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INTRODUCAO

O diabetes mellitus tipo 1 €& uma doenca autoimune cronica,
caracterizada por destruicdo gradual e especifica das células beta pancreaticas
produtoras de insulina. O processo inflamatorio causador desta destruicdo
pode durar varios anos e resulta em completa destruicdo destas células,
hiperglicemia e dependéncia de insulina ao longo da vida (1).

A incidéncia de diabetes tipo 1 vinha estavel e relativamente baixa na
primeira metade do século 20, mas apresentou claro aumento logo apés a
metade do século, principalmente em alguns dos paises da Europa Central e
Oriental (2) (3). A International Diabetes Federation (IDF) reportou que em
2011 a populacdo mundial total de criangcas com diabetes em faixa etaria
abaixo de 15 anos foi de 1.900.000; destes, 490.100 apresentavam diabetes
tipo 1, sendo diagnosticados 77.800 novos casos por ano, representando um
aumento anual de 3% (4).

Complicagcbes em longo prazo do diabetes incluem retinopatia com
potencial perda de visdo, nefropatia levando a insuficiéncia renal, neuropatia
periférica com risco de Ulceras nos pés, amputacdo e neuropatia autonémica
causando sintomas gastrointestinais, no trato génito-urinario e disfuncéo sexual
(5). O diabetes tipo 1 também determina risco aumentado para doenca
cardiovascular ateroscleroética (5). Uma maior taxa de mortalidade decorrente
de doenca arterial coronariana em individuos com diabetes tipo 1 € bem
descrita na literatura, independente de faixa etaria ou género (6) (7). Apesar de

apresentar reducdes no nivel de mortalidade ao longo da historia, a prevaléncia
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de doenca arterial coronaria permanece elevada em individuos com 20 a 30
anos de diagnéstico (8).

Na patogénese da doenca aterosclerdtica identifica-se inicialmente uma
mudanca qualitativa da monocamada de células endoteliais que reveste a
superficie interna das artérias quando expostas a estimulos irritativos como
hipertensdo, dislipidemia, ou mediadores pro-inflamatérios. Tais estimulos
induzem as células endoteliais a expressarem moléculas de adesado, que
recrutam leucécitos para sua superficie. Paralelamente ocorrem alteracdes na
permeabilidade do endotélio e na composicdo da matriz extracelular sob o
endotélio, promovendo a entrada e retencao de colesterol com lipoproteinas de
baixa densidade (LDL) (9). Componentes bioquimicamente modificados destas
particulas podem induzir a adesdo dos leucdcitos, e particulas intactas
modificadas sofrem endocitose por macréfagos, levando ao acumulo
intracelular do colesterol. Na progressdo, mediadores direcionam os leucdcitos
para camada intima, a mais interna da artéria, onde 0os mondcitos, 0s mais
numerosos glébulos brancos em placa, diferenciam-se em macréfagos que
engolfam particulas de lipoproteinas e se tornam células espumosas (10).

O recrutamento de células musculares lisas da camada média para a
camada intima também esta envolvido na formacdo da placa aterosclerética
(ateroma). ApO0s a migracdo da camada média para intima, as ceélulas
musculares lisas proliferam em resposta a mediadores, tais como fatores de
crescimento derivados de plaquetas, e produzem moléculas da matriz
extracelular, incluindo colageno intersticial e elastina, para formar uma capa
fibrosa que cobre a placa. Esta capa geralmente recobre células espumosas e

células musculares lisas mortas que liberam lipideos que se acumulam no
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centro da placa. A liberacédo ineficaz das células mortas pode promover o
acumulo de detritos celulares e lipidios extracelulares, denotando um nucleo
central necrotico rico em lipideos (11).

A placa aterosclerotica pode determinar manifestacdes clinicas,
produzindo limitacdo de fluxo sanguineo se causar estenoses, levando a
isquemia do tecido, ou por formacgéo de trombos que podem interromper o fluxo
de sangue no local ou ainda se soltar e se alojar em artérias distais para
provocar doenca trombética aguda vascular, incluindo infarto do miocardio,
acidente vascular cerebral e morte subita (9).

A disfuncdo endotelial precede, e € importante na patogénese da
aterosclerose (12) (13). Técnica ndo invasiva como ultrassonografia demonstra
que a resposta vasodilatadora braquial para hiperemia reativa € intimamente
relacionada com a resposta vasodilatadora coronaria a acetilcolina (13). Estes
resultados demonstram a utilidade de métodos néo invasivos para avaliar a
funcdo endotelial antes e durante todas as fases de desenvolvimento e
tratamento da aterosclerose, evidenciando que a disfuncdo endotelial € um
processo generalizado e ndo estd necessariamente confinada a leitos
vasculares com aterosclerose clinicamente manifesta.

A prética regular de exercicio fisico possui impacto relevante na
prevencdo da disfuncdo endotelial em patologias como hipertensdo (14),
insuficiéncia cardiaca (15) e diabetes mellitus (16). Além dos efeitos
promovidos pelo exercicio fisico regular, existem evidéncias de que uma Unica
sessao de exercicio fisico pode proporcionar melhorias na fungcéo endotelial na

maioria destas populacbes (17) (18). No entanto, temos uma lacuna
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consideravel a ser preenchida em relacdo a resposta da funcdo endotelial ao
exercicio fisico em pacientes com diabetes mellitus tipo 1.

Portanto, decidimos revisar os aspectos envolvidos na recuperacao do
endotélio, contextualizando o leitor sobre as respostas cronicas e agudas do
exercicio fisico na funcdo endotelial. Por fim, considerando a caréncia de
informacdes sobre as respostas do exercicio fisico em pacientes com diabetes
mellitus tipo 1, conduzimos um estudo original que apresenta os efeitos agudos
de uma Unica sessdo de exercicio aerébico e uma Unica sessdo de exercicio
resistido sobre os niveis de células progenitoras endoteliais (CPE) circulantes e

hiperemia reativa avaliada por pletismografia no diabetes tipo 1.
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REVISAO DE LITERATURA

2.1 Funcéo endotelial

A parede arterial comp&e-se de conjunto de trés camadas: intima, média
e adventicia (19). E na intima que encontramos o endotélio, uma Unica camada
de células com importante fungcdo na modulacdo da angiogénese vascular,
respostas inflamatérias, homeostase, bem como tdnus vascular e
permeabilidade (20). Esta funcdo de protecdo vascular é particularmente
atribuida a oxido nitrico sintase endotelial (eNOs), uma enzima responsavel
pela producédo do 6xido nitrico (NO). O NO dependente do endotélio pode ser
estimulado por diferentes fatores fisiologicos, entre eles, forcas fisicas,
horménios circulantes (catecolaminas, vasopressina, aldosterona), produtos
plaguetarios de serotonina (adenosina difosfato - ADP), autacoéides (histamina,
bradicinina) e prostaglandinas (21). A capacidade de dilatar todos os tipos de
vasos sanguineos, estimulando a guanilato ciclase soluvel e aumentando a
guanosina monofosfato ciclico (GMPc) nas células do musculo liso € a principal
contribuicdo do NO (22).

A diminuicdo da producédo de NO, biodisponibilidade local reduzida, e/ou
resposta vasomotora insuficiente caracterizam a disfuncdo endotelial. Sua
avaliacdo pode ser feita dosando marcadores como moléculas de adesao,
citocinas e prostandides no sangue ou em avaliacao funcional pela medicédo da
dilatacdo dependente do endotélio in vivo, quer em resposta a agonistas ou a

mudancas no fluxo do antebraco, coronarias, ou circulacdo periférica (23). O
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método de avaliacdo da dilatacdo mediada pelo fluxo (flow-mediated dilatation -
FMD) por ultrasonografia mostrou resultados capazes de predizer eventos
cardiovasculares (24), e embora seja um método indireto para avaliar a funcao
endotelial, € ndo invasivo e, portanto, tem sido amplamente utilizado (25) (26).
Outro método ndo invasivo capaz de avaliar a funcdo endotelial é a
pletismografia de oclusédo venosa (venous occlusion plethysmography), técnica
utilizada para verificacdo da resposta vasomotora de membros superiores e
inferiores (17) que apresenta boa correlagdo com o meétodo realizado por
ultrasonografia (27) (28). A verificacdo do fluxo de sangue dos membros por
pletismografia de oclusdo venosa baseia-se na avaliacdo das mudancas no
volume do membro avaliado em uma correspondente mudanca na
circunferéncia captadas por um sensor elastico (strain gauge) localizado na
maior circunferéncia do antebraco ou da perna (29). Por ser uma técnica que
avalia mudancgas na circunferéncia do membro, a pletismografia de oclusao
venosa analisa ndo somente a resposta endotelial, mas também a
microvascular (30). Assim, o termo hiperemia reativa é utilizado para expressar
os resultados de reatividade vascular obtidos da pletismografia de oclusao
venosa (17) (31).

A disfuncdo endotelial é fato evidenciado em pacientes com diabetes
(32), hipertensao arterial (33) e dislipidemia (34). Ha disfuncédo endotelial em
pacientes com diabetes, mesmo quando ajustes para género e idade sao feitos
(35). Silva e colaboradores demonstraram que terapia com insulina subcutanea
nao interfere na funcdo endotelial venosa em pacientes com diabetes com
glicemia e presséao arterial estaveis (36). Apesar do bom controle metabdlico,

pacientes com diabetes apresentam funcdo endotelial venosa e arterial
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prejudicadas na presenca de microalbumindria, sugerindo que outros fatores
estdo envolvidos na sua patogénese (25).

Equilibrio entre a lesdo endotelial e recuperacédo do endotélio € de suma
importancia para a manutencdo do endotélio integro, e ocorre continuamente
(37). Na fase pés-natal, a formacdo de vasos sanguineos ocorre através de
angiogénese, arteriogénese e vasculogénese. Embora a angiogénese refira-se
ao processo de crescimento de células endoteliais maduras que brotam de
vasos pré-existentes por meio de migracdo e proliferacdo, o termo
arteriogénese é usado para descrever a maturacdo dos vasos por meio de
recrutamento de células do musculo liso vascular para cobrir os canais de
células endoteliais e proporcionar estabilidade e controle da perfusédo (38). Por
muitos anos se acreditou que a vasculogénese caracterizava somente o
processo de formacdo de vasos sanguineos no embrido por meio de
diferenciacdo das células precursoras (angioblastos) em células endoteliais, as
quais estruturam uma rede vascular primitiva (39). Em 1997, Sahara e
colaboradores demonstraram a diferenciacdo de células da fracdo
mononucleada de sangue periférico humano em células endoteliais. As células
foram caracterizadas inicialmente pelo fenétipo CD34+ (1% da fracdo
mononuclear), percursor comum para células tronco hematopoiética e
angioblastos, onde apds sete dias em cultura observaram-se a expressao de
multiplos fendtipos endoteliais como Flk-1/KDR (Flk-1 € também conhecido
como VEGFR-2 em ratos, e KDR em humanos sendo homélogo do VEGFR-2),
CD31+, Tie-2 e E-selectina. Este achado demonstrou a diferenciagao in vitro
em células endoteliais, quebrando assim, o conceito de que a neoangiogénese,

consistente com a vasculogénese, seria restrita a embriogénese (40). Hoje é
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aceito que, logo apo6s o0 nascimento, a medula 6ssea humana contém um
subtipo de células progenitoras com capacidade de migrar para a circulacéao
periférica e se diferenciar em células endoteliais maduras para manter a
integridade dos vasos (41). Tais ceélulas foram denominadas de células
progenitoras endoteliais (CPE) e podem ser quantificadas por ensaios
funcionais de cultura celular e/ou imunofluorométricos por citometria de fluxo
(42) (43). No entanto, ensaios de cultura celular sédo prejudicados pela
dificuldade de padronizagéo e prolongado tempo requerido fazendo com que a
opcdo de analise por citometria de fluxo seja muitas vezes a mais viavel e
reprodutivel (44).

Inicialmente, as CPE da medula dssea s&o caracterizadas pela
expressdo de trés marcadores de superficie, CD133", CD34", e o receptor do
fator de crescimento endotelial vascular (VEGFR-2 ou KDR). Durante a
diferenciacdo, as CPE perdem a expressao de CD133" e comegam a expressar
além de CD34" e KDR", os marcadores CD31", VE-cadherin® e fator de von
Willebrand (fvW), caracteristicos de células endoteliais (45). Vérias
combinacdes de marcadores de superficie sdo descritos como sendo de CPE,
incluindo, CD34'/CD133"/KDR*, CD34'/VE-cadherin®, CD45/CD34'/KDR",
CD45'/CD34'/KDR* (45), no entanto, CD45%™"/CD34"/KDR" demonstra ser
uma combinacdo altamente confiavel para classificacdo desta populacdo de
células (44) (46), que representa 0,01 a 0,0001% da fragdo mononucleada do
sangue periférico (47).

As CPE circulantes exercem funcéo de reparo enddgeno para manter a
integridade da monocamada endotelial através da substituicdo das células

lesadas. Em ratos, as CPE coletadas da medula 6ssea de animais saudaveis,
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ao serem transplantadas por via venosa para modelos animais
imunodeficientes, sdo capazes de se direcionar, proliferar e integrar a parede
dos capilares entre os midcitos esqueléticos de membros inferiores submetidos
a isquemia, bem como, os focos de neovascularizacédo de feridas subcutaneas
e de infarto do miocardio (41). O potencial de neovascularizacdo das CPE do
sangue periférico humano foi confirmado mais tarde em ratos que aumentaram
a perfusdo de membros inferiores expostos a isquemia, chegando a niveis
similares aos do membro ndo isquémico apoés a infusdo intracardiaca de CPE
humanas (48).

O numero de CPE circulantes tem sido usado como biomarcador para
predicéo de risco cardiovascular. A correlacdo do nimero destas células com o
grau de estenose adrtica (49), gravidade da doenca arterial coronariana (50),
fatores de risco cardiovascular (43), funcao endotelial avaliada por FMD (43) ja
foi demonstrada. Alem disso, risco reduzido de morte por causas
cardiovasculares, revascularizagdo e hospitalizacdo foi observado em
individuos com maior nimero de CPE circulantes (51), demonstrando a
importancia desta populacéo de células.

Em face do acima descrito, é de esperar que individuos com diabetes
tipo 1 apresentem reducdo de CPE circulantes no sangue periférico. Adultos
jovens com diabetes tipo 1, livres de complicacbes cronicas apresentam um
menor numero de CPE com fenotipo especifico para CD34 +/ KDR + (52) e
CD34+/ CD133+ / CD31+ em relacédo a individuos controles, e este numero
apresentou correlacdo positiva com funcdo endotelial avaliada por FMD (53).
Células expressando marcadores, como CD34+VE-cadherin+, CD133+VE-

cadherin+ e CD133+VEGFR-2+ também estdo reduzidas em pacientes com
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diabetes tipo 1 quando comparados a controles saudaveis. Independente do
marcador utilizado para expressar as CPE, todos demonstram correlacao
negativa com controle glicémico e positivo com funcé&o endotelial avaliada por
FMD (54), podendo ser potencializada a reducdo destas células com o
estabelecimento e progressdo de complicacbes cronicas, o que foi
demonstrado, por exemplo, para retinopatia (55). Criancas e adolescentes com
diabetes tipo 1 j& apresentam menor nimero de CPE em relagcédo a controles
saudaveis, demonstrando também, uma correlacdo inversa com a funcao
endotelial e controle glicémico (56) (57). Fatores como estresse oxidativo (58) e
hiperglicemia (59) sdo apontados como sendo alguns dos determinantes para a
reducdo do numero e funcao das CPE no diabetes. Assim, tendo em vista que
a correlacao positiva entre CPE e funcéo endotelial ja pode ser evidenciada em
criancas e adolescentes, presume-se que as anormalidades da funcéo
endotelial que precedem o desenvolvimento de lesdes arteriais clinicamente
evidentes, bem como a capacidade comprometida de regeneracdo do endotélio
resultam em um aumento do risco de desenvolvimento de alteracdes
ateroscleroticas precoces podendo assim predizer eventos cardiovasculares
futuros nesta populacgéo (60).

Varias interven¢gbes mostraram, em pacientes com diabetes, melhorar a
disfuncéo endotelial, tais como dieta (61), exercicio fisico (62), insulina (63),
estatinas (64), e metformina (65). Muitas vezes, no entanto, € dificil saber
exatamente se a melhora de funcdo endotelial por estas intervencdes se deveu
a intervencédo por si s ou a correcao da hiperglicemia (66). Exercicio fisico é
intervencdo que sabidamente melhora fungdo endotelial em individuos com

diabetes (62) (67). No entanto, poucos estudos foram realizados em pacientes
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com diabetes tipo 1, assim como a exploracédo de diferentes tipos de exercicio

nesta populacéo especifica.

2.2 Efeito da atividade fisica habitual na vasodilatacdo dependente do

endotélio e no namero de células progenitoras endoteliais circulantes.

A atividade fisica pode ser definida como “qualquer movimento corporal
produzido pela musculatura esquelética que cause dispéndio energético” (68).
Aléem da melhora da tolerancia ao exercicio, a atividade fisica habitual esta
associada com risco reduzido de eventos cardiovasculares e €, portanto, um
componente central de prevencdo primaria e secundaria das doencas
cardiovasculares (69). De fato, ha evidéncias de que a longevidade esta
associada a aptidao fisica em individuos saudaveis, em pacientes com risco
cardiovascular e naqueles com aterosclerose estabelecida (70) e que uma
reducdo na atividade fisica diaria por apenas cinco dias jA promove prejuizos
na funcéo endotelial em individuos saudaveis (71).

Sabe-se que a melhora na funcéo endotelial avaliada por FMD depende
de niveis elevados de atividade fisica habitual, tanto em individuos saudaveis
(72), como em pacientes com doenca arterial coronariana (73). Utilizando o
guestionario internacional de atividade fisica (IPAq) Siasos e colaboradores
demonstraram recentemente que o0 niveis de atividade fisica diaria estéo
associados com a FMD de individuos de meia idade e idosos (74). Em
adolescentes, os niveis de atividade fisica diaria também associaram-se

fortemente com FMD (75) demonstrando a importancia de uma vida
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fisicamente ativa independente da idade para manutencdo ou aprimoramento
da capacidade de dilatacdo dependente do endotélio.

Aumento significativo no numero de CPE foi observado quando um
volume de caminhada igual ou maior a 4 horas por semana foi realizado por
pacientes que sofreram infarto agudo do miocéardio (76). O aumento nesta
populacdo de células também foi demonstrado em pacientes com doenca
arterial coronariana que apresentavam maior dispéndio energético diario (73).
Visto que o numero de CPE também aumenta em criangcas quando
acrescentado maior volume semanal de atividades esportivas escolares (77),
podemos concluir que niveis elevados de atividade fisica habitual podem
contribuir na melhora da disfungdo endotelial por proporcionar aumento no
namero de CPE circulantes.

Niveis de atividade fisica habitual em pacientes com diabetes tipo 1
parecem nao diferir de individuos saudaveis (78). Niveis mais elevados de
atividade fisica em pessoas com diabetes determinam menor risco de
mortalidade, porém, o dispéndio energético destes pacientes é influenciado
negativamente por fatores como idade, sexo feminino, indice de massa
corporal (IMC), nivel de hemoglobina glicada (HbAlc) e duracdo do diabetes
(79). Individuos com diabetes tipo 1 que apresentam niveis classificados como
moderados de atividade fisica ja apresentam menor risco de morte prematura
por todas as causas quando comparados aos com baixos niveis de atividade
fisica (79). Mesmo faltando evidéncias diretas da avaliacdo da fungdo vascular
e/ou numero de CPE com atividade fisica habitual em individuos com diabetes
tipo 1, podemos inferir a importancia do envolvimento de pacientes com

diabetes em atividades fisicas regulares e hipotetizar uma contribuicdo do
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aprimoramento da funcdo vascular e das CPE nos beneficios da atividade

fisica regular nestes pacientes.

2.3 Efeitos agudos do exercicio fisico aerdobico na vasodilatacao

dependente do endotélio.

O exercicio diferencia-se da atividade fisica por ser planejado,
estruturado e repetitivo (treinamento fisico) e ter como objetivo final ou
intermediario a melhoria ou manutenc¢édo do condicionamento fisico (68). Uma
Gnica sessdo maxima ou submaxima de exercicio pode aumentar a capacidade
vasodilatadora dependente do endotélio. Teste cardiopulmonar de esforco
maximo em cicloergbmetro promove aumento da hiperemia reativa no
antebraco em mulheres saudaveis apos 10 e 60 minutos do teste, porém, a
resposta induzida pelo exercicio desaparece quando analisada em tempos
mais prolongados como 2 horas (80). Em homens jovens saudaveis uma
sesséo aerobica submaxima por 30 minutos em intensidade de 65% do VOZ2yco
nao foi capaz de aumentar a hiperemia reativa do antebraco 60 minutos pos-
teste (81). Em nosso laboratério jA demonstramos que pacientes com
insuficiéncia cardiaca apresentam melhora significativa na hiperemia reativa do
antebraco apds uma sessdo de exercicio aerdbico em bicicleta ergométrica
guando realizado por apenas 25 minutos. Esse efeito permaneceu por tempo
semelhante aos encontrados nos individuos saudaveis, no entanto, em menor
proporcao, o que demonstra atenuacado na hiperemia reativa em resposta ao

exercicio nesta populacdo (82). Apesar da resposta vascular atenuada, estes
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resultados evidenciam que uma Unica sessao de exercicio de curta duracao
induz um efeito remoto em pacientes com insuficiéncia cardiaca, o que pode
contribuir para a adaptacdo endotelial sistémica que ocorre com o treinamento

aerobio crénico.

Comparando uma sessdo aguda de exercicio aerdbico por apena 15
minutos em intensidade de 75% da frequéncia cardiaca maxima (FCnax) a uma
de exercicio incremental, aumento de carga em 20 watts a cada 3 minutos, em
ergbmetro para membros superiores, demonstrou-se em individuos saudaveis
sedentarios que ambas as estratégias de exercicio proporcionam aumento do
didametro da artéria braquial (83). Tjonna e colaboradores compararam em
pacientes com sindrome metabdlica uma sessdo de exercicio aerbbica
realizado de maneira intervalada, caracterizada por apresentar pequenos
momentos em intensidade alta acompanhado por pequenos intervalos de
descanso, contra uma sessao continua. Os resultados demonstraram que
ambas as intervencdes melhoram a FMD imediatamente ap0s o exercicio,
porém, com maior efeito na sessao intervalada. O efeito agudo da sessao
durou 24 horas no grupo com exercicio continuo e 48 horas no intervalado, (84)
demonstrando o efeito da intensidade sobre a resposta endotelial frente ao

exercicio aerdbico.
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2.4 Efeitos cronicos do treinamento aerdbico na vasodilatacéo

dependente do endotélio.

O treinamento fisico aerdbico tem demonstrado ser capaz de melhorar a
hiperemia reativa, FMD, assim como aumentar o numero de CPE circulantes
em diferentes populacdes (82) (16) (85). Quando realizado por 40 minutos em
alta intensidade, 80 a 90% do volume de oxigénio de pico (VO2ic), trés vezes
por semana por apenas dois meses, 0 treinamento aerGbico aumentou
significativamente a FMD de pacientes que tinham feito transplante cardiaco
(86). De forma semelhante através de um programa de treinamento aerébico
com duracao de seis meses, Silva e colaboradores encontraram melhora na
FMD em pacientes com diabetes tipo 2 (16). O mesmo beneficio vascular é
visto em mulheres hipertensas com sobrepeso/obesidade que realizaram
treinamento aerdbico trés a quatro vezes por semana durante seis meses em
intensidade de 50% do VOZ2 (87). J& em pacientes com infarto agudo do
miocardio recente, um més de treinamento aerdbico parece ser suficiente para
melhorar a FMD, porém, estes beneficios desaparecem ap6s um més de
destreinamento (88), demonstrando a importancia da pratica regular de
exercicio aerobico.

Interessantemente, apenas duas vezes de treinamento aerdbico por
semana, em intensidade de 50% do volume de oxigénio maximo (VO2msx)
estimado, melhora a FMD de pacientes com hipertensao leve, porém, ndo em

individuos saudaveis (14), sugerindo que em individuos com disfuncdo
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endotelial, mesmo baixas frequéncias de exercicio podem proporcionar
melhora na funcao endotelial.

Em pacientes com diabetes tipo 2, independente do controle glicémico, o
treinamento aerdbico realizado por trés meses melhorou a FMD e reduz
eventos cardiovasculares em 24 meses (62). Em criancas com diabetes tipo 1,
duas vezes por semana de treinamento aerdbico envolvendo membros
inferiores promove melhora na FMD avaliada em membros superiores (89).
Isso indica que a adaptacdo vascular induzida pelo treinamento fisico ndo se
restringe somente aos membros treinados. Neste sentido o efeito em diferentes
regides vasculares tem sido denominado como adaptacdo endotelial sistémica
ou remota (15) (30) (17). O efeito remoto do treinamento aerdbico também foi
descrito para pacientes adultos com diabetes tipo 1 ap6s quatro meses de
treinamento em bicicleta por 60 minutos realizado trés vezes na semana a 60%
da frequéncia cardiaca de reserva (FCgres), NO entanto, os individuos
retornaram aos niveis basais de FMD ap6s o mesmo periodo de
destreinamento (90). Reducdo de trombomodulina, marcador de lesao
endotelial, também foram descritos com 30 minutos de treinamento aerdbico,
realizado trés vezes na semana durante trés meses, em intensidade de 60 a
70% do VO2,ax €m pacientes com diabetes tipo 1 reforcando a importancia do
treinamento aerobico regular na melhora da disfuncdo endotelial encontrada

nesta populacéo (91).
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2.5 Efeitos agudos do exercicio aerébico no numero de células

progenitoras endoteliais circulantes.

Em individuos saudaveis uma uUnica sesséo de exercicio em intensidade
aproximada a 80% do VO2,5« realizado por 30 minutos determinou aumento no
namero de dois fendtipos de CPE (CD34+/KDR+ e CD133+/CD34+/KDR+) 20
minutos apdés a intervencdo. Interessantemente a inibicdo do oxido nitrico
sintase endotelial (eNOS) nestes individuos interfere diretamente na
capacidade do exercicio em induzir aumento no numero destas células
sugerindo uma dependéncia da capacidade do endotélio em disponibilizar
oxido nitrico (NO) a circulacéo periférica para ocorrer a liberacdo via medula
O0ssea de CPE (92). Uma vez que a FMD e hiperemia reativa apresentam maior
resposta com intensidades de esforco maiores (84) (80), estes achados
sugerem que a intensidade escolhida para a sessdo de exercicio aerdbico
realizado de maneira aguda poderia determinar o volume de liberacdo das CPE
para a circulacéo periférica.

Contrapondo esta ideia, Laufs e colaboradores demonstraram que
corrida em intensidade mais elevada, aproximadamente 82% do VO2msx, N80
demonstra induzir maior volume de células CD34+/KDR+, e sim, ser capaz de
acelerar a resposta da medula éssea na liberagdo pds-exercicio, 10 minutos,
em relagdo a intensidades mais baixas como 68% do VO2sx, por 30 minutos
(93). Quanto a cinética de liberacdo destas células durante o exercicio, uma
dependéncia do descolamento de células endoteliais maduras da parede

vascular durante o aumento de fluxo sanguineo induzido pelo exercicio
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também parece ser um dos determinantes para dar inicio a complexa cadeia de
reacoes que determina a liberacdo de CPE em individuos saudaveis. Isso pode
ser evidenciado pela resposta de individuos treinados a um protocolo continuo
em bicicleta estacionaria realizado por 4 horas em intensidade de
aproximadamente 80% da FCys onde uma correlagdo positiva entre células
CD34+/KDR+ e CD133+/KDR+ com células endoteliais maduras circulantes
(CD146+) foi observado, assim como uma proximidade do pico de liberacao
destes ao término da sessdo (94). Sabe-se que pacientes submetidos a
angioplastia coronariana (95), que tiveram sindrome coronariana (96), doenca
coronariana aguda e crbnica (97), assim como, pacientes com diabetes (98)
(99) ja possuem elevacao do nivel de células endoteliais CD146+ na circulagcéo
associada a disfuncao endotelial, no entanto, ainda ndo é claro a resposta
destas células frente ao exercicio para inferir sua contribuicdo no mecanismo
de sinalizacdo para liberagdo de CPE em popula¢cées com fungcdo endotelial

comprometida.

2.6 Efeitos crénicos do treinamento aerébico no nimero de células

progenitoras endoteliais circulantes.

Quando o objetivo € analisar intervencdes ndo medicamentosas sobre o
namero de CPE e fatores envolvidos, o treinamento aerdbico tem sido foco de
varios estudos. Em idosos, uma intervencdo de 12 semanas de treinamento
aerdbico realizado por apenas 30 minutos, trés vezes na semana, determina

atenuacdo na reducdo da capacidade de reparacdo do endotélio pelas CPE
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decorrente a idade (100). Isso pode ser evidenciado pelo aumento do niamero
de CPE circulantes no sangue periférico destes idosos, maior sinalizacdo do
receptor CXC4 (CXCR4) nas CPE, responsavel por guiar e reter estas células
em locais lesados via a quimiocina denominada fator derivado de célula
estromal-1(SDF-1) (101), assim como, quando transplantado as CPE para
ratos com lesdo de artéria carotida, maior direcionamento e fixacdo das células
nos locais lesados (100).

Em pacientes com doenca arterial periférica, caminhada por 50 minutos
em intensidade controlada por sintomas de claudicagcdo moderada determinou
aumento no numero de CPE apds seis meses de treinamento realizado apenas
duas vezes na semana por seis meses. No entanto, o destreinamento com o
mesmo periodo levou a reducdo do numero desta populacdo de células aos
niveis de base (102) demonstrando que, além da necessidade de realizar
exercicio regularmente, um minimo de duas vezes por semana seria suficiente
para proporcionar melhora na capacidade angiogénica e consequentemente
melhora na funcédo endotelial, o0 que pode contribuir para a redugédo do risco
cardiovascular nesta populacéo.

Os mesmos beneficios sdo verificados em pacientes com insuficiéncia
cardiaca cronica apés seis meses de treinamento realizado por 60 minutos,
trés vezes na semana a 10% abaixo do segundo limiar ventilatério (85). No
entanto, em pacientes com doenca arterial oclusiva parece ser necessario
varias pequenas sessOes diarias, cinco vezes na semana, com treinamento
realizado até a tolerancia maxima de dor isquémica para proporcionar aumento
de CPE, expressdo do receptor CXC4 nas CPE e liberacdo de fator de

crescimento endotelial vascular (VEGF) (103). O VEGF € uma citocina
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multifatorial que quando ligado ao seu receptor especifico (VEGFR-2) na célula
endotelial tem a capacidade de proporcionar mudancas na forma, divisdo e
migracédo, fatores fundamentais para angiogénese (104). Niveis circulantes de
VEGF aumentam com hipoxia celular decorrente da isquemia induzida pelo
exercicio (105) e demonstra associacdo com a liberacdo de CPE (106). Assim,
a intensidade a ser prescrita parece determinar a efetividade do treinamento
em proporcionar aumento do numero de CPE na circulagéo periférica e deve
ser levada em conta na hora de estruturar um programa de treinamento fisico.
Considerando que isquemia tecidual induzida pelo exercicio tem sido
defendida como estimulo para aumentar o niumero de CPE via liberacdo de
VEGF, Adams e colaboradores, com o objetivo de determinar o curso de tempo
de liberacdo de CPE na circulacdo periférica, induziram sintomas de isquemia
em pacientes com doenca coronaria estavel utilizando um teste de esfor¢co em
bicicleta ergométrica limitado por sintomas. Apés 2 horas da interven¢éo houve
um aumento das CPE que se manteve estavel até 8 horas, alcancando seu
pico em 24 horas acompanhado do aumento por até 6 horas de VEFG (107).
Estes resultados sdo de extrema importancia tendo em vista que sao
semelhantes aos encontrados em interven¢cdes com estatina (108) e com
VEGF (106) nesta populagéo, evidenciando a capacidade do exercicio fisico
ser, mesmo de maneira aguda, um estimulo em potencial para amenizar a
progressdo da disfuncdo endotelial encontrada nestes pacientes. O mesmo
resultado néo foi observado em pacientes com insuficiéncia cardiaca cronica
nas 24 horas posteriores ao teste de esforco maximo, porém, aumento
significativo no numero de células duplo positivo para CD34+/KDR+ nos

controles saudaveis ja pode ser observado apés 10 minutos, se mantendo
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estavel por 2 horas (109) (110). Estes resultados fortalecem a ideia de que
doencgas em estagios mais avangados podem levar a uma “fadiga” da medula
0ssea na producao e/ou liberacdo das CPE decorrentes da tentativa continua

de amenizar os danos vasculares ao longo da duracdo da doenca.

2.7 Efeitos agudos do exercicio fisico resistido na vasodilatacéo

dependente do endotélio.

Uma sessédo de exercicio resistido ja demonstra ser capaz de melhorar a
resposta vasodilatadora dependente do endotélio. Em ratos hipertensos uma
sessdo de agachamento com vinte séries de 15 repeticdes realizadas em
intensidade de 50% da forca maxima, levou a aumento significativo na
dilatacdo dependente do endotélio 10 minutos apos a sesséo (18). Um aspecto
importante na adaptacdo vascular ao exercicio é o potencial generalizado
(sistémico) o qual envolve os locais ndo treinados. Em nosso laboratorio
demonstramos que uma sessao de exercicio resistido direcionado a membros
inferiores em intensidade de 50% da contracdo voluntaria maxima, com quatro
séries de 10 repeticdes em quatro exercicios, melhora a hiperemia reativa no
antebraco em pacientes com insuficiéncia cardiaca cronica 30 minutos apos a
sessdo. Interessantemente o efeito remoto de hiperemia reativa foi semelhante
aguele observado nos controles saudaveis (17). Estes resultados sugerem que
em pacientes com insuficiéncia cardiaca cronica o exercicio resistido pode

remotamente contribuir para a adaptacao vascular em areas nao treinadas.
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Em mulheres com obesidade também foi encontrada maior hiperemia
reativa no antebraco 15 minutos apoés realizarem uma sesSsao com cinco séries
de 10 repeticBes maximas em um Unico exercicio para membros inferiores (leg
press) (111). A verificacdo da vasodilatacdo dependente do endotélio em
membros ndo exercitados durante uma sessdo aguda tem sido descrita como a
mais apropriada para refletir a acdo vasodilatadora do NO, ja que derivados
liberados no local exercitado podem se tornar um potencial fator de confusao
(112). A vasodilatacdo proporcionada pelo exercicio fisico parte do maior
estresse de cisalhamento sobre o endotélio em resposta ao fluxo sistdlico
anterégrado e fluxo diastélico retrogrado (113). Partindo deste mecanismo de
acao, Thijssen e colaboradores acompanharam por trés minutos a taxa de
cisalhamento e o fluxo sanguineo no membro ndo exercitado (antebraco) em
individuos jovens saudaveis submetidos a trés protocolos incrementais:
exercicio em bicicleta (60; 80 e 120 Watts), exercicio resistido de extensao de
perna (5,0; 7,5 e 10 kg), e caminhada em esteira (3; 4 e 5 km/h). Observou-se
aumento gradual e equivalente nos trés protocolos em relacdo ao fluxo
anterogrado e taxa de cisalhamento. No entanto, o fluxo retrégrado e taxa de
cisalhamento demonstrou aumento somente na caminhada e bicicleta, o que
poderia predizer maior potencial vasodilatador dos exercicios aerdbicos em
relacdo aos resistidos (114).

Com o objetivo de testar se a velocidade da contracdo muscular
influenciaria agudamente nas respostas hemodinamicas de individuos jovens
saudaveis, Gonzales e colaboradores estruturaram um protocolo de 30 minutos
com exercicio de pressdo de mao (handgrip) realizado em alta intensidade e

executada em duas velocidades na fase concéntrica (preensdo) (115). Os
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pesquisadores ndo encontraram diferenca entre velocidade lenta e rapida na
taxa de cisalhamento anterogrado e retrégrado. Porém, niveis mais elevados
de presséo arterial média foram observados na fase concéntrica realizada de
maneira lenta, o que condiz com estudos anteriores (116).
Surpreendentemente apos o exercicio a dilatacdo mediada pelo fluxo reduziu
na velocidade lenta e ndo se alterou na rapida. E bem descrito na literatura que
a magnitude da dilatacdo das artérias durante o exercicio dindmico, seja
resistido ou aerobico, esté relacionada com o estimulo fisico em relacdo ao
endotélio (113). Entretanto, alguns fatores podem contribuir para uma resposta
vasodilatadora negativa. A elevacado dos niveis de endotelina-1 (117), somada
a maior atividade simpética e liberacdo de noradrenalina (118) em intensidades
mais elevadas de exercicio resistido pode levar a um aumento da presséo
arterial que quando sustentada em niveis elevados tem demonstrado in vitro e
in vivo ser capaz de reduzir a liberacdo de NO (119) (120). Um limiar excelente
para funcdo endotelial no exercicio resistido partindo da presséo arterial ainda
precisa ser investigado. No entanto, intensidades mais baixas podem estar
associadas com menores estimulos mecéanicos, pressdo arterial e atividade
simpética, e assim, proporcionar estresse de cisalhamento capaz de induzir

adaptacdes relevantes para minimizar a disfuncao endotelial.
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2.8 Efeitos cronicos do treinamento resistido na vasodilatacéo

dependente do endotélio.

O treinamento resistido, por proporcionar aos praticantes aumentos de
forgca, minimizar a perda de massa muscular decorrente da idade, aumentar a
qualidade de vida e a sensibilidade a insulina ja tem sido indicado, juntamente
ao treinamento aerdbico, como complemento no manejo de algumas doencas
(121) (122). Casey e colaboradores treinaram mulheres sedentarias,
normotensas em fase pés-menopausa, duas vezes na semana, 30 minutos/dia
por 18 meses. Os pesquisadores optaram por utilizar apenas uma série de 12
repeticdbes em intensidade de 50% de uma repeticdo maxima (1RM) que ao
final do estudo nao foi capaz de melhorar a FMD nesta populacao (123). Uma
Unica série por sessdo de treinamento associada a uma menor intensidade
poderia justificar o resultado negativo encontrado pelo grupo de Casey ja que o
treinamento resistido com trés séries de 10 repeticbes maximas € capaz de
aumentar a concentracdo plasmatica de O6xido nitrico em sedentarios idosos
apos 12 semanas de treinamento (124). Assim, parece que séries multiplas,
bem como, maior intensidade otimizam a adaptacéo endotelial.

Entretanto, treinamento resistido realizado com trés séries de 16
repeticbes em intensidade moderada, 50% de 1RM, melhora a hiperemia
reativa no antebraco em jovens saudaveis, enquanto intensidade elevada, 80%
de 1RM com trés séries de 10 repeticdes, ndo (125). Rakobowchuk e
colaboradores estruturaram um protocolo de treinamento progressivo,

caracterizado pelo aumento da intensidade ao longo do tempo (10a 12;6a8e
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4 a 6 repeticdes maximas), com trés séries, cinco vezes na semana por 12
semanas em homens jovens saudaveis e ndo encontraram aumento na FMD
(126). Talvez as taxas de cisalhamento na artéria braquial foram
demasiadamente pequenas e transitorias para justificar adaptacdes da funcao
endotelial da artéria, ou ainda, por se tratar de individuos saudaveis com
endotélio totalmente funcional o treinamento poderia ndo ter sido capaz de
induzir um estimulo adequado de estresse de cisalhamento para aumentar a
disponibilidade 6xido nitrico. A intensidade parece ser o determinante principal
ja que a hiperemia reativa do antebraco aumentou significativamente em
individuos jovens saudaveis apos um treinamento em intensidade moderada (8
a 12 repeticbes maximas), com trés seéries e realizado trés vezes na semana
durante seis meses (127). Reduzindo a frequéncia semanal para dois dias,
porém, mantendo uma intensidade moderada e trés séries por exercicio,
também melhora a FMD em mulheres jovens e de meia idade que apresentam
sobrepeso, independente de mudancas no indice de massa corporal (IMC),
composicdo corporal, pressao arterial, lipidios e glicose em jejum ou insulina
(128).

Pessoas com doencas ou fatores associados a disfuncédo endotelial
parecem responder ao treinamento resistido mais rapidamente quando
comparados a saudaveis. Essa hipétese pode ser confirmada a partir da
melhora da FMD em pacientes com infarto agudo do miocardio recente que
realizaram treinamento resistido para membros superiores e inferiores, quatro
vezes na semana, com quatro séries de 10 a 12 repeticbes em 60% de 1RM,
durante quatro semanas. Esse resultado foi similar aos encontrados quando

expostos 0s mesmos pacientes ao treinamento aerébico ou combinando
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aerobico e resistido na mesma sessao (88). Notavelmente, a melhora da FMD
desapareceu apés um més de destreinamento (88) demonstrando a
importancia do treinamento fisico regular na salude vascular destes pacientes
independente da modalidade escolhida.

Protocolo resistido semelhante, porém, com treinamento realizado
somente para membros superiores também melhorou a FMD ap0s quatro
semanas de treinamento em pacientes com insuficiéncia cardiaca, fazendo uso
de inotrépicos e na fila para transplante (129). No entanto, treinamento resistido
envolvendo menor volume muscular, por exemplo, treinamento de presséo de
mao (handgrip), mesmo realizado por seis semanas parece ndo ser capaz de
minimizar a disfuncdo endotelial de pacientes com insuficiéncia cardiaca (130).
Estes dados levam a acreditar que mesmo sendo mais precoces as
adaptacdes do endotélio frente ao treinamento resistido em pessoas com
doencas associadas a disfuncédo endotelial guando comparados a saudaveis,
um maior volume de massa muscular envolvida no treinamento seria

necessario para proporcionar adaptacoes favoraveis.

2.9 Efeitos do exercicio resistido e do treinamento resistido no nimero de

células progenitoras endoteliais circulantes.

Ainda faltam evidéncias diretas em relacdo a capacidade do exercicio
resistido ou do treinamento resistido em promover aumento no numero de
CPE. Melhora em marcadores angiogénicos como o fator de crescimento

endotelial vascular (vascular endothelial growth factor - VGEF) com uma Unica
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sessdo de exercicio resistido realizado com cinco séries até a fadiga para
extensdo de joelho em intensidade de 20% de 1RM, porém, com oclusédo de
fluxo no membro treinado, ja foi demonstrado em idosos (131). Em individuos
jovens saudaveis beneficio semelhante tem sido observado apos treinamento
resistido por oito semanas (132). Aumento no VGEF frente ao exercicio
resistido e ao treinamento resistido abre a hipdtese de que essa resposta
poderia ser acompanhada por aumento do numero de CPE circulantes, no
entanto, a falta de evidéncias diretas impossibilita maiores conclusdes. Assim,
se faz necessério o desenvolvimento de pesquisas com o objetivo de verificar
se o0 exercicio resistido e o treinamento resistido sdo capazes de aumentar o
namero de CPE circulantes e fatores associados.

Embora o exercicio fisico tenha mostrado beneficios aos portadores de
diabete tipo 1, esses dados citados ainda sdo pouco conclusivos, ndo séo
conhecidas as diferencas entre diferentes tipos de exercicio fisico aplicado e
nenhum destes estudos avaliou a contagem de CPE apds exercicio fisico nesta
populacdo de pacientes. A grande parte dos estudos que analisam os efeitos
do exercicio fisico e seu efeito sobre a funcdo vascular ndo envolve pacientes
com diabetes tipo 1 e abordam apenas os efeitos cronicos das atividades.
Diante deste fato, é importante avaliar o efeito agudo do exercicio fisico através
de uma sessao de exercicio fisico aerdbico ou resistido na fungdo endotelial

em pacientes com diabetes tipo 1.
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OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito agudo do exercicio fisico aerobico e do exercicio fisico
resistido sobre a hiperemia reativa e células progenitoras endoteliais de

pacientes com diabetes mellitus tipo 1.

3.2 Objetivos especificos

1) Caracterizar o nivel de atividade fisica dos participantes com diabetes
mellitus tipo 1 antes de iniciarem a intervencdo buscando associacao
entre este e a hiperemia reativa e medida de células progenitoras

endoteliais circulantes.

2) Avaliar a hiperemia reativa e o0 numero de células progenitoras
endoteliais circulantes de pacientes com diabetes mellitus tipo 1 apés

dois tipos de exercicio fisico (aerdbico e resistido).
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ABSTRACT

OBJECTIVE: To evaluate the acute effect of aerobic exercise (AER) and
resistance exercise (RES) on the release of endothelial progenitor cell (EPCs)
and blood flow, reactive hyperemia, vascular resistance in patients with type 1
diabetes mellitus.

RESEARCH DESIGN AND METHODS: Fourteen patients (30.3 £ 1.6 yrs,
HbAlc 7.7 £ 0.2 %) randomly performed 40 min of AER session (60% VO2eak)
and RES session (60% 1-RM), on different days. Venous occlusion
plethysmography was performed to evaluate blood flow (BF) and reactive
hyperemia (RH) in the forearm 10 minutes before and 10 minutes after each
exercise session. Venous blood was collected jointly to determine by flow
cytometry the number of EPCs circulating.

RESULT: EPCs did not respond acutely to a session of AER (p= 0.330) or RES
(p= 0.961). Forearm BF did not increase in the AER session (p= 0.455), but
increased in the RES session (p= 0.009). Vascular resistance in the forearm
decreased for the AER session (p= 0.035) and RES (p= 0.007) with no
difference between sessions (p= 0.921). The RH in the forearm increased from
29.5% after the AER session (p= 0.022) and 34.4% after RES (p= 0.008),
showing no difference between sessions (p= 0.432).

CONCLUSION: A single session of aerobic and resistance exercise similarly
increases reactive hyperemia, independently of changes in circulating EPCs in
patients with type 1 diabetes.

Keywords: Exercise, type 1 diabetes, endothelial progenitor cell, acute effect.
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INTRODUCTION

Type 1 diabetes is associated with increased risk for the development of
cardiovascular disease and all-cause mortality (1). The risks for cardiovascular
disease are substantially lower than those observed in earlier decades,
suggesting that strategies to reduce complications of diabetes have been
effective; however, these reductions continue to be unacceptably high for this
population (2). The main contributors to this still elevated cardiovascular risk in
type 1 diabetes include the difficulty to reduce traditional risk factors (2), poor
glycemic control since childhood generating high plasma levels of advanced
glycation end products (3), increased novel risk factors such as insulin
resistance (4), inflammation (5), and endothelial dysfunction (6). Thus, novel
cardiovascular risk factors should be sought and treated, as they are present
even during adolescence in people with type 1 diabetes, highlighting the need
for early intervention. Endothelial function is usually severely impaired in these
patients (7), even when no other diseases are associated; it is associated with
duration of disease, microalbuminuria, and high HbA1lc levels (8).

Balance between endothelial injury and healing is very important to
maintain an intact endothelium, and it is a dynamic process that occurs
continuously. Endothelial progenitor cells (EPCs) derived from bone marrow
migrate to the peripheral circulation and differentiate in mature endothelial cells
to maintain the integrity of the vessels. Their levels were previously shown to
correlate with the severity of coronary artery disease, cardiovascular risk factors
and endothelium-dependent vasodilation (9) (10). In type 1 diabetes, EPCs
were shown to be reduced as compared to healthy subjects (11) (12). Although

this has not yet been established, factors such as oxidative stress (13), and
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hyperglycemia (14) are referred to as some of the determinants to reduce EPCs
in diabetes. Thus, considering the expected small number of EPCs in patients
with type 1 diabetes (11) (12), but also the role of EPCs in regenerating the
endothelium, in which dysfunction precedes atherosclerosis development (15),
an increased risk of early atherosclerotic changes could be expected as lower
levels of EPCs are observed in this population.

Circulating EPCs are rare, representing approximately 0.01% to 0.0001%
of peripheral blood mononuclear cells (16). Exercise can mobilize EPCs from
bone marrow, temporarily increasing their number in the peripheral circulation
(17). A single exercise session has been reported to improve vasodilation in the
forearm in heart failure (18), and increase the number of circulating EPCs in
healthy subjects (19) (20). In type 1 diabetes, aerobic training was shown to
reduce endothelial dysfunction markers (21) and improve flow-mediated dilation
(22). However, although exercise has shown multiple benefits in patients with
type 1 diabetes (23), none of these studies evaluated the EPCs count after
exercise in this population. As the benefits of exercise can be different
according to the type of exercise proposed, we hypothesize that aerobic and
resistance exercises would induce a rise in circulating EPCs, but their impact
would be different. The aim of this study was to determine the acute effect of
two types of exercise (aerobic and resistance) on circulating EPCs, as well as

on the total vasodilatory capacity in patients with type 1 diabetes.
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RESEARCH DESIGN AND METHODS

Study participants

Fourteen men with type 1 diabetes aged 18 years or more and having at
least one year of diagnosis were recruited in the endocrinology outpatient clinic
of Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Brazil, and media advertisements,
between March 2011 and September 2013. Women were excluded, as the
number of EPCs is influenced by the menstrual cycle (24). Other exclusion
criteria were severe autonomic neuropathy, established diabetic nephropathy,
end stage renal disease, limb amputation, disabling peripheral arterial disease,
coronary artery disease, heart failure, proliferative diabetic retinopathy, cancer,
and patients who were current smokers, and who were practicing exercise
regularly. Eligibility, glycated hemoglobin (HbAlc) and lipid profile were verified
through medical records from the hospital. The study is in accordance with the
declaration of Helsinki. It was approved by the local ethics committee and
informed consent was obtained from all participants before starting the study.
NCT 01899872.

Eligible patients were first contacted via telephone to be informed about
the research protocols, anamneses and availability of dates for the first visit. On
the first visit, participants signed an informed consent form after the study was
completely explained. Thereafter, a clinical questionary was completed,
followed by an anthropometric evaluation. The International Physical Activity
Questionnaire was used to assess the level of habitual physical activity and
calculate the energy expenditure of the participants according to guidance from

the site (www.ipag.ki.se). During the second visit, participants were submitted to
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a cardiopulmonary stress test, and in a third visit, they were submitted to a
maximal strength testing. After this, they came to the laboratory to perform the
exercise sessions, which were applied according to a computed-generated
random sequence. Blood sampling for analysis of EPCs and venous occlusion
plethysmography were performed at baseline and after each exercise session.
Participants came to the laboratory having fasted for two hours, and were asked
not to perform exercises or ingest caffeine in the preceding 24 h of the day of
the evaluation. They were asked to repeat the same procedures and eat a
similar meal 12h before the second exercise session, which was randomized
and scheduled for seven days after the first one. The exercises were performed
between 8:30 and 9:30 a.m. and all procedures occurred in a quiet room in the
Exercise Pathophysiology Laboratory at the Hospital de Clinicas de Porto

Alegre, at a temperature between 20 and 22°C (Figure 1).
Cardiopulmonary exercise testing

A maximal graded exercise test was used to determine peak aerobic
exercise capacity (VOgzpeak), Which was used to calculate exercise intensity for
the acute aerobic exercise sessions. The maximal incremental exercise test
was performed on an electrically braked cycle ergometer (ER-900, Jaeger,
Wirzburg, Germany) with increments of 20 W/minute, as previously described
(25). During the test, gas exchange variables were measured by a previously
validated system (Oxycon Delta, VIASYS, Healthcare GmbH, Jaeger,
Germany). VOypeak Was considered the highest value averaged over 20s. Heart

rate (HR) was continuously monitored by a 12-lead electrocardiogram (Mortara
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ELI 350, USA) and blood pressure (BP) was monitored by a cuff

sphygmomanometer every 2 min.

Maximal strength testing

To calculate the intensity of resistance exercise, muscle strength was
measured by one repetition maximum test (1-RM), which was preceded by a
mild exercise for familiarization and warm-up movement (25). The technique
was demonstrated and practiced in four lower-limb exercises, including: knee
extension, knee flexion (Academix, Sao Paulo, Brazil), leg press and calf press
(World Sculptor, Porto Alegre, Brazil). Initial warm up was performed with 8 to
12 repetitions at 20 to 25% of estimated weight for the 1-RM test in a cadence
of 2 seconds during the concentric phase and 2 seconds during the eccentric
phase controlled by an electronic metronome. After resting for two minutes, the
1-RM test was started. The test was stopped to adjust the load when the
individual performed more than 1 rep or when he could not lift the weight. When
further attempts were needed, a 5-minute rest period was allowed between
subsequent attempts. The weight for which an individual can perform only one

repetition was determined as 1-RM.

Exercise protocols

Two exercise sessions, consisting of either aerobic exercise (AE) or
resistance exercises (RE) were conducted in a random order. The aerobic
exercise session was performed on a cycle ergometer (360 Embreex Brusque,
Brazil) starting with a 5-minute warm up followed by 40 minutes at an intensity

corresponding to 60% of the VO2peax, controlled by a heart rate monitor (Polar
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F1 TM, Polar Electro Oy, Helsinki, Finland), and Borg scale 6-20.The resistance
exercise session started with 1 set of 15 repetitions on the leg press at 30% 1-
RM for warm up followed by four exercises for the lower limbs (knee extension,
knee flexion, leg press and calf press with 4 sets of 12 repetitions 60% 1-RM
with 2 seconds on concentric phase and 2 seconds on eccentric phase
controlled by an electronic metronome, 90 seconds of rest between sets and
exercises totaling 40 minutes per session. A brace was used along the hip line
of participants in extension exercises and knee flexion to preclude assistance
with upper limbs.

Blood pressure, heart rate and Borg were verified in AE at baseline and
every 5 minutes, while in the RE session, the monitoring was done at the
beginning and at the end of the fourth set of each exercise. Capillary blood
glucose levels were verified using test strips (Optium Xceed, Alameda, USA) at
the baseline of the cardiopulmonary test and maximum force test and for each

session, and every 10 minutes throughout the sessions.
Insulin adjustments and glucose supplementation

Participants were instructed not to use their short or ultra-short acting
insulin (regular or lispro/aspart insulin), and maintain their long-acting insulin
dose on the mornings of the cardiopulmonary exercise test, maximal strength
test and exercise sessions, in order to avoid hypoglycemic episodes. When
glucose levels were lower than 100 mg/dl during the cardiopulmonary test and
maximum force test, patients received 30-45 grams of glucose gel (Gli Instan,
Lightsweet™) to reach values higher than 120 mg/dl. On the days of the

exercise sessions, a snack was provided to participants that had blood glucose
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levels lower than 150 mg/dL on arrival at the laboratory (before the test); after
15 minutes glucose levels were rechecked. The exercise started only when the
glucose reached levels higher than 150 mg/dl, but lower than 250 mg/dl. If
glucose levels were more than 250 mg/dl, urine was tested for the presence of

ketones (ComboStik™

, Gyung-Nam Korea); exercise started only if these levels
were negative. Glucose levels lower than 100 mg/dl during the exercise
sessions were followed by interruption of the test, patients were offered a snack

and a new session was scheduled for the following week (26)
Assessment of endothelial progenitor cell count

A 20 ml blood sample for EPCs was collected in a sodium heparin
Vacutainer™ tube in the dominant forearm. Blood was drawn 10 minutes before
the exercise session and 10 minutes after, during the interval between
measuring blood flow and reactive hyperemia. Peripheral blood mononuclear
cells (PBMC) were isolated by the Ficoll-Paque (GE Heathcare Life Sciences,
Uppsala, Sweden) (27) and EPCs were defined as CD34'/KDR*/CD45%™ as
previously described (28). Briefly, blood samples were diluted once with
Phosphate Buffered Saline (PBS) and layered onto Ficoll-Paque in 15-ml
conical tubes (BD; Biosciences, San Jose CA, USA). Each tube was centrifuged
at 400 g for 30 min (Eppendorf - 5810, Hamburg, Germany) and the PBMC at
the interface were collected. Cells were washed once with RPMI-1640 medium
(Gibco™, Vancouver, Canada). The cells were stained with 5 pl of antihuman-
CD45-FITC, 5 pl of antihuman-CD34-PE and 8 ul of antihuman-KDR-Alexa
Fluor 647 (BD, Biosciences, San Jose CA, USA). Thereafter, 50 ul of PBS were

added to resuspend cells and incubated in the dark for 30 min for subsequent



60

addition of 500 ul of PBS for purchase. Flow cytometry was performed using a
FACSCalibur flow cytometer using CellQuest software (BD Biosciences, San
Diego, CA, USA) equipped with 22 mW argon laser tuned at 488 nm, the total
number of cells counted being 200,000 on mononuclear cells gated per sample.
The percentage of CD34" cells was calculated based on the measured number
of leukocytes (CD45" cells) using the ISHAGE (International Society for
Hematotherapy and Graft Engineering) gating strategy (29). The samples were
analyzed at intervals of 4 to 5 hours after the beginning of exercise sessions.

The gating strategy for CD34*/KDR*/CD45%™ cells is shown in Figure 2.
Forearm blood flow and reactive hyperemia

We evaluated blood flow responses and reactive hyperemia in the non-
exercised limb (forearm) at baseline and after AE and RE. After 5 minutes
sitting, baseline BPs was measured in triplicate on the arm with the highest
value and the average value was adopted. After a 20 minute rest lying down,
blood flow, reactive hyperemia and BP were measured (10 minutes pre-
exercise), followed by the exercise. Immediately after the exercise intervention,
the patient returned to the lying position for the postexercise assessment of
blood flow and BP (5 minutes after the AE and RE sessions) followed by
reactive hyperemia (10 minutes post-exercise). During the blood flow
measurements, BP was measured each minute. Blood flow was measured
using venous occlusion plethysmography (DE Hokanson, Washington, USA) in
the non-dominant forearm, as described previously (18). In short, a handle rapid
filling was used in the upper arm to occlude venous flow (50-60 mmHg), and

three blood flow recordings were made every minute for 3 minutes. Forearm
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vascular resistance was calculated as the mean BP divided by blood flow and
expressed as units. Reactive hyperemia was measured using an occlusion at
250 mmHg for 5 minutes, which was released at 10-second intervals for 2
minutes. Reactive hyperemia, which reflects the total vasodilatory capacity in
the measured limb, was calculated using the peak blood flow after the 5-minute
occlusion. All flow recordings were manually traced by an operator who was
blinded to the condition and time. The reproducibility of blood flow
measurements in our laboratory has intraday and interday coefficients of

variation of 6.9 and 9.2%, respectively (18).

Statistical analysis

Values are reported as means + SEM. Two-tailed paired t tests were
used to compare differences in fasting time between the two exercise sessions.
Intragroup analyses of cellular and hemodynamic variables were performed
using Generalized Estimating Equation (GEE) for repeated measures.
Intergroup comparisons of cellular and hemodynamic variables were performed
by GEE adjusted for baseline values. Differences in glycemic responses within
the exercise sessions were analyzed by GEE adjusted for baseline values.
Spearman non-linear correlation was used to test the association between the
variables analyzed. Statistical significance was accepted when P< 0.05. Data

were analyzed using SPSS version 20 (Chicago, IL).

RESULTS

All participants were using multiple daily insulin injections (NPH or
glargine plus lispro or regular). Participant characteristics are shown in Table 1.

Postprandial time for the start of AE (154.7 + 8.6 min) and RE (165.6 + 10.8
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min) exercises was not different between the sessions (P= 0.076). All patients
reported having repeated the last 12h meal described in the first session.
Capillary blood glucose levels at the beginning of the AE session (225.4 + 3.7
mg/dl) and RE session (218.9 + 4.8 mg/dl) did not differ (p= 0.382). Only one
patient required correction of blood glucose in the day sessions of AE and RE
exercises. Hypoglycemia occurred in another patient who applied 50% insulin

lispro in the morning session of aerobic exercise.
Progenitor cell responses to AE and RE exercise sessions

Figure 3 shows the response of EPCs in the acute exercise sessions.
There were no differences in circulating CD34+ cells in response to one session
of AE (0.0510 + 0.0170% vs. 0.0450 + 0.0076%, p= 0.602) or RE (0.0340 +
0.0170% vs. 0.0360 + 0.0037%, p= 0.557). In addition, CD34+ cells response to
exercise was not different between AE (-0.0008 + 0.0044%) and RE sessions (-
0.0032 + 0.0029%) (p= 0.544). There were no differences in EPCs
(CD34+/KDR+/CD45%™) in response to one session of AE (0.0097 + 0.0042%
vs. 0.0068 + 0.0016%, p= 0.330) or RE (0.0073 + 0.0021% vs. 0.0072 +
0.0099%, p= 0.961). The magnitude of the effect of exercise was not different
between AE (-0.0021% + 0.0009%) and RE (-0.0009 + 0.0010%) (p= 0.471). No
associations were found between responses of CD34+ and
CD34+/KDR+/CD45%™ with age, body mass index (BMI), HbAlc, total
cholesterol, triglycerides, insulin dose on the day of the session, weekly caloric
expenditure, VO2peak and with changes in capillary blood glucose levels to

exercise in participants.
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Remote vascular responses to aerobic and resistance exercise

Figure 4 shows the response of blood flow, reactive hyperemia and
vascular resistance of the forearm at the AE and RE exercise sessions.
Although we did not find differences in forearm blood flow after the AE session
(3.75 £ 0.52 vs. 4.13 £ 0.41 ml/20ml tissue/min, p= 0.455), we observed
increases after the RE session (2.97 + 0.26 vs. 3.71 £ 0.36 ml/10ml tissue/min,
p= 0.009). The magnitude of the effect for blood flow was not different between
AE (0.60 % 0.38 ml/10ml tissue/min) and RE (0.52 + 0.31 ml/10ml tissue/min; p=
0.879) exercise sessions. The forearm vascular resistance decreased in AE
(30.82 £ 2.86 vs. 25.32 + 2.24 U, p= 0.035) and RE (36.23 + 3.57 vs. 27.53
3.33 U, p= 0.007). The magnitude of the effect for vascular resistance was not
different between AE (-6.92 + 2.13 U) and RE sessions (-7.28 = 2.64 U, p=
0.921). Analyzing the effect of exercise on forearm reactive hyperemia, both AE
(18.90 + 2.10 vs. 24.47 + 1.87 ml/20ml tissue/min, p= 0.022), and RE (15.81 *
1.37 vs. 21.25 £ 1.33 ml/10ml tissue/min, p= 0.008) showed elevations. The
magnitude of the effect for reactive hyperemia was not different between AE
(5.86 + 0.80 ml/10ml tissue/min) and RE (5.15 = 0.72 ml/10ml tissue/min, p=
0.432). No correlation was found between blood flow, vascular resistance and
reactive hyperemia with CPEs, HbAlc, total cholesterol, triglycerides, insulin
units, on the day of the session, weekly caloric expenditure, VO2pea and

glycemic response to exercise in participants.

Glycemic response during exercise

Figure 5 demonstrates capillary blood glucose levels over time session of

exercises. Compared with baseline, the AE session showed reduction in blood
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glucose immediately in the first 10 minutes of exercise (225.4 = 3.7 vs. 198.6 +
7.6 mg/dl) and this response was only observed at the end of the session in RE
(218.9 + 4.8 vs. 179.1 + 8.9 mg/dl). The blood glucose levels were lower in AE
(182.4 = 9.7 mg/dl) than RE (209.8 + 9.4 mg/dl) only 20 minutes from the
session (p= 0.047). This difference remained after 30 minutes (155.1 + 10.5 vs.
192.5 £ 10.8 mg/dl, p= 0.002) and at the end of the session (143.7 £ 11.1 vs.
179.1 + 8.9, p= 0.0001). The magnitude of the effect of capillary blood glucose
levels was higher in the AE session (181.1 + 7.1 mg/dl) compared to RE
exercise (203.3 + 7.1 mg/dl) (p = 0.009).

No associations were found with changes in capillary blood glucose
levels in AE (r = -0.275, p= 0.332) and RE (r = - 0.192, p= 0.501) in response to
reactive hyperemia. The same was applied to units of insulin on the morning
session of aerobic exercise (r= 0.516, p= 0.056) and resistance exercise (r= -

0.225, p= 0.425).

DISCUSSION

The major new finding of this study is that a single bout of submaximal
aerobic or resistance exercise did not increase the number of circulating EPCs
in patients with type 1 diabetes. In contrast, both interventions improved
reactive hyperemia in the untrained limb, indicating a remote beneficial vascular
effect of exercise. To our knowledge, this is the first study that compared the
effects of aerobic and resistance exercises to the number of circulating EPCs
and remote vascular effects in these patients.

Circulating EPCs are detached when endothelium is activated and its

integrity is lost; they can be measured in the circulation by flow cytometry.
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Changes levels of these cells in patients with atherosclerosis suggest a
relationship between their number in the peripheral circulation and the extent of
endothelial injury. These observations indicate that EPCs could be used for
quantification of endothelium dysfunction (30). A single phenotype to express
circulating EPCs in peripheral blood is still a matter for discussion. A lower
number of EPCs expressing phenotype CD34+/KDR+ predicts the occurrence
of cardiovascular events and death from cardiovascular causes (10). Schmidt-
Lucke and colleagues demonstrated the strong potential of a low number of
EPCs (CD34+/KDR+) to predict the progression of atherosclerotic disease (31).
However, fractions with peripheral blood mononuclear CD34+/KDR+ cells may
also characterize leukocytes (CD45+) (32). The same authors later divided
CD34+/KDR+ into subpopulations (CD45%™ and CD45"™), and showed that
CD45%™ (more immature), but not CD45°™ (more mature), are stronger
determinants for cardiovascular events (28). In this regard, circulating
CD34+/KDR+/CD45%™ has been recommended to reflect the set of EPCs (33).
In the present study, a session of aerobic or resistance exercises did not
induce changes in the number of EPCs in the peripheral blood of patients with
type 1 diabetes. In healthy individuals, a session of moderate aerobic exercises
for 30 minutes showed increased CD34+/KDR + cells and CD34+ cells 20
minutes after the end of the session. An increase in flow-mediated dilatation
(FMD) in the untrained limb (arm) was also observed and positively correlated
with the number of EPCs. Interestingly, the inhibition of NO synthase prevented
EPCs rise, demonstrating a direct dependence of NO for the release of these

cells into peripheral circulation (19). One of the mechanisms postulated for this
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response is the contribution of NO in modulating the activity of matrix
metalloproteinase-9 (MMP-9) in the bone marrow (34), that is required to
mobilize and enable the transfer of EPCs to the proliferation niche (35).

In healthy individuals, Van Craenenbroeck and colleagues demonstrated
an increase in the number of CD34+/KDR+, but not CD34+ 10 minutes after
cardiopulmonary exercise testing (20). Repeating the protocol, but evaluating
the behavior of progenitor cells for 24h, the same authors reported an increase
in the number of CD34+/KDR+ 10 minutes after completion of the test only in
healthy subjects (36), but not in patients with heart failure. It is possible that the
release of bone marrow progenitor cells into the peripheral circulation could be
attenuated in these patients. Since aerobic training for 6 months showed an
increased number of CD34+/KDR+ without modification in CD34+, they
concluded that the attenuated response observed in this population occurred
specifically after acute, but not after chronic stimulation (17). An attenuation of
the bone marrow in response to acute stimulation by exercise can be partly
explained by the smaller number and functional capacity of hematopoietic stem
cells and EPCs in the bone marrow of patients with more advanced stages of
cardiovascular disease (37).

Vascular endothelial growth factor (VEGF) is a cytokine that when linked
to its specific receptor (VEGFR-2) can induce changes in endothelial cells that
are key factors for angiogenesis (38). This growth factor can be stimulated by
muscle contraction and release of NO derived from shear stress imposed by
increased blood flow during exercise (39), being associated with the rise in
circulating EPCs (40). Thus, VEGF could in part provide an idea of the potential

of resistance exercise on the release of EPCs into the peripheral circulation. In
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healthy young subjects, moderate-intensity exercise leads to greater increases
in plasma VEGF, as compared to higher intensity exercise (41). Gavin and
colleagues demonstrated increased plasma VEGF in young sedentary subjects
after resistance exercise for knee extension (42). However, no increases in
VEGF were shown in older individuals after resistance training for 12 weeks
(43). From childhood to adulthood individuals with type 1 diabetes carry a
reduction of circulating EPCs, which is associated with endothelium-dependent
vasodilation reduction (11) (12). Thus, an explanation for the failure to increase
the number of circulating EPCs in our patients on either exercise protocol could
be due to a decrease in bone marrow progenitor cells over time, as a result of
endothelial dysfunction, as already shown in patients with heart failure (36).
Exercise intensity (44) and duration (45) may affect the response of the
EPCs. We used similar sessions in lower limbs, which reduced the interference
of these factors in the data comparison. Age (36), high blood glucose levels
(14), and dyslipidemia (20) could also affect the response of EPCs to exercise.
However, we found no relation between changes in EPCs after both exercise
sessions and any of these variables. The time effect found in the EPCs after the
end of the exercise showed that this effect lasted only 24 hours; thus, we can
rule out that a "carry over" effect could interfere with these results (36). The
heterogeneity in exercise protocols, few studies involving acute responses to
exercise in similar populations, as well as lack of standardization in the
evaluation and phenotype of circulating EPCs largely limits comparisons with
other studies. However, using a phenotype of EPCs demonstrated as the most
appropriate and using both exercise sessions following the recommendations

for patients with type 1 diabetes (26) reinforces the consistency of our results.
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Interference reduction in lymphocyte population of EPCs in the works cited
above (20) (17) (36) was done by including marker CD3- to CD34+/KDR+ to
exclude lymphocytes (CD3) providing good comparisons with the EPCs
expressed by CD34+/KDR+/CD45%™ used in our study. The lymphocytes can
be subdivided into CD3, CD19 and CD56 (46) (47) and despite the small
prevalence of CD19 and CD56 compared to peripheral blood CD3 (46) (47),
these cells could also interfere with results.

We showed that both exercise sessions, aerobic or resistance,
performed in the lower limbs similarly improved reactive hyperemia and
vascular resistance in the forearm of patients with type 1 diabetes. However,
only aerobic exercise was able to improve the forearm blood flow. In healthy
subjects one session of aerobic or resistance exercise improved flow-mediated
dilatation in the forearm (48); improvement in forearm reactive hyperemia is
observed with aerobic or resistance training in patients with hypertension (49).
We have demonstrated that a single 25-min session of aerobic (18) or
resistance exercise (50) in the lower limbs induced an improvement in blood
flow, vascular resistance and reactive hyperemia of the forearm of healthy
subjects and in patients with heart failure. A six-month duration aerobic training
program improved flow-mediated dilatation in patients with type 2 diabetes
independent of the low or high training intensity (51), as well as its combination
(52). This was observed also for type 1 diabetic patients (22). The vascular
benefits of training returned to baseline levels after an eight-month period of
detraining (22), indicating the importance of continued stimulation to promote
vascular adaptations in limbs not involved in the exercise and reverse the

endothelial dysfunction found in this population (11).
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Adaptations in endothelial function in the upper limbs after training with
lower limbs occur through shear stress (53), being able to provide endothelium
adaptations and to increase reactive hyperemia due to NO release (54).
Different types of standard shear stress rates imposed by aerobic and
resistance exercise are described and may have a different impact on the
release of endothelial NO, highlighting the potential for a particular modality
(55). As we did not demonstrate a difference in reactive hyperemia between
sessions, we hypothesize that the intensities of exercise we chose can minimize
these differences and provide similar chronic adaptations. Exogenous insulin
improves endothelial function (56), but its regular use in type 2 diabetic patients
was not shown to influence endothelial function evaluation (57). Moreover,
insulin doses injected on the morning of the protocols were the same for both
sessions and showed no association with any of the vascular responses
assessed.

Blood flow increases in the exercised muscles (58) and is reduced in
resting muscles (59), demonstrating its redistribution during exercise. Increased
blood flow in the non-exercised limb is observed after exercise, persisting for
more time after a session of resistance exercise (50) when compared with
aerobic exercise (18). The increase in forearm blood flow found in our patients
only after resistance exercise could indicate the greatest redistribution of blood
for the muscles trained during aerobic exercise as compared to resistance
exercise. This could determine a lower response in the upper limb after the
session of aerobic exercise. However, blood flow in the exercised muscles was

not assessed, hindering major explanations.
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We also observed a continued decrease in blood glucose levels 10
minutes after the beginning of the session of aerobic exercise, similarly to other
authors (60). The decline in blood glucose levels in resistance exercise
occurred only at the end of the session. This was similar to what Yardley and
colleagues (60). Catecholamines provide increased hepatic glucose production
(61) and simultaneously inhibit the uptake of glucose via insulin (62) which
coupled to growth hormone levels would provide even more support for the
inhibition of glucose uptake via insulin in muscles (63) during the exercise.
Resistance exercise could determine greater catecholamine (64) and growth
hormone release in resistance exercise sessions as compared to aerobic,
explaining the attenuation in reducing blood glucose levels in our patients in the
resistance exercise session. Assessing hormonal responses in exercise
sessions would confirm this hypothesis.

In conclusion, our results demonstrate that a single session of aerobic
and resistance exercise similarly increases reactive hyperemia, independently
of changes in circulating EPCs in patients with type 1 diabetes. We underscore
that such acute effects of lower-limb exercises may contribute to systemic
vascular adaptation induced by regular exercise training. The unchanged
number of EPCs after both exercise protocols might indicate an inability of the
bone marrow to release more EPCs after this kind of stimulus. Further
investigations on the chronic responses of EPCs to differents types and

intensities of exercises are needed.
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TABLES

Table 1. Clinical characteristics of subjects studied.
Variable Means £ SEM
Age (yr) 30.3+1.6

Duration of diabetes (yr)

HbAlc (%)

Urinary albumin (mg/l)

GFR (ml/min/1.73 m?)

BMI (kg/m?)

Waist circumference (cm)
Systolic blood pressure (mmHg)
Diastolic blood pressure (mmHgQ)
Triglycerides (mg/dl)

Total cholesterol (mg/dl)

HDL cholesterol (mg/dl)

LDL cholesterol (mg/dI)

VO, peak (ml/kg/min)

Physical activity level (IPAQ)
Insufficiently active

Sufficiently active

Very active

Maximal strength testing (1-RM)
Knee extension (kg)

Knee flexion (kg)

Leg press (kg)
Calf press (kg)

14.8 [7.7 — 19.2]

7.7%+0.2
71+11
95.6 £9.7
26.2+0.8
88.2+24
1175+ 3.6
68.7+24
85.9+13.9
170.6 + 8.4
42.3+4.6
111.2+ 8.8
37.1+14

7 (50)
2 (14)
5 (36)

97.4+49
33.0+24
152.5+9.4
147.0+7.6

HbAlc: glycated hemoglobin; GFR: Glomerular filtration rate (MDRD)
(65); VO, peak: peak oxygen uptake per kilogram of body weight. Data
are expressed as mean + SEM. Categorical variables are presented as

numbers (%). Duration of diabetes expressed as median (95% CI).
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Figure 1. Flow Diagram. EPCs: endotelial progenitor cell.
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Figure 2. Analysis of peripheral-blood mononuclear cells stained with CD45-FITC, CD34-PE and
KDR (CD309)-Alexa Fluor 647. A: The Gatel (R1) was setted on a CD45 vs. SSC dot plot to
define the population of mononuclear cells (including CD45 ™ and CD45”""™): The events in gate
R1 are then displayed on a CD34 vs. SSC dot plot B: and a second gate (R2) produced to include
the cluster of CD34+ events Gate (R2) for defining the population of hematopoietic stem cells
(CD34+); C: Gate (R3): The third plot was obtained by plotting the events that fulfill the criteria of
gates R1 and R2 (i.e. sequential gating) to define the population of immature lymphocytes
(CD45d"”), are then gated on this third plot to produce a third region (R3); D: Gate (R4): the events
fulfilling the criteria of all three gates (R1, R2 and R3) are then displayed on a forward light scatter
(FSC) vs. SSC dot plot to confirm that the selected events fall into a generic ‘lymph-blast’ region
(R4) to define the population of CD45%™/CD34+; E: Dot plots of gated R4 cells are displayed for
defining the positive population of endothelial progenitor cell (CD45%"/CD34+/KDR+) on the UR
(upper right) and KDR- negative cells (CD45dim/CD34+/KDR-) on LR (low right).
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Figure 3. Data are expressed as mean + SEM. The lines in the graphs A, B, C and D represent the individual
response of the one session of aerobic exercise and one session of resistance exercise. Values for CD34+ cell
for aerobic exercise session (A) and resistance exercise session (B). Values of endothelial progenitor cells
(CD34+/KDR+/CD45dim) for aerobic exercise session (C) and resistance exercise session (D). Values of the
response of CD34 + cells (E) in the sessions of aerobic exercise, black bar, and resistance exercise session,
white bar. Values of endothelial progenitor cells (CD34 + / KDR + / CD45dim) (F) in the sessions of aerobic
exercise, black bar, and resistance exercise session, white bar. There were no statistically significant
differences in the parameters analyzed in both sessions or between sessions (p> 0.05). For these analyses
consider a n=10.
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Figure 4. Data are expressed as mean * SEM. Responses
in blood flow, vascular resistance and forearm reactive
hyperemia after one session of aerobic exercise, black bar,
and one session of resistance exercise session, white bar (*p
< 0.05). No significant differences were found in the analyzed
parameters between the two conditions of exercise (p> 0.05).

For these analyses consider a n= 14.
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Figure 5. Data are expressed as mean + SEM. * Difference from baseline
during one session of aerobic exercise (dark square) and resistance exercise
(dark circle) (p< 0.05). * Difference between session (p< 0.05). For these
analyses consider a n=14.
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Anexo 1. Classificacdo de intensidade para pratica de exercicio fisico aerobico

e resistido.
Treinamento cardiorrespiratorio Trt;i:?g:ge:to
INTENSIDADE
FCR (%) FCM (%)  %VO2max (lB:ng) (% 1RM)

Muito baixa <20 <35 <37 < 1(3 <30
Baixa 20-39 35-54 37-45 1112 30-49
Moderada 40-59 55-69 46-63  12-13 50-69
Alta (vigorosa)  60-84 70-89 64-90 14-16 70-84
Muito Alta > 85 =90 291 17-19 > 85
Maxima 100 100 100 20 100

FCR*= frequéncia cardiaca de reserva,

FCM= frequéncia cardiaca maxima (220-idade ou teste de esforco maximo);

VO,max= consumo maximo de oxigénio;

PSE= percepcdao subjetiva de esfor¢o (escala de Borg 0,6-20 pontos);

1RM= 1 repeticdo maxima.

Férmula de Karvonen para prescricdo pela FCR:

*FC alvo= [(FCM- FC repouso) x intensidade desejada] + FC repouso.
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