,
como o0 aumento do débito cardiaco devido a uma reducdo da resisténcia periférica total ao
fluxo sanguineo (44). No entanto, ndo existem trabalhos relacionando o exercicio fisico
realizado em diferentes meios como, por exemplo, na terra ou na agua, e parametros de estado
oxidativo em pacientes diabéticos.

Considerando as diferentes caracteristicas hemodinamicas da 4gua em relagéo ao solo
e as alteracbes cardiovasculares que o exercicio fisico realizado em agua promove, nossa
hipotese de trabalho é que o exercicio aquatico e terrestre modulem diferentemente os

parametros plasmaticos de estado oxidativo em pacientes diabéticos.
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1.5. Objetivos
1.5.1. Objetivo Geral
Avaliar o efeito do exercicio em ambiente aquatico ou terrestre sobre marcadores de

estado oxidativo em plasma de pacientes diabéticos.

1.5.2. Objetivos Especificos
e Avaliar o contetdo de espécies reativas
e Auvaliar o dano em macromoléculas, lipideos e proteinas.
e Avaliar a capacidade antixiodante, através da atividade da SOD e a capacidade

antioxidante total.
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Abstract

Introduction: Exercise is known to be the best non-pharmacological intervention to prevent
the type 2 diabetes mellitus symptoms. However, the physiological effect of different
environments where exercise is conducted in diabetic patients yet remains poorly understood.
Here, we investigated the effect of water and dry land aerobic exercise, with similar training
periodization on the plasma oxidative parameters of diabetic patients. Methods: Twenty-four
type 2 diabetic, sedentary individuals, both man and women, participated in 12 weeks of
aerobic training. The subjects were divided in dry land group (n=13) or water group (n=11)
and realized protocols with similar training periodization. Results: Both water and dry land
did not induced significant changes in the content of free radicals, water-soluble fluorescence
substances, the damage to macromolecules and the antioxidant parameters (SOD activity and
total antioxidant potencial). However, we observed that the environments can indeed impact
differently the biochemical outcomes. Our results showed a significant reduction on
isoprostane levels only on dry land. Conclusion: Despite these results, we did not exclude the
beneficial effect of water exercise. We can suggest that the water exercise might impact
positively on different systems, acting for example in cardiovascular regulatory mechanisms.
We also, did not support the idea that acute exercise session would induce increases in
reactive species levels, due to the fact the in both environment the acute session did not
augmented any parameter. Our data can suggest that similar exercise protocols with only
environments being the main distinction among them, may impact differently the isoprostane

levels in diabetic patients.
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Paragraph Number 1 Introduction. Diabetes is a chronic metabolic disorder associated with
numerous comorbidities and complications. Nowadays the involvement of oxidative stress in
the development and progression of diabetes in its complications is widely accepted (5, 21).
Several studies have demonstrated that hyperglycemia induces an excessive production of
reactive species, resulting in oxidative stress in pancreatic B-cells (17). It is important to note
that the imbalance between reactive species levels and scavenging systems activity may
induce oxidative damage directly to biological molecules (14).

Paragraph Number 2. Exercise has been considered the most effective non pharmacological
approach to prevent, as well as to treat, type 2 diabetes mellitus (T2DM). However there is
growing evidence that the different training environment can also impact functional and
physiological responses, works evaluating the effects of exercise training on diabetic patients
in the aquatic environment are rare.

Paragraph Number 3. Although the exercise effect has been linked to oxidative status in
diabetic patients (22), controversial results have been described (28), pointing to a rather
complex relationship to link diabetes-induced oxidative stress with the exercise effects. It has
been proposed that this beneficial effect is related to training-induced adaptations in cellular
antioxidant status, since it has been suggested that acute exercise increases reactive species
production (2, 22). However the effect of exercise and the environment where it is conducted
on oxidative status in diabetic patients remains poorly understood.

Paragraph Number 4. Interestingly, various lipid peroxidation products, such as alkanes
(mainly ethane and pentane), isoprostanes and a variety of aldehydes, including
malondialdehyde, can be generated in biological samples (20). Several works demonstrated
the modulation of exercise on lipid peroxidation in T2DM using thiobarbituric acid reactive
substances (TBARS) assay, a measurement of malondialdehyde, which is non-specific, since

compounds, as aldehydes and bilirubin can react with TBA to form similar complexes. Blood
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TBARS levels are reduced by aerobic exercise training (15, 30), however others authors did
not find this outcome (6). Brinkmann and colleagues (2012) (4) studied erythrocyte
isoprostane content in overweight/obese T2DM men and overweight/obese non-diabetic
control subjects during acute exercise. However, to our knowledge there are no studies
reporting the impact of exercise on water-soluble fluorescent substances in diabetic patients.
Paragraph Number 5. Therefore, the purpose of this study was to analyze the effects of
exercise protocols performed in aquatic and land environments on parameters of oxidative
status, reactive species content, damage to macromolecules as well as the antioxidant
capacity in diabetic patients. Moreover, we also investigated the acute and chronic effects of
exercise.

Paragraph Number 6. Material and methods. Subjects. The patients were selected non-
randomly, as volunteers. The recruitment of the subjects was carried out by advertisement in a
newspaper of general circulation. 24 patients (55-64 years) diagnosed with T2DM, including
men and women, were divided into water and dry land groups. A written informed consent to
participate in the study was provided by all participants after the volunteers were informed of
all risks, discomforts, and benefits involved in the study. The procedures were in accordance
with the guidelines and regulations for research involving human subjects, especially the
resolution 196/96, from the Brazilian National Health Council (Conselho Nacional de Salde,
CNS). The Local Ethics Committee (CEP/UFRGS) approved the protocol of this study (nr.
108997).

Paragraph Number 7. Training. The exercise consisted in interval aerobic-
training performed in water and on dry land. Sessions were realized 3 times a week during 12
weeks. The intensity of the exercise was determined by the second ventilatory threshold
(VT2), obtained through maximal effort test. The intensity varied over the weeks as the

following: week 1-3, 7cycles (3 min 85 - 90% VT2 and 2min <85% VT2); week 4-6, 7 cycles
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(4 min 85 - 90% VT2 and 1min <85% SV2); week 7-9, 7cycles (4 min 90 - 95% VT2 and
1min <85% VT2); 10-12, 7 cycles (4 min 95 - 100% VT2 and 1min <85% VT2). Both
programs had similar training periodization, with training environment being the main
difference between them. The blood was drawn before and after the first and last exercise
session in order to evaluate the acute and chronic effects of exercise.

Paragraph Number 8. Blood samples. Whole blood (4 mL) was collected in tubes containing
K3EDTA, an anticoagulant. The samples were centrifuged at 1500 x G at 4°C for 10 min.
Plasma was collected, aliquoted and frozen at —80°C prior to biochemical determinations
were performed.

Paragraph Number 9. Assays. Plasma indices of oxidative status were estimated in terms of
reactive species content, macromolecules damage and antioxidant defenses. To evaluate the
reactive species content it was used 2'-7’-dichlorofluorescein diacetate (DCFH-DA) as a probe
(19). The formation of the oxidized fluorescent derivative (DCF) was monitored at excitation
and emission wavelengths of 488 nm and 525 nm, respectively (8, 25). The lipid peroxidation
was estimated by 8-isoprostanes level and water-soluble fluorescent substances
determinations. The 8-isoprostanes content was determined using 8-Isoprostanes EIA Kit
(Cayman Chemical Company, USA) according to the manufacturer’s instructions (23). The
plasma fluorescent adducts formed between peroxidation-derived aldehydes and plasma
proteins were monitored fluorimetrically, as described by Tsuchida et al. (26). The
fluorescence exhibited by adducts was monitored at 350 nm excitation and 460 nm emission.
Oxidative modification of proteins occurs predominantly in specific residues or sequences
susceptible. The intrinsic tryptophan fluorescence was determined at excitation and emission
wavelengths of 280 and 345 nm, respectively (13) and intrinsic tyrosine fluorescence, the

excitation and emission wavelengths were 277 and 320nm, respectively (3).
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Paragraph Number 10. The total reactive antioxidant potential and superoxide dismutase
(SOD) activity were also measured. The superoxide dismutase (SOD) activity was determined
using a RANSOD kit (Randox Labs., USA) according to the manufacturer’s instructions.
Total reactive antioxidant potential (TRAP) is based on DCF oxidation induced by peroxyl
radicals. The reaction mixture contained 2,2'azobis (2-amidinopropane) dihydrochloride
(ABAP) as the source of peroxyl radicals. The DCF oxidation in the presence of ABAP and
serum were measured at 504 nm during 120 minutes. Trolox (8.4 umol/l) was used as an
internal standard (27).

Paragraph Number 11. Statistics Analyses. All results were expressed as mean = S.D. The
results were analyzed by One-Way Analysis of Variance (ANOVA). In all tests, p < 0.05 was
considered to indicate statistical significance.

Paragraph Number 12. Results. Acute and chronic exercise protocols in the water or in dry
land group did not change reactive species content and in diabetic patients (Table 1). To
analyze the oxidative damage in lipids we evaluated the water soluble fluorescence substances
which were unaltered and the 8-isoprostanes levels. In this parameter the ANOVA shows an
effect of exercise in the dry land group, where the chronic exercise protocol reduced the levels
of 8-isoprostane in diabetic patients after training when compared to the measurement before
acute exercise and before chronic training (p<0.05; Table 2). However, the exercise
performed in aquatic environment was unable to alter this parameter (Table 2). Both protocols
acute and chronic exercise in the water or in dry land group did not change of tryptophan and
tyrosine residues, an index of damage in proteins in diabetic patients (Table 3). The results of
total antioxidant capacity and the SOD activity can be seen in Table 4. The evaluated
antioxidant parameters were unchanged by acute or chronic training in aquatic or land

environments.
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Paragraph Number 13. Discussion. We provide the first evidence for relationship between
environments where exercise is conducted and their physiological effects in diabetic patients.
A novel finding that emerged from our study was the positive effect of dry land exercise on
oxidative status, observed by the 8-isoprostanes levels in diabetic patients. This result can
suggest that protocols with similar training periodization (reflected by time, intensity and
frequency factors) performed in different environments may impact differently the
biochemical outcomes. Besides, our results, do not exclude the beneficial effects of water
exercise it indicates an important role on isoprostane levels of exercise in dry land, without
any effect of water environment. The water exercise imposes less mechanical stress due to
water pressure, recruitment of different muscles and reduced effects of gravity (9). The
immersion per se leads to an augment of the central blood flow, as a result of the blood
redistribution and extracellular fluid from the inferior members to the central region, causing
the elevation o blood pressure and so reduced heart frequency (29). Moreover, immersion
promotes a supression of renin-angiotensin system, which has an important role on
development and progression of T2DM (7, 11, 24). We might propose that water exercise
impact positively on different systems, acting for example in cardiovascular regulatory
mechanisms. Accordantly, the variety of outcomes obtained in water and dry land exercise
has been described (18). Kanitz and colleagues (2010) (16) observed differences in the
cardiorespiratory responses in healthy women induced by exercise performed in water and dry
land (16).

Paragraph Number 14. Although exercise has been linked to modulations on oxidative status
in diabetic patients or other pathological conditions, our findings did not support the
hypothesis that the acute exercise session would induce increases in reactive species levels
and, in addition, that training-induced adaptations might be protective through serum

oxidative status in diabetic patients, since we did not find any significant differences in



24

several oxidative status parameters, reactive species content, water soluble fluorescence
substances, protein oxidative damage and antioxidant capacity.

Paragraph Number 15. Considering that Gordon and colleagues, (2008) (12) did not find
significant changes in lipid peroxidation parameters after 3 months of exercise, only after 6
months, of aerobic training, it is possible to suppose that, beyond kinds and intensities of
physical activities protocols, the duration (time) of the training regimen can be determinant to
impact oxidative status parameters. Accordantly, considering the antioxidant system, these
authors found also increases of SOD activity only with longer protocol (6 months of training)
(12).

Paragraph Number 16. As described above, chronic protocol in land improved lipid
peroxidation parameter, specifically isoprostane level, in diabetic patients. It is interesting to
comment that Arikawa and colleagues (2013) describe that four months of aerobic exercise
training did not alter isoprostane levels in previously sedentary young women, however this
protocol reduces this parameter in women who were in the highest quartile of baseline
isoprostanes (1).

Paragraph Number 17. Although isoprostanes are generated mainly by reactive species non-
enzymatic oxidation of arachidonic acid, suggesting their role as biomarkers of oxidative
status, there are evidences suggesting that these compounds can also be derived, at least in
part, through cyclooxygenase pathway (for review 10). Considering that the role of
inflammation process has been widely suggested in T2DM and our protocols did not affect
others evaluated oxidative stress parameters, we can suggest that the effect of land chronic
exercise protocol alters the inflammation status, and consequently isoprostane levels, in
diabetic patients.

Paragraph Number 18. Our data can suggest that exercise protocols with similar training

periodization (reflected by time, intensity and frequency factors) performed in different
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environments may impact differently the isoprostane levels in diabetic patients. Additional
work will be required to investigate the molecular mechanisms behind these findings.
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List of Legends
Table 1. Effects of different exercise protocols on the content of reactive species in plasma of
diabetic patients. Results are expressed as mean + S.D. One-Way ANOVA, p <0.05 was

considered to indicate statistical significance.

Table 2. Effects of different exercise protocols on lipid peroxidation parameters, 8-
isoprostanes and water soluble fluorescence substances, in plasma of diabetic patients. Results
expressed as mean + S.D. One-Way ANOVA, p< 0.05 was considered to indicate statistical

significance. * = significantly different from before training and before single session.

Table 3. Effects of different exercise protocols on the macromolecules damage, evaluated by
oxidation of tyrosine and tryptophan residues, in plasma of diabetic patients. Results are
expressed as mean + S.D. One-Way ANOVA, p < 0.05 was considered to indicate statistical

significance.

Table 4. Effects of different exercise protocols on the antioxidant parameters, evaluated by
SOD activity and TRAP, in plasma of diabetic patients. Results are expressed as mean £ S.D.

One-Way ANOVA, p < 0.05 was considered to indicate statistical significance.
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Table L. Content of reative species (DCF)

Water Dry Land
Singe sesson Traiing Single sesson Traiing
DOF s Before Atter Before Aer Before Ater Before Aer
formedimg protei) 0,062 0.012{0.0589+00103 0,064 £0.0106/0.0584 £0.0122  0.0716:0.0145]0.0649 £ 0.0074 00690 4 0.0129|0.0622 £ 0.0111
Table 2. Measurements of lipid peroxidation
Water Dry Land
Single session Training Single session Training
8-150010StaMe (odiri Before After Before After Before After Before After
P (gmh 52793+ 0.5987|4.9279 £0.4967  5.3903 £0.6442( 4.9119+0.674 55079 +0.6815(4.8865+ 0.8765 5369+ 0.5718 | 4.5598 + 0.7668*
Water-soluble
Fluorescent SUStaNCes 5 gese . 1 5778140008 +12348 40628+ 1775544912+ 15567 47510+ 1419144125+ 23501 51765+ 19482| 54255+ 2.0003
(fluorescence intensity/ mg
protein)
Table 3, Oxidative damage in proteins
Water Dry Land
Single session Training Single session Training
Oxidation of tyrosing Before After Before After Before After Before After
residues (UA/mgprotein) 2151843 £4659.41 [21950.77 + 687335 21550.40 4 4329.97|19880.83 + 323476 2177072+ 2238.25|24186.99 + 4908.74 2206313 + 4591.87)23065.57 + 352197
Oxidation of tryptophan
residues (ua myprotein) 686197+ 136177 | 7030.12£ 158592 6738.031328.17 | 592105+ 90396 67348188699 | 734139£ 202949 662738173274 | 71825383397
Table 4. Antioxidant parameters
Water Dry Land
Single session Training Single session Training
Before After Before After Before After Before After
SOD activity 0.1098:+0.0051 | 0.1114+00034  0.1110+00069 | 0.1115+0.0061  0.1127+0.0058 | 0.1122+0.0051 0.1160+0.0055 | 0.1131+0.0054
(Ul mg protein)
TRAP (M1 973846 +776.03|2790.77 £ 94745 293538 +1000.84(2930.77 £ 900.89  2736+1020.27 | 2856+ 734.95 2841.81£846.09 | 299454 + 1077.81
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3. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Neste trabalho avaliamos o efeito do exercicio fisico sobre parametros de estado oxidativo
em individuos diabéticos tipo 2. Como ja foi descrito, o efeito do ambiente de treinamento e
ainda a resposta de varidveis bioquimicas, é pouco estudado em pacientes diabéticos. Este
trabalho acrescenta a literatura dados inovadores no que diz respeito ao meio de treinamento e
ainda os parametros avaliados. Nossos resultados indicam um efeito benéfico do meio de
treinamento terrestre sobre os niveis de isoprostanos, uma vez gue ao fim do treinamento estes
individuos apresentaram menores niveis quando comparados ao inicio e a0 momento antes da
ultima sesséo, indicando um efeito crénico do treinamento sobre individuos sedentarios e um
efeito agudo da ultima sessdo de exercicio. Em relacdo aos outros parametros avaliados nao
foram observadas nenhuma diferenca significativa entre os individuos, tanto no grupo agua
quanto no grupo terra.

Apesar de nossos resultados ndo indicarem nenhum efeito positivo no grupo que realizou
0 exercicio em agua, ndo podemos descartar os beneficios deste visto que pode estar
envolvido com a modulagdo de outros sistemas, os quais ndo foram avaliados no presente
estudo. Por fim, podemos concluir que protocolos de exercicio fisico similares podem
responder de modo diferente quando realizados em ambientes distintos, no entanto sao
necessarias mais andlises a fim de elucidar a modulacdo de outros mecanismos envolvidos.
Nossas perspectivas para este trabalho serdo quantificar os niveis de marcadores inflamatorios

(Interleucina-6, Interleucina-10, Factor Nuclear kappa 3) nestes individuos.
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5. ANEXOS

5.1. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Estamos convidando vocé a participar do estudo intitulado “Efeitos de dois modelos
de treinamento aerobico realizados em diferentes meios sobre parametros cardiorrespiratorios,
hormonais e metabdlicos de pacientes com diabetes mellitus tipo 2 — Um ensaio clinico
randomizado”, que tem como objetivo analisar 0S efeitos de dois programas de treinamento
aerobico realizados em diferentes meios sobre parametros cardiorrespiratérios, hormonais e
metabdlicos.

No estudo haverd dois grupos de treinamento fisico, e vocé podera participar em um
destes dois grupos. Esta definicdo ocorrera através de um sorteio.

O envolvimento com o estudo terd duracdo de 17 semanas, sendo que durante este
periodo sera necessaria a sua contribuicdo em torno de trés vezes por semana, por um periodo
de, aproximadamente, 1 hora em cada dia. Os encontros serdo na Escola de Educacdo Fisica
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (localizada na Rua Felizardo, 750, Jardim
Botanico). As sessdes de treinamento serdo realizadas na pista atlética ou na piscina grande do
Centro Natatorio da referida escola. Em dias chuvosos, as sesses de treinamento que
ocorrerdo na pista atlética serdo transferidas para as dependéncias do Centro Natatério da
mesma escola.

Este estudo compreende 0s seguintes procedimentos:

e Realizacdo de trés testes maximos, dois que serdo realizados em esteira ergométrica e
um de corrida em piscina funda. Estes testes serdo realizados com aumento
progressivo do nivel de esforco, até que vocé queira parar a realizacdo do teste;

e Realizacdo de medidas de composi¢édo corporal (peso, altura, circunferéncia de cintura
e dobras de gordura corporal).

¢ Realizacao de coletas de sangue em jejum e duas horas apds um café padronizado;

e Realizacdo de coletas de sangue antes e apds duas das sessdes de treinamento;

e Realizacdo de medidas de glicemia capilar em um dos dedos das maos antes, durante e
apos todos os testes e sessdes de treinamento;

e Preenchimento de questionarios sobre sintomas depressivos e qualidade de vida.



38

O risco relacionado a sua participacdo nestes grupos é muito baixo, porém existindo
algumas possibilidades de desconforto por cansaco. O exercicio sempre serd mantido em um
nivel de esforco seguro e serd imediatamente suspenso, se necessario for e vocé recebera o
atendimento adequado.

Os beneficios de participar deste estudo serdo o conhecimento do seu estado fisico e
de resultados de diferentes exames importantes no controle do diabetes tipo 2 e a
possibilidade de realizacdo de atividade fisica orientada por um profissional de educacéo
fisica.

Durante os testes maximos de esteira ergométrica e na piscina, vocé estara respirando
através de uma mascara, na qual estara colocado um analisador de gases.

Nestes testes de esforco maximo estardo envolvidos os seguintes riscos e desconfortos:
dor e cansagco muscular temporéario. Ha a possibilidade de alteragcdes nos batimentos cardiacos
e na pressdo arterial. Porém, entende-se que seus batimentos cardiacos serdo monitorados
durante os testes de laboratério, e que vocé podera interromper o teste a qualquer momento.

Durante os testes estara presente um médico responsavel, além de estar disponivel, no

laboratdrio, uma linha telefonica para a Assisténcia Médica de Emergéncia (SAMU - 192).

Dos procedimentos de testes:

Os procedimentos escritos acima tém sido explicados para mim por Luiz Fernando
Martins Kruel e/ou seus orientandos, Rodrigo Sudatti Delevatti e bolsistas selecionados. Estes
irdo responder qualquer duvida que eu tenha em qualquer momento relativo a esses
procedimentos. Todos os dados em relacdo a minha pessoa irdo ficar confidenciais e
disponiveis apenas sob minha solicitacdo escrita. Além disso, eu entendo que no momento da
publicacdo, ndo ira ser feita associacao entre os dados publicados e a minha pessoa.

N&do havera compensacdo financeira pela minha participacdo neste estudo, porém
também ndo terei custos para participar do estudo. Poderei fazer contato com o0s
pesquisadores responsaveis pelo estudo para quaisquer problemas referentes a minha
participacdo no estudo ou se eu sentir que hd uma violacdo dos meus direitos, através dos
telefones:

(51) 3308-5820 (Laboratorio de Pesquisa do Exercicio)
(51) 3359-7640 (Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre)

Durante a realizacdo do trabalho vocé poderd se recusar a prosseguir, seja em

momento de testes ou treinamento. Todos os procedimentos a que serd submetido serdo
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conduzidos por profissionais, professores ou bolsistas com experiéncia prévia em todos 0s
procedimentos. N&o haverd medico presente em todos os treinos.

Uma via deste documento ficara com vocé, enquanto outra via ficara guardada com os
pesquisadores.

Os procedimentos expostos acima serdo devidamente explicados pelos pesquisadores
responsaveis pelo estudo.

Porto Alegre de de 2012.
Nome em letra de forma do participante:

Assinatura do participante:

Nome em letra de forma do pesquisador:

Assinatura do pesquisador:




