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Testosterona e Exercicio Voluntario, Individualmente ou em
Conjunto, Aumentam a Ativacao Cardiaca de AKT e ERK1/2 em
Ratos Diabéticos

Testosterone and Voluntary Exercise, Alone or Together Increase Cardiac Activation of AKT and ERK1/2 in
Diabetic Rats
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Resumo

Fundamento: Angiogénese prejudicada em tecido cardiaco é uma das principais complicagdes das diabetes. As vias de
sinalizacao da proteina-quinase B (AKT) e a quinase regulada por sinal extracelular (ERK) exercem um importante papel
durante a formacao de uma rede similar a capilar no processo de angiogénese.

Objetivos: Determinar os efeitos da testosterona e exercicios voluntarios sobre os niveis de vascularidade, AKT fosforilada
(P- AKT) e ERK fosforilada (P-ERK) sobre o tecido cardiaco de ratos diabéticos e castrados diabéticos.

Métodos: A diabetes tipo 1 foi induzida através de injecao intraperitoneal de 50 mg/kg de estreptozotocina em animais.
Ap6s 42 dias de tratamento com testosterona (2mg/kg/dia) ou exercicios voluntarios, individualmente ou em conjunto, as
amostras de tecidos cardiacos foram coletadas e usadas para avaliacao histolégica e determinacao de niveis de P-AKT e
P-ERK através do método ELISA.

Resultados: Os nossos resultados mostraram que a testosterona ou os exercicios aumentaram a capilaridade, os niveis de
P-AKT, e P-ERK nos coracdes de ratos diabéticos. O tratamento de ratos diabéticos com testosterona e exercicios obteve
um efeito sinérgico sobre a capilaridade, niveis de P-AKT, e P-ERK no coracao. Além disto, na capilaridade do grupo
diabético castrado, os niveis de P-AKT e P-ERK diminuiram significativamente no coracao, ao passo que o tratamento com
testosterona ou o treinamento com exercicios reverteu tais efeitos. O tratamento simultaneo de ratos diabéticos castrados
com testosterona e exercicios obteve um efeito aditivo sobre os niveis de P-AKT e P-ERK.

Conclusao: Nossas descobertas sugerem que a testosterona e exercicios, em conjunto ou individualmente, podem
aumentar a angiogénese nos coracoes de ratos diabéticos e castrados diabéticos. Os efeitos favoraveis a angiogénese da
testosterona e dos exercicios estao associados a ativacao reforcada de AKT e ERK1/2 no tecido cardiaco. (Arq Bras Cardiol.
2016; 107(6):532-541)

Palavras-chave: Testosterona; Ratos; Diabetes Mellitus; Exercicio; Angiogénese; Proteinas c-akt; MAP Quinases Reguladas
por Sinal Extracelular.

Abstract

Background: Impaired angiogenesis in cardiac tissue is a major complication of diabetes. Protein kinase B (AKT) and extracellular signal regulated kinase
(ERK) signaling pathways play important role during capillary-like network formation in angiogenesis process.

Objectives: To determine the effects of testosterone and voluntary exercise on levels of vascularity, phosphorylated Akt (P- AKT) and phosphorylated
ERK (P-ERK) in heart tissue of diabetic and castrated diabetic rats.

Methods: Type | diabetes was induced by i.p injection of 50 mg/kg of streptozotocin in animals. After 42 days of treatment with testosterone (2mg/kg/
day) or voluntary exercise alone or in combination, heart tissue samples were collected and used for histological evaluation and determination of P-AKT
and P-ERK levels by ELISA method.

Results: Our results showed that either testosterone or exercise increased capillarity, P-AKT, and P-ERK levels in the heart of diabetic rats. Treatment of
diabetic rats with testosterone and exercise had a synergistic effect on capillarity, P-AKT, and P-ERK levels in heart. Furthermore, in the castrated diabetes
group, capillarity, P-AKT, and P-ERK levels significantly decreased in the heart, whereas either testosterone treatment or exercise training reversed these
effects. Also, simultaneous treatment of castrated diabetic rats with testosterone and exercise had an additive effect on P-AKT and P-ERK levels.

Conclusion: Our findings suggest that testosterone and exercise alone or together can increase angiogenesis in the heart of diabetic and castrated

diabetic rats. The proangiogenesis effects of testosterone and exercise are associated with the enhanced activation of AKT and ERK1/2 in heart tissue.

(Arq Bras Cardiol. 2016; 107(6):532-541)
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Introducao

A diabetes mellitus é uma doenca metabdlica com
uma alta e crescente prevaléncia ao redor do mundo.’
As complicagoes cardiovasculares sao as principais causas
da mortalidade e morbidade em individuos diabéticos, e a
supressao da angiogénese nos sistemas cardiaco corondrio
e vascular periférico pode ter efeitos influenciadores sobre
este caso.? A AKT e a ERK sdo as duas principais vias de
sinalizagdo que exercem um papel central na regulagao de
proliferagao, migragao e sobrevivéncia celular através de seus
alvos a jusante.>* Existem provas de que vias de sinalizagao
dependentes da AKT exercem um papel critico na regulagao
do crescimento cardiaco, fungao contrdtil e angiogénese
coronaria.>® Foi provado que as vias de sinalizagao
de AKT aumenta a angiogénese no tecido cardiaco.”
A sinalizagdo de MAPK-ERK exerce um importante papel
durante a angiogénese, e é necessdria para o surgimento
de células endoteliais.®

A testosterona é um importante androgénio gonadal nos
homens. A deficiéncia de testosterona é comum em homem
com diabetes e em ratos machos com diabetes induzidas
através de estreptozotocina.’ Além disto, é observado que
doencas cardiovasculares aumentam com a deficiéncia
de testosterona.'® Estes achados podem indicar que a
suplementagao de testosterona em homens diabéticos pode
ser benéfica para atenuar a doenca cardiovascular.

Exercicios possuem efeitos benéficos sobre as propriedades
funcionais dos mdsculos cardiacos saudaveis e diabéticos.
Além disto, exercicios fisicos melhoram o metabolismo
de glucose no sangue, a agao da insulina e fatores de
riscos cardiovasculares em individuos diabéticos.”" Foi
demonstrado que exercicios voluntdrios, como exercicios
leves/moderados'? diminuem as doencas cardiovasculares.™
No modelo animal de exercicios voluntérios, o animal tem
acesso livre a uma roda de corrida, e utiliza a roda de acordo
com seu limite fisiol6gico para atividades fisicas.'?

Apesar de o sistema cardiovascular ser um importante
objetivo dos exercicios e agdes androgénicas, o sistema
molecular da agao da testosterona e exercicios voluntarios
nos coragoes de diabéticos permanece amplamente
inexplorada. Portanto, o propésito deste estudo era
investigar o efeito da terapia de reposicao de testosterona
e treinamentos fisicos, individualmente ou em conjunto,
sobre os niveis de P-AKT e P-ERK (como fatores favoraveis
a angiogénese) nos tecidos cardiacos de ratos diabéticos e
castrados diabéticos.

Métodos

Animais

Os animais usados neste estudo foram fornecidos
pela colonia da nossa universidade. Os animais foram
abrigados em instalagbes com temperatura controlada
(21 -23°C), mantidos em um ciclo de claro-escuro de 12-
12h, com alimentos e agua fornecidos ad libitum. Todos
0s experimentos com animais foram realizados seguindo
as diretrizes de usos humanos e cuidados de animais de
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laboratério para pesquisas biomédicas publicadas pelos
Institutos Nacionais de Satde (82 edicao, revisada em
2011), e em conformidade com a Declaragao de Helsinki.
O Comité de Etica da Universidade de Tabriz aprovou o
protocolo experimental. Sessenta e trés ratos machos Wistar
(250 - 270 g) foram designados aleatoriamente para grupos
com tratamento com testosterona ou placebo, e grupos de
exercicios voluntdrios ou sedentdrios. Entdo, os animais
foram divididos em nove grupos (n = 7): 1- Grupo diabético
castrado sham + placebo (Dia-S- Cas), 2- Grupo diabético
+ placebo (Dia), 3- Grupo diabético + testosterona (Dia
-T), 4- Grupo diabético + exercicios + placebo (Dia-E),
5- Grupo diabético + exercicios + testosterona (Dia-T-E),
6- Grupo diabético + castrado + placebo (Dia-Cas), 7-
Grupo diabético + castrado + testosterona (Dia-Cas-T),
8-Crupo diabético + castrado + exercicio (Dia-Cas-E),
9- Grupo diabético + castrado + testosterona + exercicio
(Dia-Cas-T-E) .

Castracao e terapia de reposicao hormonal

Ratos machos sexualmente adultos foram anestesiados
com cloridrato de cetamina (80 mg/kg) e cloridrato de
xilazina (5 mg/kg). Entao, os animais foram colocados em
uma posigao supina e seus testiculos foram removidos através
de uma incisao abdominal média baixa ou permaneceram
intactos. Para evitar a interrupgdo de influéncia hormonal, a
reposicao de testosterona foi iniciada imediatamente apés a
cirurgia." Propionato de testosterona (UNIGEN, Life Science)
foi dissolvido em dimetilsulféxido (DMSO), administrado por
via subcutanea numa dose fisiolégica (2 mg/kg /dia) por 6
semanas.' Os ratos nos grupos Dia-S- Cas, Dia, Dia-E, Dia-
Cas e Dia-Cas-E foram injetados com a mesma quantidade
de veiculo de DMSO.

Inducao de diabetes

Todos os animais foram injetados com estreptozotocina (50
mg/kg) (Sigma, St. Louis Mo, EUA), para induzir diabetes tipo 1"
A estreptozotocina foi dissolvida em 10 mM de citrato de sodio,
pH de 4,5, com 0,9% de NaCl. Diabetes foi constatada 72 h
depois, através de avaliagdo dos niveis de glicose no sangue,
utilizando um glicosimetro (Elegance, Modelo: no: CT-X10,
Alemanha). Ratos com um nivel de glicose no sangue =300
mg/dL foram considerados diabéticos.'® A indugao de diabetes
nos animais foi realizada sete dias apés a cirurgia de castragdo.

Exercicios voluntarios

Os exercicios voluntarios sdo considerados exercicios leves/
moderados. Neste estudo, os ratos nos grupos de exercicio
foram abrigados individualmente em gaiolas equipadas
com uma roda de corrida vertical de ago inoxidavel (Tajhiz
Gostar, Tehran), e tinham livre acesso a roda 24h por dia,
por 6 semanas. As rodas estavam conectadas a um sensor
permanente que ativava um contador digital das rotagoes
das rodas. As circulagdes totais das rodas foram registradas
diariamente, com a distancia total corrida por dia determinada
através da multiplicagao do ndmero de rotagoes das rodas pela
circunferéncia das rodas. Os animais que tivessem corrido
menos de 2.000 m/dia eram substituidos.
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Processamento de tecidos e medicao de proteina

Ao final do estudo, os tecidos cardiacos foram excisados e
congelados em nitrogénio liquido imediatamente. Amostras
de tecidos do ventriculo esquerdo foram armazenadas em
temperatura de -70 °C até a medigao de fosfo-AKT (serina
473) e fosfo -ERK 1/2 (treonina 202/ tirosina204). De modo
a mensurar os niveis de proteina no tecido cardiaco, as
amostras foram homogeneizadas em PBS (pH 7,2-7,4), e
centrifugadas por 20 minutos na velocidade de 3000 rpm
a 4°C. Os sobrenadantes resultantes foram removidos, e
as protefnas alvo foram extraidas. As formas fosforiladas
e ativadas de AKT (Eastbiopharm Co., Ltd., Hangzhou,
China) e os niveis de ERK1/2 (Abcam, Cambridge, U.K.)
foram mensurados através de ELISA de alta sensibilidade,
e normalizados a concentragdo total de proteinas para
cada amostragem, conforme determinado pelo ensaio de
Bradford.

Avaliacgao histologica

As amostras do tecido do ventriculo esquerdo foram
isoladas imediatamente e afixadas em uma solucido de
solucdo de formalina a 10% tamponada, desidratadas em
classes ascendentes de alcool e embebidas em parafina.
Secoes de 5 um foram retiradas, coradas com hematoxilina-
eosina (H-E), e examinadas em microscépio de luz (Olympus
BH-2, Téquio, Japao), de um modo cego. Os tecidos
cardiacos foram avaliados em termos de edema intersticial,
congestao, infiltragao de leucocitose e mionecrose.

Ensaio de angiogénese

A angiogénese foi medida através de densidade
microvascular (DMV) em cinco sessbes a intervalos de 50mm
da area intensamente vascularizada, com microscépio de luz,
por dois observadores independentes e cegos as condigoes
experimentais. Os nimeros de microvasos para cada sessao
foram contados e calculados, para determinar o nimero
médio de microvasos por sessao.'”

Analise estatistica

Os dados sao expressos como média+ EPM. Apds
avaliar a homogeneidade da variagao e distribuicao normal
dos dados, foi usada uma anélise de variancia (ANOVA) de
uma ou duas vias, além do teste de Tukey para comparar
dados quantitativos. O teste de Mann-Whitney U foi utilizado
para testar variaveis histoldgicas. A significancia estatistica
foi definida como p<0,05. A andlise estatistica de dados foi
realizada utilizando o software estatistico SPSS (Versao 17,0).

Resultados

Efeitos da testosterona e exercicios voluntarios sobre
niveis de P- AKT no tecido cardiaco de ratos diabéticos
tipo | e diabéticos castrados

A ANOVA de uma via mostrou que a castragao fez os niveis
de proteina P-AKT diminuir significativamente (p<0,01)
no tecido cardiaco dos ratos diabéticos. O tratamento
dos grupos diabéticos (p<0,01) e castrados diabéticos

(p<0,05) com testosterona aumentou significativamente
os niveis de proteina P-AKT no tecido cardiaco em
comparagao com o grupo diabético (Figura TA). A Figura 1B
(andlise através de ANOVA de uma via) mostra que o
tratamento de seis semanas de grupos diabéticos (p<0,01)
e castrados diabéticos (p<0,001) com exercicio aumentou
significativamente os niveis de proteina P-AKT no coragao,
em comparacdo com os grupos diabéticos e castrados
diabéticos, respectivamente. A ANOVA de duas vias na figura
1C mostra que a terapia de combinagdo com testosterona e
exercicios em ratos diabéticos melhorou os niveis de proteina
P-AKT significativamente (p<0,001) no tecido cardiaco em
comparagdo com o grupo diabético. Além disto, a terapia
de combinagdo com testosterona e exercicio em ratos
diabéticos mostrou um efeito de aumento significativo sobre
niveis de proteina P-AKT em comparagao com os grupos de
testosterona (p<0,001) ou exercicio (p<0,01).

A Figura 1D mostra que no grupo diabético-castrado, uma
terapia de combinacao de seis semanas com testosterona e
exercicios eleva significativamente (p<0,001) os niveis de
proteina no tecido cardiaco em comparagdo com o grupo
diabético-castrado. Além disto, a terapia de combinacao
com testosterona e exercicios em ratos diabéticos castrados
mostrou um efeito significativo de aumento (p<0,05) sobre
os niveis de proteina P-AKT em comparagao com grupos de
testosterona ou exercicio. A analise de dados para o grupo
sham nao aparentou diferenga significativa em comparagao
com o grupo diabético (dados nao-fornecidos).

Efeitos da testosterona e exercicios voluntarios sobre
niveis de proteina P-ERK %2 no tecido cardiaco de ratos
diabéticos tipo 9 e castrados diabéticos

A ANOVA de uma via demonstrou que, no grupo
diabético castrado, os niveis de proteina P-ERK 1/2
diminuiram significativamente (p<0,05) em comparagao
com o grupo diabético. O tratamento de seis semanas de
grupos diabéticos (p<0,05) e castrados diabéticos (p<0,001)
com testosterona reforgou significativamente os niveis de
proteina P-ERK 1/2 no tecido cardiaco em comparagao com
os grupos Dia e Dia-Cas, respectivamente (Figura 2A).

A Figura 2B (andlise através de ANOVA de uma via) mostra
que o tratamento de seis semanas de grupos diabéticos
(p<0,05) e castrados diabéticos (p<0,001) com exercicio
aumentou significativamente os niveis de proteina P-ERK
1/2 no coragao em comparagao com os grupos diabéticos e
castrados diabéticos, respectivamente.

De acordo com a Figura 2C (andlise através de ANOVA
de duas vias), seis semanas de terapia de combinagdo com
testosterona e exercicios em ratos diabéticos reforgou
significativamente (p<0,001) os niveis de proteina P-ERK 1/2
no tecido cardiaco em comparagdo com o grupo diabético.
Também, a terapia de combinagdo com testosterona e
exercicios em ratos diabéticos demonstrou um efeito de
aumento significativo sobre os niveis de proteina P-ERK 1/2
em comparagao com os grupos de testosterona (p<0,05)
ou exercicio (p<0,01).

A Figura 2D mostra que, no grupo diabético-castrado,
a terapia de combinacdo com testosterona e exercicios
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Figura 1 - A) Efeito de tratamento de 6 semanas sobre niveis de proteina P-AKT no tecido cardiaco de grupos diabéticos e castrados diabéticos; B) Efeito de 6 semanas
de exercicio sobre niveis de proteina P-AKT no tecido cardiaco de grupos diabéticos e castrados diabéticos; C) Efeitos de 6 semanas de testosterona e exercicios em
niveis de proteina P-AKT no tecido cardiaco de grupo diabético; D) Efeitos de 6 semanas de testosterona e exercicios sobre niveis de proteina P-AKT no tecido cardiaco
do grupo de castrados diabéticos (d), Os dados sdo expressos como médiax EPM para 7 animais. * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 versus o grupo Dia, &&& p<0,001
versus o grupo Dia-T, @@ p<0,01 versus o grupo Dia-E, +++ p<0,001 versus o grupo Dia-Cas, A p<0,05 versus o grupo Dia-Cas-E, A p<0,05versus o grupo Dia-Cas-T.
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Figura 2 - A) Efeito de 6 semanas de tratamento de testosterona sobre niveis de proteina P-ERK 1/2 no tecido cardiaco de grupos diabéticos e castrados diabéticos;
B) Efeito de 6 semanas de exercicios fisicos sobre os niveis de proteina P-ERK 1/2 no tecido cardiaco de grupos diabéticos e castrados diabéticos; C) Efeitos de 6
semanas de testosterona e exercicios sobre os niveis de proteina P-ERK 1/2 no tecido cardiaco do grupo diabético; D) Efeitos de 6 semanas de testosterona e exercicios
sobre os niveis de proteina P-ERK 1/2 no tecido cardiaco do grupo de castrados diabéticos. Os dados sdo expressos como médiax EPM para 7 animais. *p<0,05, ***
p<0,001 versus o grupo Dia. & p<0,05 versus o grupo Dia-T. @ p<0,05, @@ p<0,01 versus o grupo Dia-E. + p<0,05, ++ p<0,01, +++ p<0,001 versus o grupo Dia-Cas.
A p<0,05 versus o grupo Dia-Cas-E. A p<0,05 versus o grupo Dia-Cas-T.
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aumentou significativamente (p<0,001) os niveis de proteina-ERK
/2 no tecido cardiaco em comparagao com o grupo diabético-
castrado. Além disto, a terapia de combinagao com testosterona
e exercicios em ratos diabéticos castrados demonstrou um efeito
de aumento significativo (p<0,05) sobre niveis de proteina P-ERK
1/2 em comparagao com grupos de testosterona ou exercicio.
A andlise de dados do grupo sham nao demonstrou diferenca
significativa em comparagdo com o grupo diabético (dados
nao-fornecidos).

Observacoes histopatologicas

Efeitos da testosterona e exercicios voluntarios em tecidos
do miocardio em ratos diabéticos tipo I e castrados diabéticos

De acordo com a Figura 3 e a tabela 1A, analisada através
do teste de Mann-Whitney U, a castracdao aumentou o
edema intersticial (significativamente, p<0,05), infiltragao
de leucécitos, e a mionecrose no grupo diabético.
No grupo diabético, o tratamento com testosterona resultou

em uma acentuada atenuagao do edema intersticial, infiltragao
de leucécitos e mionecrose (significativamente, p<0,05) em
comparagao com o grupo diabético. Além disto, os ratos no
grupo diabético, apds treinamento fisico de seis semanas,
tinham diminuidos edema intersticial, infiltracao de leucdcitos
(significativamente, p<0,05) e mionecrose (significativamente,
p<0,001) (Tabela 1B). A terapia de combinagdo com testosterona
e exercicios em ratos diabéticos demonstrou um efeito de
diminuigao sobre os danos dos tecidos do miocardio em
comparacao com os grupos Dia, Dia-E e Dia-T (Tabela 1C).
ATabela TA demonstrou que no grupo Dia-Cas, o tratamento de
testosterona resultou em uma acentuada atenuagao do edema
intersticial (significativamente, p<0,05), infiltracao de leucdcitos
(significativamente, p<0,01) e mionecrose (significativamente,
p<0,001) em comparagao com o grupo Dia-Cas. Além disto,
0s ratos que se exercitaram por seis semanas no grupo Dia-
Cas tinham diminuidos edema intersticial (significativamente,
p<0,01), infiltragao de leucécitos (significativamente, p<0,05)
e mionecrose (significativamente, p<0,01) em comparagao
com o grupo Dia-Cas (Tabela 1B). A andlise de Mann-Whitney

Figura 3 — A-H) As imagens histologicas de microscopia de luz dos tecidos do ventriculo esquerdo coradas com hematoxilina e eosina (40 x HE). A) Grupo Dia; B)
Grupo Dia-T; C) Grupo Dia-E; D) Grupo Dia-T-E; E) Grupo Dia- Cas; F) Grupo Dia- Cas-T; G) Grupo Dia- Cas-E, H) Grupo Dia- Cas-T-E.
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Tabela 1 - A) Efeito de 6 semanas de tratamento de testosterona sobre as alteragdes histolégicas de cardiomiécitos em grupos diabéticos e
castrados diabéticos; B) Efeito de 6 semanas de exercicios fisicos sobre as alteragoes histolégicas de cardiomiécitos em grupos diabéticos
e castrados diabéticos; C) Efeitos de 6 semanas de testosterona e exercicios alteragdes histologicas de cardiomiécitos em grupo diabético;
D) Efeitos de 6 semanas de testosterona e exercicios alteragoes histoldgicas de cardiomidcitos em grupo de castrados diabéticos

A Edema intersticial Infiltragéo de leucdcitos Necrose e congestao de cardiomiocitos
Dia 167+ 0,78 242+0,78 2,57+0,53

Dia-Cas 2,71+0,48" 2,8571+0,37 300

Dia-T 1,71 £ 0,75++ 1+1++ 0,85 £0,89"+++

Dia-Cas-T 1,85 + 0,69+ 1,42 £0,78* ++ 1,42 + 0,05 +++

B Edema intersticial Infiltragéo de leucdcitos Necrose e congestao de cardiomiécitos
Dia 1,67+ 0,78 2,42+0,78 2,57 +0,53

Dia-Cas 2,71+£0,48* 2,8571+0,37 30+0

Dia-E 1,42 0,53 1,28 £ 1* 1,0 £0*

Dia-Cas-E 1,85 £0,37 ++ 2,14 + 0,69007+@ 2,14 £0,69++@@

C Edema intersticial Infiltragéo de leucdcitos Necrose e congestao de cardiomiécitos
Dia 1,57+ 0,78 2,42%0,78 2,57 +0,53

Dia-T 1,71+0,75 1,85+ 0,37 0,85+ 0,89

Dia-E 1,42 £0,53 1,28 +1.00* 1,0 £ 0%

Dia-T-E 1,85 0,37 2,14 £ 0,69* 2,14 £0,69**

D Edema intersticial Infiltragao de leucdcitos Necrose e congestdo de cardiomidcitos
Dia-Cas 2,71+0,48 2,8571+0,37 300

Dia-Cas-T 1,85 + 0,69+ 1,42 £0,78++ 1,42 £ 0,05+++

Dia-Cas-E 1,85 £ 0,37++ 2,14 + 0,69007+ 2,14 £0,69++

Dia-Cas-T-E 1,28 £ 0,48++A 1,28 +0,48+++A 1,28 £ 0,48+++A

Os dados sdo expressos como médiax EPM para 7 animais. * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 versus o grupo Dia. @ p<0. 05, @@ p<0. 01 versus o grupo Dia-E. +

p<0,05, ++ p<0,01, +++ p<0,001 versus o grupo Dia-Cas. A p<0,05 versus o grupo Dia-Cas-E.

U demonstrou que a terapia de combinagdo com testosterona
e exercicios em ratos diabéticos castrados diminuiu o edema
intersticial (significativamente, p<0,01), a infiltragao de leucécitos
e mionecrose (significativamente, p<0,001) em comparagdo com
o grupo Dia-Cas (Tabela 1D).

Efeitos da testosterona e exercicios voluntarios sobre a
densidade microvascular (DMV) em ratos diabéticos tipo |
e castrados diabéticos

A ANOVA de uma via mostrou que a castracao diminuiu
significativamente (p<0,01) o nimero de DMV no tecido
cardiaco de ratos diabéticos. O tratamento dos grupos Dia e
Grupo Dia-Cass com testosterona reforcou significativamente
(p<0,01) o niimero de DMV em comparagao com os Grupos Dia
e Dia-Cass, respectivamente (Tabela 2A). A Tabela 2B mostrou que
nos Grupos Dia e Dia-Cass, treinamento fisico de seis semanas
aumentou significativamente (p<0,01) significativamente o
nimero de DMV no tecido cardiaco em comparagao com os
Grupos Dia e Dia-Cass, respectivamente. De acordo com a tabela
2C (andlise através de ANOVA de duas vias), seis semanas de
terapia de comparacao com testosterona e exercicios em ratos
diabéticos reforgou significativamente (p<0,001) o nimero

de DMV no tecido cardiaco em comparagdo com o grupo
diabético. Além disto, a terapia de combinagao com testosterona
e exercicios em ratos diabéticos mostrou um efeito de aumento
significativo (p<0,01) sobre o nimero de DMV em comparagao
com os grupos tratados com testosterona ou exercicio. A Figura
2D (andlise de ANOVA de duas vias), mostra que, no grupo
diabético-castrado, seis semanas de terapia de combinagdo com
testosterona e exercicios aumentou significativamente (p<0,001)
o ndmero de DMV no tecido cardiaco em comparagao com o
grupo diabético-castrado. Além disto, a terapia de combinacao
com testosterona e exercicios em ratos diabéticos-castrados
apresentou um efeito de aumento significativo (p<0,05) sobre
o nimero de DMV em comparagdo com grupos tratados com
exercicios. A andlise de dados para o grupo sham nao demonstrou
diferencas significativas em comparacao com o grupo diabético
(dados nao-fornecidos).

Discussao

Neste estudo, fornecemos novas informagoes de que a
testosterona e os exercicios aumentaram os niveis de P-AKT e
P-ERK 1/2 no tecido cardiaco de ratos diabéticos tipo I. Nossas
descobertas mostraram que a castracao prejudicou a ativacao de
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Tabela 2 - A) Efeito de 6 semanas de tratamento de testosterona sobre as DMV de tecidos cardiacos de grupos diabéticos e castrados
diabéticos; B) Efeito de 6 semanas de exercicios fisicos sobre as DMV de tecidos cardiacos de grupos diabéticos e castrados diabéticos;

C) Efeitos de 6 semanas de testosterona e exercicios sobre as DMV de tecidos cardiacos do grupo diabético; D) Efeitos de 6 semanas de
testosterona e exercicios sobre as DMV de tecidos cardiacos de grupo de castrados diabéticos

A Dia Dia-Cas Dia-T Dia-Cas-T
Densidade microvascular * ++ ++
239,57+11,76 196,00+14,70 281,009,50 245,42+9,66
B Dia Dia-Cas Dia-E Dia-Cas-E
Densidade microvascular * ++ ++
239,57+11,76 196,00+£14,70 269,1429+12,42 226,57+28,17
C Dia Dia-T Dia-E Dia-T-E
&&
Densidade microvascular @@
239,57+11,76 281,00£9,50 269,1429+12,42 305,7143+9,4
D Dia-Cas Dia-Cas-T Dia-Cas-E Dia-Cas-T-E
+++
Densidade microvascular +H + A
196,00+14,70 245,42+9,66 226,57+28,17 259,14+7,96

Os dados séo expressos como médiax EPM para 7 animais. ** p<0,01, *** p<0,001 versus o grupo Dia. && p<0. 01versus o grupo Dia-T. @@ p<0. 01 versus o
grupo Dia-E. +p<0,05, ++ p<0,01, +++ p<0,001 versus o grupo Dia-Cas. A p<0,05 versus o grupo Dia-Cas-E.

AKT e ERK 1/2 no tecido cardiaco de ratos diabéticos, e a terapia
de reposicao de testosterona aumentou os niveis destas proteinas.
Especificamente, demonstramos que o tratamento simultdneo
de ratos diabéticos e castrados-diabéticos com testosterona
e exercicios teve um efeito sobre a ativacao destas proteinas.
O presente estudo revelou que os niveis de P-AKT e P-ERK
1/2 foram reforgados em grupos treinados com exercicios em
comparagao com os grupos sedentdrios. Além disto, a testosterona
e os exercicios induziram alteragbes histolégicas, como a
organizagao do tecido e a vascularizacao no tecido cardfaco.
Brevemente, os danos aos miocérdios dos ratos diabéticos e
diabéticos-castrados diminuiu com o tratamento com testosterona
ou treinamento fisico. Adicionalmente, o tratamento simultineo
com testosterona e exercicios aumentou a vascularizagio no tecido
cardiaco de ratos diabéticos e diabéticos-castrados.

A condigdo diabética altera mecanismos de neovascularizacao
e prejudica a homeostase vascular. Assim, a angiogénese e a
densidade capilar diminufram nos coragdes de ratos diabéticos.'®
Similarmente, estudos clinicos mostraram uma anormalidade
na vasodilatagao dependente do endotélio em pacientes com
diabetes." Foi observado que as diabetes causam perturbagoes
estruturais e funcionais no miocardio através de fibrose do
miocardio, formagdo de coldgeno, a formacao de coldgeno,
hipertrofia dos miécitos, disfungdo mitocondrial, e acumulagao
de ERRO.? Foi constatado que a expressao cardiaca de FCEV-A e
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seus receptores foi reduzida em ratos diabéticos e no miocardio
de humanos com diabetes.'

Diversos fatores podem afetar a angiogénese no coragao de
individuos diabéticos; a testosterona e exercicios sao 0s mais
notaveis entre tais fatores.'**? Assim, androgénios, incluindo a
testosterona, mediam efeitos biolégicos sobre todos os aspectos
de mecanismos celulares, incluindo a proliferagao, diferenciacao
e homeostase. Adicionalmente, foi notado que a testosterona
estd envolvida na proliferagao de células endoteliais e na
angiogénese, uma vez que a suplementagao de testosterona
aumenta a angiogénese nos coragoes de ratos castrados.?
Além disto, estudos anteriores mostraram que deficiéncia
de testosterona é comum em homens diabéticos e em ratos
diabéticos induzidos por estreptozotocina.?** Testes clinicos
relataram uma maior prevaléncia de hipogonadismo em homens
diabéticos em comparagdo com nao-diabéticos.? E visto que
individuos diabéticos tipo | possuem menor testosterona livre
em comparagao com individuos controle.?® Estas observagoes
e outras evidéncias cientificas sugerem que a deficiéncia de
testosterona contribui, ou pelo menos esta associada a fatores de
riscos cardiovasculares em individuos diabéticos.?”** Em nosso
estudo, a terapia com testosterona aumentou a vascularidade
no miocardio dos Grupos Dia e Dia-Cass.

Uma vez que atividade fisica regular de intensidade
moderada pode reduzir o risco de doenca cardiovascular, ela
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é recomendada para pacientes com diabetes tipo | (T1DM).»
Diversas linhas de evidéncia sugerem que exercicios aumentam
a angiogénese.*® Nossos resultados mostraram DMV aumentada
e intersticial, infiltracdo de leucécitos, e mionecrose diminuidas
no tecido cardiaco dos Grupos Dia e Dia-Cass.

Para elucidar os mecanismos da testosterona e exercicios para
promover a angiogénese, avaliamos AKT e ERK1/2 nas protefnas
relacionadas a angiogénese. PI3K/Akt e MEK/ERK sao duas
principais vias de sinalizacao celular, ativadas pela insulina,*'*? e
exercem um papel grandioso durante a angiogénese.** A AKT é
expressada no tecido cardiaco em altos niveis.>* Foi demonstrado
que os eixos de sinalizacdo PI3K-AKT e MAPK-ERK regulam
diversos passos criticos na angiogénese.*3¢ Dobrzynski et al.”
seus colegas demonstraram que ratos diabéticos induzidos por
estreptozotocina tiveram redugbes significativas em atividade
cardiaca de AKT e o tratamento com insulina de ratos diabéticos
por estreptozotocina melhorou  a fosforilagdo retiniana de AK.
Além disto, foi relatado que o pré-tratamento com insulina de
células de hepatoma aumentou especificamente a fosforilagao
de ERK1/2 induzida pelo hormoénio de crescimento.*

E visivel que a testosterona aumentou a fosforilagao de AKT
e ERK1/2 em cardiomidcitos de ratos neonatais.*® Parece que a
testosterona aumenta os niveis de HIF-1a e FCEV-A™ que atuam
como os principais reguladores de neovascularizagao através
de sinalizacao fosfo-AKT/AKT. Além disto, a testosterona pode
realcar os niveis de FDS-12, o que diminui a apoptose e aumenta
a angiogénese.™

Diversas linhas de evidéncia sugerem que exercicios podem
aumentar a angiogénese através do aumento de fosforilagdo de
FCEV e NO Endotelial pela AKT no coracdo pés-isquémico a
falhar em ratos.>?#° Além disto, foi revelado que exercicios podem
ativar ERK no musculo esquelético de roedores.*’ Em relagdo a
isto, mostramos que exercicios voluntarios aumentam P-AKT e
P-ERK cardiacos em ratos diabéticos e castrados diabéticos, o
que pode causar a angiogénese. Outros mecanismos possiveis
sao o aumento de FCEV-A e a diminuicao de estresse oxidativo
através de exercicios voluntarios.'®

Adicionalmente, pela primeira vez, nosso estudo mostrou
que o tratamento com testosterona e exercicios fisicos teve um
efeito aditivo sobre a diminuicao de lesdo tecidual, vascularidade
e ativacao de AKT e ERK nos coracbes de ratos diabéticos. Em
concordancia com o nosso estudo, Fry e Lohnes** mostraram
que exercicios de resisténcia podem provocar uma resposta de
elevacao de testosterona, que explica parcialmente a hipertrofia
muscular observada em atletas. Também foi relatado que quando
exercicios sao adicionados a suplementacao de testosterona,
processo de remodelagao cardiaca, como alteragoes estruturais
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