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RESUMO

O objetivo geral deste estudo foi avaliar o impacto de diferentes protocolos de
treinamento fisico sobre a evolu¢do do quadro diabético em ratos submetidos a
aplicacao neonatal com aloxana. Ao longo do projeto de doutorado, foram realizadas as
coletas de dados referentes a aplicacao neonatal de aloxana e aplicacido dos protocolos
de treinamento continuo, intermitente e de for¢ca de natacdo, em trés séries de
experimentos resultando quatro estudos. O primeiro estudo teve como objetivo
comparar os efeitos do treinamento intermitente e do treinamento continuo de natacdo
no metabolismo muscular da glicose dos animais. Os resultados encontrados
demonstraram eficicia da administracdo neonatal de aloxana, observando-se
intolerancia a glicose e menor sensibilidade a insulina nos animais aloxanicos aos 28
dias. Aos 120 dias, os animais aloxanicos submetidos ao treinamento intermitente
mostraram maior drea sob a curva glicémica no GTTo que os respectivos controles. Em
relacdo a captacdo de glicose pelo musculo séleo isolado, os animais treinados pelo
protocolo intermitente apresentaram maiores valores. A concentracdo de glicogénio do
musculo gastrocnémio foi aumentada pelo treinamento intermitente somente nos
animais controles. Assim, conclui-se que o protocolo de exercicio intermitente mostrou-
se mais eficaz que o continuo para a melhora da captacdo de glicose pelo musculo
esquelético. O segundo estudo visou analisar os efeitos do treinamento intermitente bem
como do treinamento continuo no metabolismo protéico muscular. Foi verificado que,
aos 28 dias, os animais aloxanicos apresentaram glicemia apds sobrecarga de glicose
maior do que os controles, mas ndo foram apresentadas diferencas na insulinemia. Aos
120 dias, nao foram observadas diferencgas nas andlises séricas de albumina e proteinas
totais entre os grupos estudados. Em relacdo a andlises musculares de DNA e razao
proteina/  DNA, observou-se maiores valores de DNA nos animais aloxanicos
submetidos ao treinamento continuo e maior razdo proteina/DNA nos animais
aloxanicos treinados intermitente. Nenhuma alteracdo foi obtida na sintese e na
degradacdo protéica do musculo séleo isolado. Assim conclui-se que 0s treinamentos
continuo e intermitente foram eficazes em alterar o crescimento por hiperplasia e por
hipertrofia das células musculares nos animais aloxanicos. O terceiro estudo visou
comparar os efeitos dos treinamentos continuo, intermitente e forga sobre os
biomarcadores do estresse oxidativo no pancreas de ratos aloxanicos. Foi verificado que
aos 28 dias os animais aloxanicos apresentaram a resisténcia a insulina, avaliada através
da remocdo de glicose sérica (Kitt%/min) durante ITT. Aos 120 dias, foram
encontradas diferencas na atividade da enzima SOD e na concentragdo de TBARS
pancredticos. Em relacdo a peroxidacdo lipidica (TBARS) o treinamento continuo
elevou a peroxidagao lipidica no pancreas dos animais aloxanicos quando comparado
aos treinamentos intermitente e forca. Além disso, os animais aloxanicos treinados pelo
protocolo continuo de natacao apresentaram maior peroxidacdo do que o grupo controle.
Apés treinamento continuo o grupo controle apresentou maior atividade da SOD
quando comparado ao grupo aloxana continuo, controle sedentdrio e controle forca.
Assim conclui-se que os treinamentos intermitente e de forga mostraram eficicia na
protecdo ao estresse oxidativo no pancreas de animais aloxanicos. O quarto estudo visou
comparar os efeitos dos treinamentos continuo, intermitente e for¢ca sobre as varidveis
séricas e teciduais do metabolismo dos lipidios de ratos aloxanicos. Aos 28 dias
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avaliada através da remocdo de glicose sérica (Kitt%/min) durante ITT. Aos 120 dias,
foram encontradas diferencas nas concentracdes séricas de AGLs, Colesterol total e
Lipidios totais. Em relacdo aos valores de AGL, os animais aloxanicos sedentdrio
mostraram maiores valores do que os animais aloxanicos apds treinamento continuo e
intermitente de natagdo. Além disso, os animais aloxanicos que realizaram treinamento
intermitente e forca apresentaram menores valores desta varidvel em relacdo aos
controles correspondentes; O protocolo de treinamento continuo foi menos eficaz do
que o protocolo de treinamento for¢a em reduzir os niveis de colesterol total séricos nos
animais aloxanicos. Os valores séricos de lipidios totais também avaliados mostraram
que o treinamento intermitente aumentou os niveis séricos nos animais aloxanico.
Diferencas foram encontradas no tecido hepédtico, onde os animais aloxanicos
submetidos ao treinamento continuo de natagdo apresentaram menores valores de
lipidios totais. Conclui-se, portanto, que treinamento fisico em diferentes intensidades
de esforco é de grande importancia na atenuagdo e controle das alteragdes sobre o
metabolismo dos lipidios em animais aloxanicos. Assim sendo, acreditamos que o
projeto de pesquisa realizado apresenta-se concluido com resultados relevantes obtidos,
parcialmente ja publicados em periddicos internaciomais.

Palavras chave: Ratos neonatos, aloxana, DMT?2, exercicio fisico, captacao de glicose,
hipertrofia muscular, estresse oxidativo e metabolismo dos lipidios.



ABSTRACT

The aim of the study was to evaluate the effects of different training exercise
protocols on the evolution of diabetic picture in neonatal alloxan-administered rats.
During this research, data concerning neonatal alloxan administration and continuous,
intermittent and strength swimming training protocols were analyzed in three sets of
experiments which resulted in four different scientific articles.

The first study aimed to compare the effects of intermittent and continuous
swimming training on glucose metabolism of the animals. The data from this study
demonstrated the efficacy of the neonatal alloxan administration in impairing the
glucose homeostasis of the animals, showing glucose intolerance and lower insulin
sensitivity in the alloxan animals at 28 days. At 120 days, the alloxan treated animals
subjected to the intermittent training showed higher serum glucose (AUC) than the
controls after a GTT. The glucose uptake by isolated soleus muscle was higher in the
animals trained by the intermittent protocol. The glycogen concentration of the
gastrocnemius muscle was increased only in the control animals that performed
intermittent training. In conclusion, intermittent exercise protocol was more effective
than continuous exercise in improving glucose uptake by skeletal muscle.

The second study aimed to examine the effects of intermittent and continuous
swimming training on muscle protein metabolism. At 28 days, the alloxan animals
displayed higher glycemia after glucose overload than the control animals. No
differences in insulinemia among the groups were detected. At 120 days, no differences
in serum albumin and total protein among the groups were observed. In relation to
muscle analysis for DNA and Protein/DNA ratio was observed higher DNA content in
the alloxan animals that were subjected to continuous training and higher protein/DNA
ratio in the alloxan animals after intermittent training. Protein synthesis and degradation
in the soleus muscle did not differ among the groups. It was concluded that continuous
and intermittent training sessions were effective in altering muscle growth by
hyperplasia and hypertrophy, respectively, in alloxan-administered animals.

The third study aimed to compare the effects of continuous, intermittent, and strength
training protocols on the biomarkers of oxidative stress in the pancreas of alloxanic rats.
At the age of 28 days, alloxan animals exhibited a higher insulin resistance as assessed
by the Kitt serum glucose removal (%/min) during the ITT. At the age of 120 days,
differences were found in SOD activity and the TBARS concentration. Continuous
training increased the level of TBARS in the pancreas of the alloxan animals as
compared to the intermittent and strength training. Moreover, the alloxan animals
subjected to the continuous training protocol presented higher levels of TBARS than the
control group. After continuous training, the control group had a higher SOD activity as
compared to the alloxan group subjected to continuous training, sedentary control and
control group after strength training protocol. In conclusion, intermittent and strength
training were efficient at protecting against oxidative stress in the pancreas of alloxan
animals.

The fourth study aimed to compare the effects of continuous, intermittent, and
strength training on serum and tissue variables on the lipid metabolism of alloxan rats.
At 28 days, the alloxan animals exhibited higher insulin resistance as measured by the
disappearance of glucose serum (% Kitt/min) during the ITT. At 120 days, differences
were found in the serum concentrations of FFAs, total cholesterol, and total lipids.
Sedentary alloxan animals showed higher FFA values than alloxan animals after



continuous training and intermittent swimming. In addition, the alloxan animals that
underwent intermittent and strength training showed lower FFA values compared to the
corresponding controls. The continuous training protocol was less effective than the
strength training protocol for reducing the levels of total cholesterol in the alloxan
animals. Serum total lipid values showed that intermittent training increased serum
levels in alloxan animals. Differences were found in liver tissue, with alloxan animals
that were subjected to continuous swim training showing lower values of total lipid.
Thus, it was concluded that physical training at different intensities of effort is of great
importance in the attenuation and control of changes in the lipid metabolism in alloxan
animals. Therefore, we believe that the research has been finalized with relevant results
obtained, partly already published in international journals.

Keywords: Neonatal rats, alloxan, T2DM, exercise training, glucose uptake, muscle
hypertrophy, oxidative stress and lipid metabolism.
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1-INTRODUCAO

Nos ultimos anos, a incidéncia do diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) tem
aumentado consideravelmente (WILD et al., 2004). Tal aumento se deve a mudanca do
estilo de vida incluindo dieta de alto indice caldrico e inatividade fisica (ADA, 2008).
Desta forma tornam-se necessdrias novas formas de prevencdo e tratamento desta
doenca, associada diretamente as vdrias complicacdes debilitantes, que podem levar a
morte prematura.

Atualmente tem-se dado grande importancia ao treinamento fisico como forma
de melhorar o nivel de aptidao fisica e a qualidade de vida. O exercicio fisico tem sido
cada vez mais recomendado na prevencdo e na reabilitacio de doengas
cardiorespiratdrias, osteoporose, diabetes € no combate ao estresse. (KNOWLER et al.,
2002; LINDSTROM et aL.., 2003; LI et al., 2002).

Particularmente, no tratamento do diabetes mellitus tipo 2, a pratica regular de
exercicio fisico, em diferentes intensidades, melhora a tolerancia a glicose e reduz a
resisténcia a insulina. Além disto, o exercicio fisico leva a uma reducdo no estresse
oxidativo em individuos com diabetes tipo 2, devido ao aumento da atividade das
enzimas antioxidantes (ROBERTS et al.., 2006; MEILHAC et al., 2001). Contudo,
faltam evidéncias diretas quanto ao efeito preventivo do exercicio sobre a instalacdo do
quadro de DMT2, especialmente quando se leva em consideragdo a intensidade do
esforco, uma vez que este tipo de pesquisa nido € vidvel em seres humanos. Nesse
contexto, modelos de animais proporcionam condi¢des mais adequadas ao estudo dessa
questao.

Portha et al. (1989) descreveram um modelo experimental de diabetes neonatal
em ratos Wistar através da aplicacdo de streptozotocina no dia do nascimento. Nesse
modelo foi demonstrado que a hiperglicemia é transitéria. Os valores glicémicos
retornam ao normal apds a primeira semana de vida, com recuperacdo da produgdo de
insulina e da massa de células P. Isso caracteriza um modelo de DMT2 em ratos, no
qual os animais experimentais apresentam boa sobrevida (PORTHA et al., 1989).

Posteriormente, Kodama et al. (1993) desenvolveram um outro modelo, através
da substitui¢do da streptozotocina por aloxana. Nesse estudo a aloxana foi administrada
aos 2,4 ou 6 dias de vida. Quando analisados aos 60 dias de idade, os ratos que
receberam aloxana no 2° dia de vida apresentaram glicemia, no estado alimentado,
ligeiramente superior a de ratos controle, enquanto que aqueles que receberam a droga

nos 4° e 6° dias mostraram glicemia significativamente maior que a dos controles. Os



autores consideraram o modelo util aos estudos sobre complicagdes cronicas do
diabetes. Contudo, salientaram que mais estudos sdo necessarios para determinar se o
mesmo também tem caracteristicas de DMT2, como verificado no modelo
streptozotocina neonatal. Oliveira et al. (2004) analisaram glicemia de jejum assim
como tolerancia a glicose em ratos de ambos os sexos aos 30, 60, 90 dias de idade, que
receberam aplicagdo de aloxana aos 2 dias de vida. A glicemia de jejum ndo foi
diferente da de ratos controles em nenhum momento.

Dados derivados de nossos estudos de iniciacdo cientifica e dissertacdo de
Mestrado, (RIBEIRO et al., 2005), utilizando ratos que receberam aloxana ao 6° dia de
vida mostraram que estes animais apresentaram valores de glicemia, durante teste de
tolerancia a glicose, maiores que o grupo controle tanto aos 28 quanto aos 60 dias de
idade. Mostraram, ainda, que ilhotas pancreéticas isoladas de ratos tratados com aloxana
aos 60 dias de vida, apresentaram reducao da secrecdao de insulina quando estimulados
por concentragdes fisioldgicas (5,6mM) e supra fisiologica (16,7mM) de glicose quando
comparadas as ilhotas do grupo controle aos 60 dias de idade. Assim nota-se que o
modelo de indugdo de diabetes neonatal retine caracteristicas interessantes para o estudo
do papel do exercicio na prevencao e tratamento do DMT?2.

Estudos tém demonstrado que o treinamento fisico possui papel importante na
modulacdo das respostas metabdlicas causadas no DMT?2.

Mota el al. (2008) utilizando o modelo experimental de diabetes tipo 2 com
administracdo neonatal de aloxana, mostraram melhora na tolerancia a glicose dos
animais diabéticos apds 12 semanas de treinamento continuo de natacdo, na intensidade
de maxima fase estavel de lactato (MFEL). Oliveira et al. (2004) ndo encontraram
alteracdo quando analisaram os efeitos do treinamento continuo de natacdo em
intensidade moderada na captacdo de glicose de ratos submetidos a aplicagdo neonatal
de aloxana. Estudo realizado com individuos diabéticos tipo 1 (DMT1), comparou o
efeito de treinamento intermitente com alta intensidade de esforco e treinamento
continuo moderado e mostrou que a redu¢do na glicose sanguinea foi menor no
exercicio intermitente quando comparado ao exercicio continuo moderado em
individuos com diabetes tipo 1 (GUELFI et al., 2007). Farrel et al. (1998), mostrou que
ratos diabéticos apresentam maior sintese protéica muscular apds treinamento resistido
moderado. Estudo realizado com ratos submetidos a aplicacdo neonatal de aloxana e
treinamento continuo de natacdo, em intensidade moderada, mostrou que o teor de

proteina sérico bem como no musculo esquelético ndo apresentaram alteracdes apos 8



semanas de treinamento continuo (OLIVEIRA et al., 2004). Desta forma fica evidente a
importancia do treinamento fisico sobre o metabolismo dos carboidratos e proteinas no
DMT2.

Adicionalmente estudos tém demonstrado que exercicios regulares em diferentes
intensidades podem melhorar capacidade de defesa antioxidante contra o estresse
oxidativo.

Coskun et al. (2004) mostraram que realiza¢io de exercicio continuo de natagao
em diferentes intensidades atenuou a peroxidagdo lipidica e aumentou a atividade das
enzimas antioxidantes catalase, superéxido dismutase e glutationa peroxidase no
pancreas de ratos adultos tornados diabéticos pela aplicacdo de streptozotocina (diabetes
tipo 1). Os efeitos mais acentuados foram observados com exercicio de maior
intensidade (COSKUN et al., 2004). Além disso, demonstrou-se que a melhoria na
funcdo e na sobrevivéncia de células beta, via ativagdo de uma cascata de sinalizacdo
insulina/IGF-1 induzida pelo exercicio de corrida teve papel crucial na prevencdo do
desenvolvimento e progressdo do diabetes tipo 2 em ratos 90% pancreatectomizados.
(Choi et al., 2006). Faltam informagdes quanto aos efeitos exercicio sobre o estresse
oxidativo induzido no pancreas de ratos pela aplicacdo neonatal de aloxana.

O conjunto dessas informacdes denota a importancia do desenvolvimento de
novas pesquisas que evidenciem os efeitos de diferentes protocolos de exercicio,

aerébio e anaerdbio, na prevencdo do DMT2 em modelo experimental.

2-OBJETIVOS

2.1-Objetivo geral

Visando analisar os efeitos do exercicio na preveng¢do do diabetes, o presente
trabalho foi delineado para analisar o impacto de diferentes protocolos de treinamento,
de cardter aer6bio e anerdbio, sobre a evolucdo do quadro diabético em ratos

submetidos a aplicac@o neonatal com aloxana.



2.2- Objetivos especificos

Avaliar, em ratos submetidos a administracdo neonatal com aloxana, associada
ao treinamento continuo ou intermitente de natagdo ou ainda ao treinamento de forca
por saltos suportando sobrecarga:

- Glicemia e insulinemia de jejum;

- Tolerancia a glicose e sensibilidade a insulina;

- Cinética do lactato sanguineo durante teste de esforco;

- Metabolismo da glicose e de proteinas pelo musculo séleo;

-Biomarcadores de peroxidacao lipidica e do estado antioxidante no pancreas.

- Secrecdo de insulina por ilhotas pancreaticas isoladas.

3- REVISAO DA LITERATURA
3.1- Diabetes Mellitus
Diabetes é um grupo de desordens metabdlicas caracterizada por
hiperglicemia resultante da deficiéncia parcial ou total na secrecdo de insulina ou de
uma acdo ineficiente da insulina nos tecidos periféricos (SNOWLING; HOPKINS,
2006). Assim, existem duas formas bdsicas da doenca, o diabetes mellitus tipol e o
diabetes mellitus tipo 2.

O diabetes mellitus tipo 1 (DMT1) € uma doenga autoimune multifatorial, cuja
susceptibilidade é determinada por uma combinac¢do de fatores genéticos e ambientais
(ROSSINI, 2004). Essa doenca ¢é caracterizada por hiperglicemia cronica e pelo
desenvolvimento de patologias vasculares especificas (BROWNLEE, 2001). Neste tipo
de diabetes, hd destrui¢do, mediada pelas células T, das células secretoras de insulina
das ilhotas pancredticas (células beta). Esse processo destrutivo leva a severa deplecao
de insulina, sendo necessdria a administracdo exdgena do horménio (KELLY et al.,
2003).

O diabetes tipo 2 (DMT2) ocorre mais lenta e tardiamente do que o tipo 1.
Caracteriza-se pela resisténcia a insulina e disfun¢do das células B, o que leva a um
quadro hiperglicémico caracteristico (HAYASHIA et al.,, 2006). O diabetes tipo 2
representa cerca de 90% de todos os diabéticos e pode ser desencadeado por vérios
fatores tais como a obesidade, dieta hipercaldrica e falta de atividade fisica (IVY et al.,
1999). Considerando os diferentes estilos de vida, Oldroyd et al. (2006), avaliaram o
desencadeamento do diabetes tipo 2 e concluiram que a mudanca no estilo de vida

resulta em melhora nos niveis de obesidade, sensibilidade a insulina e diminuicdo dos



N

fatores de riscos cardiovasculares, evidenciando a necessidade da pratica didria de

atividades fisicas.

3.2- Alteracoes metaboélicas no Diabetes Mellitus

A hiperglicemia € caracteristica de ambos os tipos de diabetes (DMT1 e DMT?2)
e leva aos principais sintomas da doencga. As elevagdes das cargas filtradas e excretadas
de glicose pelos rins provocam glicosuria e diurese osmética. Uma vez que o efeito
osmotico impede a reabsorcdo do liquido, aparece polidria, resultando em desidratacao
e, conseqiientemente, polidipsia.

Hiperglicemia cronica é toxica e causa danos micro e macrovasculares sérios
(LEE et al., 2005; STETTLER, 2006). Como conseqiiéncia, a patologia microvascular
no diabetes € uma das principais causas de cegueira, doenca renal em estigio final e
uma variedade de neuropatias debilitantes. O diabetes também estd associado a doenca
macrovascular aterosclerdtica, afetando artérias que suprem coragdo, cérebro e
extremidades inferiores. Pacientes diabéticos correm risco maior de sofrer infarto do
miocdrdio, derrame e amputagdo de membros (BROWNLEE, 2001), uma vez que as
complicacdes desta doenca sdo fortemente correlacionadas com o tempo de duragdo da
mesma. Os pacientes insulino-dependentes, cuja patologia se desenvolve mais cedo, sdo
os mais atingidos. Conforme Portuese et al. (1995), a doenca cardiovascular é a
principal causa de morte no DMT?2.

Existem quatro principais hipdteses sobre os mecanismos pelos quais a
hiperglicemia causa as complicacdes no diabetes: fluxo aumentado na via poliol,
aumento da formacdo de produtos finais de glicosilagdo avancada, ativacdo das
isoformas da proteina kinase C, e aumento do fluxo na via das hexosaminas.
Recentemente foi descoberto que, cada um dos quatro mecanismos patoldgicos
diferentes, reflete um simples processo induzido pela hiperglicemia: a excessiva
producdo de superdxido pela cadeia de transporte de elétrons (BROWNLEE, 2001).

O diabetes desencadeia também importantes alteracdes no metabolismo protéico
em fun¢do do hipoinsulinismo, levando a um estado catabdlico. Uma discreta alteracao
no equilibrio entre sintese e degradacdo de proteina pode exercer profundo efeito, em
longo prazo, sobre a viabilidade e metabolismo das células. Alteracdes na sintese e na
degradacao de proteinas podem ainda, afetar negativamente o reparo de tecidos apds

lesdes ou infecgdes (CHARLTON; NAIR, 1998).



A deficiéncia de insulina causa, ainda, outra alteracao metabdlica significativa: o
aumento da degradacdo e oxidacdo de gordura, resultando em excessiva producdo de
cetonas (KELLY et al., 2003). A cetoacidose diabética é um outro fator que pode levar a

morte nessa patologia (PORTUESE et al., 1995).

3.3- Tratamento do Diabetes Mellitus

O tratamento para o diabetes mellitus tipol inclui administracdo exdgena de
insulina, dieta e educagdo. J4 o tratamento bdsico dos diabéticos tipo 2 inclui a
administracdo de hipoglicemiantes orais, dieta e o exercicio, para reduzir o peso
corporal e auxiliar no controle da glicemia (KELLEY; GOODPASTER, 1999;
GALLEN, 2003; ZINMAN et al., 2003). Além destas, os hormdnios incretinas tém sido
utilizados como forma de tratamento do diabetes tipo 2. As incretinas sao hormonios
produzidos pelo trato gastrointestinal e liberadas quando da entrada de nutrientes no
intestino. O hormoénio incretina predominante € o peptidio 1 tipo glucagon (GLP-1).
Além de estimular a secrecdo de insulina o GLP-1 suprime a liberacdo de glucagon,
melhora a sensibilidade a insulina e reduz o consumo de alimentos (CHACRA, 2006),
evidenciando assim, a importancia destes no tratamento do diabetes mellitus tipo 2.
Esses cuidados permitem aos pacientes manterem uma vida normal e produtiva.
Entretanto, uma significativa por¢cdo dos portadores dessa doenca eventualmente
desenvolve complicagdes no decorrer do tempo que, se ndo tratadas, levam
progressivamente a uma piora do quadro diabético, diminuindo a expectativa e
qualidade de vida dessas pessoas (EIZIRIK, 1995; KELLY et al., 2003).

O emprego do exercicio € um dos mais fortes elementos das associacoes
terapéuticas, principalmente quando agregado a dietoterapia (CONLEE, 1987). A
otimiza¢do dos métodos de andlise bioquimica € outro aliado no controle metabdlico do
diabetes, ao favorecer avaliagdes rapidas. Isso propicia retorno rapido e preciso, a ponto
de permitir alteracdo das varidveis empregadas em uma sessdo terapéutica de exercicio,
onde a via glicolitica, bem como o ciclo glicose-dcido graxo, sofrerdo interferéncias

constantes com um programa continuo de exercicio fisico.

3.4- Diferentes protocolos de exercicio e desenvolvimento do Diabetes Mellitus
A inatividade fisica € um fator que pode desencadear o diabetes tipo 2. Estudos
epidemioldgicos evidenciam que o nivel de atividade fisica mostra-se inversamente

correlacionado com a incidéncia do diabetes, independentemente da obesidade



(BORGHOUTS; KEIZER, 2000). Recentemente Fritz et al. (2006), observaram em seu
estudo com humanos, que o treinamento fisico reduziu o quadro hipertensivo e
melhorou a sensibilidade a insulina em pacientes diabéticos tipo 2. Manson et al. (1991)
mostraram que mulheres engajadas em algum tipo de exercicio no minimo uma vez por
semana reduziram o risco de desenvolverem o diabetes tipo 2 em 33% em relacdo as
mulheres sedentérias.

Com relacdo a aplicacdo de diferentes protocolos de exercicios no controle
glicémico de diabéticos tipo 2, observa-se ainda, algumas lacunas com relacdo ao
melhor protocolo a ser utilizado. Ronald et al. (2007), realizaram estudo com diabéticos
tipo 2 com idade entre 39 a 70 anos, visando a comparagdo entre exercicio aerébio
moderado, exercicio resistido com pesos e associagdo de ambos. Neste estudo
observaram que tanto o grupo em que foi aplicado o exercicio aerébio quanto o grupo
de treinamento resistido isoladamente obtiveram melhora no quadro glicEémico. O grupo
que realizou treinamento resistido associado ao treinamento aerdbio teve melhora
acentuada em comparagdo aos grupos treinados em um s6 protocolo.

Estudo realizado com individuos portadores de diabetes tipo 1, comparou o
efeito de um treinamento intermitente com alta intensidade de esforco e treinamento
continuo moderado. Este estudo mostrou que a redu¢do na glicose sanguinea foi menor
no exercicio intermitente quando comparado ao exercicio continuo moderado em
individuos com diabetes tipo 1 (GUELFI et al., 2007). Guelfi et al. (2007), comparando
os efeitos do exercicio intermitente com alta intensidade e o exercicio moderado, nos
niveis glicémicos de individuos diabéticos tipo 1, mostraram maior declinio nos niveis
glicémicos quando os sujeitos realizaram exercicio moderado. Além disto, observaram
maiores niveis de GH sérico nos individuos que realizaram exercicio intermitente
maximo quando comparado ao exercicio moderado. O mesmo foi observado quanto
analisaram concentra¢des de epinefrina. e norepinefrina.

Em ratos adultos tornados diabéticos pela aplicacdo de estreptozotocina, a
realizacdo de exercicio continuo de natacdo em diferentes intensidades, antes e apds a
inducdo do diabetes, atenuou os valores séricos de glicose. Os efeitos mais acentuados
foram observados com exercicio de maior intensidade (COSKUN et al., 2004). Farrel et
al. (1998) mostraram que que ratos diabéticos apresentaram maior sintese protéica
muscular apds treinamento resistido moderado. Ja Fedele et al. (2000) ndo encontraram
alteracdo na sintese protéica muscular de ratos diabéticos apds treinamento agudo

resistido. Assim nota-se que o treinamento fisico em diferentes protocolos tem sido



empregado, mas por outro lado a intensidade e a periodicidade a serem prescritas para a
pratica do exercicio fisico no diabetes tipo 2 sdo ainda motivos de divergéncias entre
pesquisadores da area. Outro agravante € a auséncia de evidéncias diretas quanto ao
efeito preventivo do exercicio sobre a instalagdo do quadro do diabetes tipo 2, uma vez
que este tipo de pesquisa é de execu¢ao mais dificil.

Nesse sentido, estudos realizados por Kuwajima et al. (1999), utilizando animais
geneticamente modificados (ratos que desenvolvem obesidade e intolerancia a glicose
com 10 semanas de idade), evidenciaram o efeito profilatico da atividade fisica com
relacdo ao desenvolvimento de diabetes tipo 2. A incidéncia cumulativa de diabetes tipo
2 em animais do grupo sedentario foi de 30, 67 e 78% em 10, 16 e 24 semanas de idade,
respectivamente. Por outro lado, no grupo treinado a incidéncia desta doenca
permaneceu nula durante todo o periodo experimental.

Em ratos adultos tornados diabéticos pela aplicacdo de streptozotocina, a
realizacdo de exercicio continuo de natacdo em diferentes intensidades, antes e apds a
inducdo do diabetes, atenuou a peroxidagdo lipidica e aumentou a atividade das enzimas
antioxidantes catalase, superéxido dismutase e glutationa preoxidase no pancreas. Os
efeitos mais acentuados foram observados com exercicio de maior intensidade
(COSKUN et al., 2004). Os autores concluiram que o exercicio exerce efeito terapéutico
e/ou protetor no diabetes através de decréscimo no estresse oxidativo e preservacdo da
integridade das células beta COSKUN et al., 2004). Faltam informacdes quanto aos
efeitos do exercicio sobre o estresse oxidativo induzido no pancreas de ratos pela
aplicacao neonatal de aloxana.

Desta forma nota-se que tanto o treinamento continuo e o intermitente quanto o
treinamento resistido possuem papel importante na prevencao e tratamento do diabetes
mellitus, mas novos estudos sdo necessdrios para caracterizar adequadamente as
melhores intensidade e periodicidade a cada um destes diferentes protocolos

1soladamente.

3.5- Diabetes Mellitus experimental

Diabetes quimicamente induzido em animais tem sido amplamente empregado
como modelo experimental para os estudos das complicagdes causadas pelo diabetes
(SRINIVASAN; RAMARAO, 2007). Estreptozotocina (STZ) é a droga mais popular
para a inducdo do diabetes em ratos. A administragdo de STZ em ratos adultos produz

diabetes severo, necessitando muitas vezes, de administracdo de insulina quando os



ratos precisam sobreviver por longo periodo (RERUP, 1970). Por outro lado, ratos
recém nascidos tratados com STZ desenvolvem hiperglicemia leve a moderada na idade
adulta, assemelhando-se ao DMT2 (PORTHA et al., 1989). Embora ambos os tipos de
diabetes induzidos pela STZ sejam amplamente utilizados, existem alguns problemas
para experimentos cronicos, especialmente recuperacdo espontdnea da hiperglicemia
pelo desenvolvimento de insulinoma funcionante (STEINER et al., 1970; YAMAGAMI
et al., 1985; IWASE et al., 1991) e alta incidéncia de tumores no figado e nos rins
(ARISON; FEUDALE, 1967, MAUER et al., 1974; IWASE et al.,, 1989). Esses
problemas sdo devido a forte acdo oncogénica da STZ (KASUMI et al., 1978). Ja a
aloxana, uma droga mais antiga que a STZ, tem pequena acdo oncogénica
(YAMAGAMI et al., 1985), mas € menos empregada que esta, devido as dificuldades
mostradas por alguns grupos de pesquisa em induzir o diabetes e manter os animais em
boas condi¢cdes. Em nossos laboratérios, muitas dessas dificuldades foram superadas
devido ao aprimoramento na técnica de administracdo da droga (LUCIANO, 1991), de
forma que nas ultimas duas décadas temos conseguido induzir o diabetes e manter os
animais em boas condi¢des por longos periodos (MELLO; LUCIANO, 1995;
LUCIANO; MELLO, 1998; GOMES et al, 2005; LEME et al, 2008).

A aloxana possui um efeito seletivamente toxico sobre as células beta das ilhotas
de Langerhans, no pancreas (MROZIKIEWIC et al., 1994). A acdo citotoxica deste
agente diabetogénico é mediada por espécies reativas de oxigénio. Aloxana e o produto
de sua reducao, 4cido dialtrico, estabelecem um ciclo redox com a formacgdo de radicais
superéxido. A acdo de espécies reativas de oxigénio simultaneamente com o aumento
da concentragdo de cdlcio no citosol causa rdpida destruicio das células beta
(SZKUDELSKI, 2001). Lenzen e Panten (1988) citam em seus estudos que no modelo
experimental de diabetes aloxanico, os animais apresentam sintomas semelhantes aos
encontrados no diabetes mellitus em humanos, tais como perda de peso corporal,
polidipsia, polidria, glicosdria, cetonuria, hiperglicemia e cetonemia. Embora os
mecanismos pelos quais isso ocorre ndo sejam totalmente conhecidos, acredita-se que
haja envolvimento de reacdes mediadas por radicais livres que, como se sabe, danificam
as células e provocam a ocorréncia de doengas auto-imunes (MROZIKIEWIC et al.,
1994).

Na ultima década acumularam-se evidéncias, a partir de dados experimentais

obtidos em estudos “in vivo” e “in vitro”, de que células beta das ilhotas pancredticas



sao capazes de se recuperar apds danos (EIZIRIK et al., 1993), especialmente quando
provenientes de organismos jovens.

Baseados na premissa da recuperacdo da massa das células B apds agressao
precoce, Kodama et al. (1993) desenvolveram um modelo de diabetes menos severo
através da administracdo neonatal de aloxana em ratos. Esses autores constataram que a
diabetogenicidade da droga aumentou a medida que a idade da administracdo avancou
do segundo para o sexto dia de vida e que a hiperglicemia observada persistiu por um
ano com taxa elevada de sobrevivéncia. Ainda conforme os mesmos autores, mais
estudos sao necessdrios para verificar se esse modelo apresenta ou nio caracteristicas de
DMT2.

Oliveira et al. (2004) analisaram glicemia de jejum assim como tolerancia a
glicose e sensibilidade a insulina em ratos de ambos os sexos aos 28, 60, 90 dias de
idade, que foram tratados com aloxana aos 2 dias de vida. A glicemia de jejum ndo foi
diferente da de ratos controles em nenhum momento. Aos ratos tratados com aloxana
mostraram-se intolerantes a glicose aos 28 e 60 dias. Este quadro regrediu
espontaneamente aos 90 dias.

Dados mais recentes de nosso grupo de pesquisa (RIBEIRO et al., 2005)
mostram, ainda, que ilhotas pancredticas isoladas de ratos tratados com aloxana aos 6
dias de vida, apresentam reducdo da secre¢do de insulina quando estimulados por
concentracoes fisioldgicas (5,6mM) e supra fisiolégica (16,7mM) de glicose quando
comparadas as ilhotas do grupo controle aos 60 dias de idade. Além disso, mostraram
valores de drea sob a curva de glicose, durante teste de tolerancia a glicose, maiores que
o grupo controle tanto aos 28 quanto aos 60 dias de idade. O conjunto desses dados
evidencia que o modelo de inducdo de aloxana neonatal reline caracteristicas

interessantes para o estudo do papel do exercicio na prevencao e tratamento do DMT?2.

4- MATERIAIS E METODOS
4.1- Animais
Foram utilizados ratos adultos (90 dias) da linhagem Wistar, machos e fémeas,
provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual Paulista - UNESP- Campus
de Botucatu. Os ratos foram mantidos no Biotério do setor de Biodindmica do
Departamento de Educacdo Fisica da UNESP - Campus de Rio Claro em sala com
temperatura mantida em 25 + 1° C e foto periodo claro/escuro de 12/12 horas com as

luzes acesas das 6:00 as 18:00hs, tendo livre acesso a dgua e ao alimento (ragdo

10



balanceada para roedores - Purina®). O presente estudo, Diferentes protocolos de
treinamento na prevengdo do diabetes mellitus em ratos, foi submetido a apreciacdo e
aprovado (parecer- CEEA/UNITAU n° 019/08) pelo Comité de ética para
experimentacdo animal da Universidade de Taubaté (CEEA/UNITAU), uma vez que a
UNESP- Campus de Rio Claro ainda ndo conta com Comité de FEtica para

experimentacao animal instalado.

4.2- Cruzamento dos Animais

Para o cruzamento foi empregado o método de harém, 4 Fémeas e 1 macho,
colocados por uma noite em gaiolas coletivas. A confirmacdo da cobertura foi feita pela
presenca de espermatozdides em esfregaco vaginal realizado na manha seguinte. As
fémeas cobertas foram colocadas em gaiolas individuais até o nascimento dos filhotes.

Os machos foram descartados.

4.3- Aplicacao neonatal de aloxana

A aplicacdo neonatal com aloxana em ratos neonatos leva a recuperacao parcial
da producdo de insulina e da massa de células beta caracterizando um modelo de
diabetes mellitus tipo 2. Assim aos seis dias de idade os filhotes machos, com peso
médio (g) equivalente a 11,9 £1, 2, receberam injecdo intra-peritoneal (250mg/Kg de
peso corporal) de aloxana monoidratada dissolvida em tampao citrato 0,01M, pH 4,5
(LUCIANO; LIMA, 1997), ap6s jejum de 16 horas. Como controles foram utilizados
ratos (da mesma idade e sexo) injetados com veiculo (tampao citrato). Em seguida, as

crias foram distribuidas de forma que cada mae amamente 8 filhotes.

4.4- Delineamento e Grupos Experimentais

Aos 28 dias de idade, os filhotes compuseram 8 grupos com 12 animais em cada
um, que permaneceram em observacdo até os 120 dias de idade:

- Controle: ratos injetados com tampao citrato nao submetidos a treinamento;

- Controle Treinamento Continuo: ratos injetados com tampao citrato e
submetidos ao programa de treinamento continuo.

- Controle Treinamento Intermitente: ratos injetados com tampdo citrato e
submetidos ao programa de treinamento intermitente.

- Controle Treinamento de For¢a: ratos injetados com tampao citrato e

submetidos ao programa de treinamento de forca.
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- Aloxana: ratos injetados com aloxana nao submetidos a treinamento.

- Aloxana Treinamento Continuo: ratos injetados com aloxana e submetidos ao
programa de treinamento continuo.

- Aloxana Treinamento Intermitente: ratos injetados com aloxana e submetidos
ao programa de treinamento intermitente.

- Aloxana Treinamento de Forca: ratos injetados com aloxana e submetidos ao
programa de treinamento de forga.

O estudo foi desenvolvido em duas séries de experimentos. Na primeira, foram
comparados os efeitos dos programas de exercicio continuo e intermitente sobre o
quadro diabético dos ratos. Na segunda, foram analisados os efeitos do treinamento de

forga.

4.5- Treinamento fisico

Os animais realizaram um periodo de adaptacido que consistiu em:
primeiramente, foram submetidos a um reconhecimento do meio aqudtico por 15
minutos; no dia seguinte aumentou-se o nivel de dgua e realizaram natacdo durante 15
minutos; no 3° dia foram colocados para nadar no nivel de dgua em que treinaram
durante o experimento por 25 minutos; no 4° dia nadaram durante 30 minutos com carga
(atada ao dorso) equivalente a 3% do peso corporal; no 5 ° dia de adaptacdo a sessdo foi
de 40 minutos com carga equivalente a 5% do peso corporal. Em seguida, foi iniciado o
periodo de treinamento.

Os animais dos grupos treinados por programa de exercicio continuo foram
submetidos, do desmame aos 120 dias, a natacdo, 1 hora ininterrupta por dia, 5 dias por
semana, em tanques individuais, suportando sobrecarga de 5 % do peso corporal. Esta
intensidade de esforco corresponde a transicdao metabdlica aerébia/anaerdbia para ratos
durante a natacdo (GOBATTO et al., 2001). Os animais dos grupos treinados por
programa intermitente foram submetidos, do desmame aos 120 dias, a natagao 30 s de
atividade intercalados com 30 s de repouso, em tanques individuais, num total de 20
min por dia, 5 dias por semana, com sobrecarga de 15 % do peso (Protocolo adaptado,
tendo como base o protocolo de BRAGA et al., 2004). Os animais que realizaram
treinamento de forca, foram submetidos a 4 séries de 10 saltos na dgua, interrompidos
por 1 min de repouso entre elas, 5 dias por semana, em tanques individuais, com
sobrecarga de 50% do peso corporal (ROGATTO et al., 2004). A temperatura da dgua

foi mantida em 31° C £ 1° C, durante a realizagao do exercicio, por ser esta temperatura
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considerada termicamente neutra em relacdo a temperatura dos ratos (AZEVEDO,

1994; PAULLI, 2005).

4.6- AVALIACOES
4.6.1- Avaliacoes in vivo
Todos os animais tiveram peso corporal, ingestdo alimentar e hidrica registrados

uma vez por semana. Além disso, foram submetidos as seguintes avaliacoes:

4.6.1.1- Glicemia e insulinemia de Jejum

A verificagdo dos efeitos da aplicacdo neonatal com aloxana foi efetuada nos
animais apos o desmame (28 dias) e repetida aos 60, e 120 dias de idade, pela
determinagdo da glicemia (glicose oxidase) e insulinemia (ELISA), apds jejum de 12

horas, utilizando-se kits comerciais.

4.6.1.2- Teste de tolerancia a Glicose oral (GTTO)

Foi realizado ap6s 12 horas de jejum, com os animais aos 28, 60 e 120 dias de
idade. Uma primeira coleta de sangue foi feita através de pequeno corte na extremidade
da cauda do animal (tempo zero). Em seguida, uma sonda de polietileno foi introduzida
no estdbmago, por via oral, € uma solucdo de glicose de 20% (2 g/Kg de peso corporal)
foi administrada. Amostras de sangue foram coletadas apdés 30,60 e 120 minutos da
administracdo da glicose, com capilares heparinizados e calibrados para 25 pL, para
dosagens de glicose e de insulina. Uma unica incisdo na cauda € suficiente para a
obtencdo de todas as amostras. A determinagdo da glicemia foi realizada pelo método de
glicose oxidase e da insulinemia, por ELISA, usando kits comerciais. Foram calculadas
as dreas sob as curvas de glicemia durante o teste pelo método trapezoidal (MATHEWS

et al., 1990), utilizando o Software ORIGIN 6.0 (1999).

4.6.1.3- Sensibilidade a insulina

Para estimar a sensibilidade a insulina dos animais aos 28, 60 e 120 dias de
idade foi utilizado o teste de tolerancia a insulina (ITT). O teste foi realizado com os
animais apds 15 horas de jejum e consistiu na aplicacdo de solucdo de insulina
(30mU/100g de peso corporal), via subcutanea, na regido dorsal. Amostras de sangue
(25ul) foram coletadas em capilares heparinizados, por meio de pequeno corte na

extremidade da cauda, nos tempos 0, 30, 60 e 120 minutos para determinagdo da glicose
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(glicose oxidase), utilizando kits comerciais. Uma unica incis@o na cauda € suficiente
para a obtencdo de todas as amostras. A taxa de remocao de glicose (Kitt) expressa em
%/minuto foi calculada pela férmula 0, 0693/t/2) X100. A glicose sanguinea (t/2) foi
calculada pela curva de andlise dos minimos quadrados dos teores de glicose sérica
enquanto houver decréscimo linear dos mesmos apds a administracdo de insulina

(LUNDBAEK, 1962).

4.6.1.4- Teste de esforco

Para avaliar o efeito do treinamento foram realizados testes de esforco, visando
analise da cinética do lactato sanguineo, aos 120 dias de idade. Os ratos treinados pelo
protocolo continuo foram submetidos a 30 min de natacdo ininterrupta com sobrecarga
de 5% do peso corporal, aqueles treinados pelo protocolo intermitente, foram
submetidos a 30 s de natacao intercalados com 30 s de repouso, totalizando 20 min, com
sobrecarga de 15% do peso corporal, e os animais treinados pelo protocolo de forca
realizaram 4 séries de 10 saltos na 4dgua, interrompidos por 1 min de repouso entre elas,
com sobrecarga de 50% do peso corporal. Para fins de comparacgao, ratos sedentdrios
foram também submetidos aos testes descritos anteriormente. Foram coletadas amostras
sanguineas (25uL) em capilares heparinizados para andlise da concentracdo de lactato.
O sangue foi coletado em repouso e a cada 5 minutos de exercicio para o protocolo
continuo; e a cada 5 min de esfor¢o no protocolo intermitente. Para protocolo de forca
as coletas foram realizadas, apds a realizacdo de cada série de salto, e 5, 7, 9,13 e 15min
apOs o término das quatro séries. As coletas foram feitas através de pequeno corte na
extremidade distal da cauda do animal. Uma tnica incisdo no inicio do teste € suficiente
para a obtencdo de todas as amostras A dosagem do lactato foi realizada pelo método

enzimdtico (ENGELS & JONES, 1978).

4.6.2- Sacrificio dos animais

Aos 120 dias de idade todos os animais foram sacrificados por decapitagcdo, apos
anestesia profunda com amobarbital sédico (15 mg/kg de peso corporal), sem jejum
prévio decorridas 48 horas dos testes de tolerancia a glicose e/ou 48 horas apds a dltima

sessdo de treino, para a obteng¢do de material bioldgico.
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4.6.3. Avaliacoes apos o sacrificio

4.6.3.1- Sangue

Amostras de sangue foram coletadas para verificagdo das concentracdes de
glicose, proteinas totais, albumina, trigliceridios, colesterol total, dcido graxo livre
(AGL) e lipidios totais por espectrofotometria (kits comerciais) e insulina por ELISA

(kits comerciais).

4.6.3.2- Tecidos

4.6.3.2.1- Tecido Adiposo

O tecido adiposo das regides subcutanea posterior, mesentérica e retroperitoneal
foi removido para pesagem e determinacdo das concentragdes de lipidios totais. A
excisdo dos diferentes depositos de gordura foi realizada de acordo com a descri¢do de
Cinti (2005). As concentracdes de lipidios nesses depositos foram determinadas pelo

procedimento descrito por Nogueira et al. (1990).

4.6.3.2.2- Figado, coraciao e misculo gastrocnémio.

Nesses orgdos foram avaliadas as concentracOes de glicogénio e lipidios totais.
No musculo gastrocnémio foram avaliados teores de proteinas totais (LOWRY et al.,
1951) e DNA (GILES; MAYERS, 1965), visando inferir sobre o nimero (DNA) e
tamanho (razdo proteina/DNA) das células (WINICK et al., 1972).

4.6.3.3- Misculo Séleo

4.6.3.3.1-Metabolismo da Glicose

Fatias longitudinais do miusculo (25 - 35mg) foram colocadas em frascos de
cintilagdo com capacidade de 20 ml siliconizados, contendo 1,5 ml de tampao Krebs -
Ringer bicarbonato. Os frascos foram fechados com tampas de borracha, selados com
anel pléstico e submetidos a 30 minutos de pré-incubagdo sob agitacdo em banho tipo
Dubnoff a 60 rpm e continuo gaseamento com O,/CO; (95%/5%). Ap0s esse periodo, as
fatias do musculo foram transferidas para novos frascos de cintilacdo (frasco externo)
em cujo interior foram instalados pequenos tubos em forma de concha (frasco interno)
com uma haste reta de aproximadamente 3 cm de comprimento que se insere nas tampas

de borracha do frasco externo.
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Cada frasco externo continha 1,5 ml de tampao Krebs-ringer e cada frasco
interno, 700ul de hiaminalOx. Apdés 60 minutos de incubagcdo nesse sistema, com
gaseamento durante os 15 primeiros minutos, foram adicionados 100ul de 4acido
tricloroacético (TCA) 25% ao frasco externo, visando a liberacao de CO,. A preparagdo
fol mantida por mais 3 horas no sistema, porém com a fatia do musculo fora do alcance
da solu¢do com TCA. Decorrido esse tempo, 200l do liquido contido no frasco interno
foram retirados para a determinacdo do CO, produzido. A fatia de musculo
imediatamente digerida em 0,5 ml de KOH para extracio (SJORGREEN et al., 1938) e
dosagem (DUBOIS et al.,, 1956) do glicogénio muscular. A temperatura na pré-
incubag@o e incubagdo foi de 37° C.

O tampdo Krebs-Ringer, base dos meios de pré-incubacdo e incubacgdo, é
constituido de: NaCl 0,6%, NaHCO; 0,19%, HEPES 6,64mM, KCI 0,032%, CaCl,
1,14nM, KH,PO4 0,015%, MgSOs 0,03%. A solucdo assim preparada foi gaseada
durante 20 a 30 minutos em O,/CO, (95%/5%) e o pH ajustado a 7,4. A esta solugdo
foram adicionados 20 volumes de albumina sérica bovina livre de gordura. Ao meio de
pré-incubacio foi adicionado piruvato de sédio para concentracdo de SmM. Ao meio de
incubacdo, foi adicionada glicose (5,5mM) contendo [U—14C] glicose ( 0,25 uCi/ml),
[3H] 2-deoxiglicose (2DG=0,51Ci/ml) e insulina (100pnUl/ml). Feitas as adi¢des, o pH
foi ajustado a 7,4 e os meios transferidos para os frascos que foram selados e
equilibrados no banho a 37° C sob gaseamento em O,/CO;, (95%/5%) durante pelo
menos 15 minutos. Fatias do mesmo musculo foram utilizadas, com peso semelhante
aquelas incubadas, para determinac¢do da concentracio controle de glicogénio.

Foram avaliadas captacdo de glicose, utilizando-se a 2 DG como marcador, e
incorporagdo do “C a glicogénio (sintese), medindo-se a radioatividade do *H da 2 DG
"C da glicose, respectivamente, através de contador de particula beta. Para a estimativa
da glicose oxidada (producao de CO,), foi determinada a radioatividade do ¢ presente

no liquido (hiamina) coletado do frasco interno do sistema de incubagao.

4.6.3.3.2- Metabolismo de proteinas

4.6.3.3.2.1-Sintese

Fatias longitudinais (70mg) musculares foram pré-incubadas por 30 minutos em
meio RPMI-1640 (com glutamina e sem fenol vermelho e bicarbonato de sédio),

suplementado com albumina sérica bovina desengordurada (BSA) [0,1%] e insulina
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[100u/ml], saturado com mistura gasosa (95% de O, e 5% de CO,). Em seguida, as
fatias foram transferidas para novo meio RPMI com a mesma suplementacdo, contendo
"C fenilalanina [0,05 uCi/ml] e incubadas por 2 horas. Ao final da incubagdo, as fatias
musculares foram homogeneizadas em &cido tricloro acético (TCA) 5% e centrifugadas
a 2000rpm por 15 minutos a 4°C. O material TCA-insoldvel foi lavado 3 vezes com
TCA 5%. O precipitado resultante foi dissolvido em (SDS) 10% a temperatura ambiente
por 30 minutos, para a determinacdo do conteudo protéico e da radioatividade
incorporada as proteinas musculares. O contetido de proteina muscular foi determinado
pelo método folin fenol (LOWRY et al., 1951) e a radioatividade incorporada a proteina
muscular foi medida com o auxilio de um cintilador. A sintese protéica foi calculada
dividindo-se a radioatividade incorporada pela radioatividade especifica da fenilalanina
no meio de incubacdo e expressa como nanomoles de fenilalanina por miligrama de

proteina por 2 horas.

4.6.3.3.2.2- Degradacao

A liberagdo de tirosina pelo musculo isolado na presenca de ciclohexamida foi
utilizada como indice da degradacgdo protéica, conforme descrito previamente por Fulks
et al. (1975). Este método vale-se do fato de que o aminoécido tirosina ndo € sintetizado
nem degradado pelo musculo esquelético. Fatias longitudinais musculares (70mg) foram
pré-incubadas em tampao Krebs-Ringer [NaCl 1,2 mmol/L; KCI 4,8 mmol/L; NaHCO3
25 mmol/L; CaCl, 2,5 mmol/L; KH,PO4 1,2 mmol/L. e MgSO4 1,2 mmol/L — pH 7,4]
suplementado com glicose [5,5 mmol/L], BSA [1,34%], insulina [5u/ml] e
ciclohexamida [5,0 mmol/L], saturado com mistura gasosa (95% de O, e 5% de COy).
Em seguida, as fatias foram transferidas para novo meio de mesma composicdo e
incubada por 2 horas. Ao final da incubacdo, amostras do meio de incubacdo foram
utilizadas para determinacdo do teor de tirosina pelo procedimento de Waalkes;

Udenfriend (1957).

4.6.3.4- Pancreas

4.6.3.4.1- Biomarcadores do estado antioxidante

4.6.3.4.1.1 -Atividade Catalase (CAT)

Amostras do pancreas (100 mg) foram homogeneizadas em tampao fosfato pH,
gelado e centrifugadas a 10000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi armazenado a -

20° C para posterior ensaio.
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Os ensaios para dosagem da atividade da catalase foram conduzidos
adicionando-se as amostras a tampao fosfato 50 mM e perdxido de hidrogénio (H,0,)
10 mM, (AEBI, 1984). A queda nos valores de absorbancia do H,O, € seguida
espectrofotometricamente a 240 nm, segundo a reagao:

H,0, CAT » H,O +0,

O célculo da atividade da catalase sanguinea foi feito pela seguinte equagao:
(2,3/At).(a/b). (log Ai/A;), onde a é o volume de hemolisado na cubeta e b € o volume
total da cubeta, A; o valor da absorvancia em t=0 e A, € o valor da absorbincia no

tempo final, que em nosso caso se da aos 15 segundos ap6s o inicio da reacdo (AEBI,

1984).

4.6.3.4.1.2-Atividade superéxido dismutase (SOD)

Amostras do pancreas (100 mg) foram inicialmente lavadas com tampao PBS
pH 7.4, contendo heparina. Em seguida, foram homogeneizadas em tampao HEPES,
contendo: EDTA 1 mM, manitol 210 mM e sacarose 70mM,em banho de gelo e
centrifugadas a 100000 rpm por 15 minutos, a 4° C. O sobrenadante foi estocado a -20°

C para posterior andlise. Os ensaios foram efetuados utilizando—se kits comerciais.

4.6.3.4.2- Biomarcadores de peroxidacao lipidica
4.6.3.4.2.1- Concentracao de produtos que reagem ao acido tiobarbitirico

(TBARS)

Um dos métodos para se quantificar os produtos da peroxidacdo lipidica é o
método de andlise da formacdo de substdncias que reagem ao 4cido tiobarbitdrico
(TBARS). Este método consiste na andlise dos produtos finais da peroxidagdo lipidica
(peroxidos lipidicos, malondialdeido, e outros aldeidos de baixo peso molecular) que, ao
reagirem com o dcido 2-tiobarbitdrico (TBARS), formam bases de Schiff. Esses
complexos s@o coloridos e sua concentragio pode ser determinada
espectrofotometricamente a 535 nm, ou por fluorescéncia a 515 nm de excitagdo e 555
nm de emissdo (OKAWA et al, 1979). Para esta determinagdo, amostras do pancreas
(100 mg) foram homogeneizadas em tampdo fosfato 0,05 N e centrifugadas a 10000

rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi estocado a -20° C para posterior dosagem.
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4.6.3.4.3.-Secrecao de Insulina Por Ilhotas Isoladas

Em ilhotas pancreaticas isoladas através da digestdo por colagenase (LACY;
KOSTIANOVSKY, 1967), foi avaliada a secrecdo estatica de insulina em resposta a
concentracdes crescentes de glicose. Apds obtencao das ilhotas, estas foram colhidas
com uma micropipeta siliconizada de 100 Ul e colocadas em recipientes plasticos (5
ilhotas por frasco), contento 1 ml de Krebs (Na+ 139 mM, K+ 5mM, Ca+ 1 mM, CI-
124mM, HCO;3; - 24mM). Diferentes concentragdes de glicose (2,8; 5,6; 8,3; 11,1; e
16,7 mM) foram acrescidas ao meio. Esses recipientes entdo foram colocados em
frascos de vidro lacrados, nos quais foi criada uma atmosfera de carbogénio através da
injecdo, durante 10 minutos, de uma mistura de O,/CO; (95%/ 5%). Posteriormente, os
recipientes foram colocados em banho tipo Dubnoff com agitagdo a 37° C, durante 60
minutos. Terminada a incubagdo, o sobrenadante foi recolhido em microtubos de
polietileno (eppendorf) e armazenado para determinacdo da insulina, através de

radioimunoensaio (HERBERT et al., 1965).

4.6.3.4.4- Concentracao de Insulina em Ilhotas Isoladas.

Inicialmente foram isoladas 5 ilhotas e colocadas em tubos eppendorf .
Posteriormente, o material foi centrifugado durante 20 minutos a temperatura de 15 °C,
agitado e transferido para um outro tubo, contendo solucao extratora (0,18M HCI em
etanol 96 %). Foi, entdo, incubado por 24 horas a 4°C e diluido em tampao fosfato pH=
7,4 e armazenado para posterior andlise da concentracio de insulina por

radioimunoensaio (HERBERT et al., 1965).

5- ANALISE ESTATISTICA
A anédlise dos dados foi feita utilizando teste t-student ou de Analise de
Variancia ANOVA bifatorial seguido de post hoc Bonferroni / Newman-Keuls, onde

apropriado. Em todos os casos, o nivel de significancia foi pré-fixado em 5% (p<0,05).
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6- RESULTADOS

Os resultados obtidos encontram-se apresentados em forma de quatro artigos
cientificos. Dois artigos publicados e dois submetidos a publicagdo em periddicos

internacionais.

PRIMEIRO ESTUDO
RIBEIRO, C; CAMBRI, L.T; RODRIGO, A.D; ARAUJO, M.B; LEME, J.A.C.A;
MOURA, RF; VOLTARELLI, F.A;, MELLO, M.A.R. Treinamento intermitente e
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neonatal de aloxana. Journal of endocrinology and Metabolism. v. 01, p. 101-112,

2011 (publicado)

SEGUNDO ESTUDO
RIBEIRO, C; CAMBRI, L.T: DALIA, R, A.; ARAUJO, M.B; GHEZZI, A.C; MOURA,
L.P; ARAUJO, G.G; MELLO, M.A.R. Metabolismo protéico muscular de ratos
submetidos a administragdo neonatal de aloxana e aos treinamentos intermitente e
continuo de natacdo. Diabetology& Metabolic Syndrome 2012, 4:5 doi:10.1186/1758-
5996-4-5 (publicado).

TERCEIRO ESTUDO
RIBEIRO, C; CAMBRI, L.T: MOTA, C.S.A; DALIA, R.A; ARAUJO, M.B; MOURA, L.P;
MELLO, M.A.R. Diferentes protocolos de exercicio e biomarcadores de estresse
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Experimental Physiology ( submetido).

QUARTO ESTUDO
RIBEIRO, C; CAMBRI, LT: DALIA, R.A; ARAUJO, M.B;BOTEZELLI, J.D;
SPONTON, A.C.S MELLO, M.A.R. Efeitos do treinamento fisico em diferentes
intensidades de esforco sobre metabolismo dos lipidios de ratos submetidos a aplica¢do

neonatal de aloxana. Lipids In Health and Disease (submetido).
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Além disso, nos Apéndices 1, 2, 3, 4 e 5 acham-se artigos publicados (referentes
ao estudo piloto e estudos 1 e 2), e artigos submetidos a periddicos internacionais na

versao em inglés (estudos 3 e 4).

APENDICE 1 : RIBEIRO,C; MOTA, C.S.A; MANCHADO-GOBATTO, F.B;
VOLTARELLI, F.A; ARAUJO, M.B; LEME, J.A.C.A; OLIVEIRA, C.A.M; MELLO,
M.A.R. Effects of moderate intensity physical training in neonatal alloxan- administered

rats. Journal of Diabetes & Metabolism, v. 01, p. 107, 2010.

APENDICE 2: RIBEIRO, C; CAMBRI, L. T: DALIA, R. A; ARAUJO,M,B; LEME, J.
A. C. A, MOURA, R.F; VOLTARELLI, F. A ; MELLO, M. A. R. . Continuous and
Intermittent Exercise Training and Glucose Metabolism in Neonatal Alloxan
Administered Rats. Journal of Endocrinology and Metabolism, v. 1(3), p. 101-112,
2011.

APENDICE 3: RIBEIRO, C; CAMBRI, L.T: RODRIGO, A.D; ARAUJO, M.B;
GHEZZI, A.C; MOURA, L.P; ARAUJO, G.G; BOTEZELLI, J.D; MELLO, M.A.R.
Muscle protein metabolism in neonatal alloxan-administered rats: effects of continuous

and intermittent swimming training. Diabetology & Metabolic Syndrome 2012, 4:5
doi:10.1186/1758-5996-4-5.

APENDICE 4: RIBEIRO, C; CAMBRI, L.T; MOTA, C.S.A; RODRIGO, A.D; ARAUJO,
M.B; MOURA, L.P; MELLO, M.A.R. The effect of different exercise protocols on
biomarkers of oxidative stress in the pancreas of rats subjected to neonatal alloxan

administration. Experimental Physiology (submitted).

APENDICE 5: RIBEIRO, C; CAMBRI, L.T; DALIA, R.A; ARAUJO, M.B;BOTEZELLI,
J.D; SPONTON, A.C.S MELLO, M.A.R. Effects of physical training with different
intensities of effort on lipid metabolism in rats submitted to the neonatal application of

alloxan. Lipids In Health and Disease (submitted).
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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo comparar os efeitos do treinamento intermitente e
do treinamento continuo de natacdo no metabolismo da glicose em ratos submetidos a aplicacio
neonatal com aloxana. Ratos da linhagem wistar foram utilizados e divididos em seis grupos:
Aloxana sedentario (AS), Controle sedentério (CS), Aloxana treinado continuo (ATC), Aloxana
treinado intermitente (ATI), Controle treinado continuo (CTC) e Controle treinado intermitente
(CTD. O diabetes foi induzido por aloxana em ratos neonatos aos 6 dias de vida (250mg/Kg
p-c). O protocolo de treinamento continuo consistiu em: 12 semanas de treinamento de natagao,
1 hora ininterrupta por dia, 5 dias por semana, em tanques individuais(50cm altura x 25
largura), suportando sobrecarga de 5% do peso corporal. O protocolo de treinamento
intermitente consistiu em 12 semanas de treinamento de natagdo 30 s de atividade intercalados
com 30 s de repouso, em tanques individuais (50cm altura x 25 largura), num total de 20 min
por dia, 5 dias por semana, com sobrecarga de 15 % do peso corporal. Os animais foram
avaliados in vivo quanto a: tolerancia a glicose (teste de tolerdncia a glicose oral- GTTo) e
sensibilidade a insulina (teste de tolerancia a insulina - ITT). Aos 120 dias de idade e decorridas
48 horas das avalia¢des in vivo, os animais foram sacrificados para a coleta de material, visando
as andlises da captacdo e oxidacdo de glicose, concentracdo e sintese de glicogénio pelo
musculo séleo isolado. Aos 28 dias observou-se que os animais aloxanicos apresentaram
maiores valores de drea sob a curva de glicose sérica (mg/dL x 120 min) no GTTo
(Aloxana=18138 +1992; Controle= 14792 + 624), maiores valores referentes a resisténcia a
insulina, avaliada através da remocdo de glicose sérica (Kitt%/min) no ITT (Aloxana= 1,18 +
0,41; Controle= 1,73+ 0,82). Aos 120, dias os animais aloxinicos submetidos ao treinamento
intermitente mostraram maior drea sob a curva glicémica (mg/dL x 120 min) no GTTo que os
respectivos controles (AS= 13994 +785; CS=12988 + 688; CTC= 13152 + 537; ATC= 13872 +
1017; CTI= 12377 £ 571; ATI= 13986 + 2182). Em relac@o a captacdo de glicose (umol/g.h)
pelo misculo séleo isolado, os animais treinados pelo protocolo intermitente apresentaram
maiores valores (AS=2,64 +0,55; CS= 3,17+ 0,76; CTC= 3,70% 0,89; ATC= 3,13+ 0,40; CTI=
5,09 +0,49; ATI=5,59 #0,99). A concentracdo de glicogénio (mg/100mg) do misculo
gastrocnémio foi aumentada pelo treinamento intermitente somente nos animais controles (AS=
0,44+0,11; CS= 0,40+0,12; CTC= 0,50+0,06; ATC= 0,55+0,10; CTI=0,62+0,16; ATI=
0,46+0,10). Assim, conclui-se que o protocolo de exercicio intermitente mostrou-se mais eficaz

que o continuo para a melhora da captacdo de glicose pelo musculo esquelético.

Palavras Chave: Ratos neonatos, aloxana, DMT2, treinamento fisico, captacio de glicose.
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1-INTRODUCAO

Nos ultimos anos, a incidéncia do diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) tem
aumentado consideravelmente (WILD et al., 2004; ADA, 2010.). O diabetes mellitus
tipo 2, caracteriza-se pela resisténcia a insulina e disfuncdo das células B, o que leva a
um quadro hiperglicémico caracteristico (HAYASHIA et al., 2006; ADA, 2010).
Representa cerca de 90 a 95% dos diabéticos e pode ser desencadeado por varios fatores
tais como a obesidade, dieta hipercaldrica e inatividade fisica ( IVY et al., 1999; ADA,
2010).

A inatividade fisica € um dos elementos que pode desencadear o diabetes DMT2
enquanto, por outro lado, a prdatica regular de exercicio fisico, particularmente no
tratamento dessa doenca, melhora a tolerancia a glicose e reduz a resisténcia a insulina
(LUCIANO et al., 2002; IVEY et al., 2007; MANNERA et al., 2008; BAYNARD et al.,
2008). Os possiveis mecanismos pelos quais o exercicio fisico induz mudancgas
benéficas na sensibilidade a insulina inclui o desenvolvimento da massa muscular,
maior captacdo de glicose e reducdo no requerimento da quantidade de insulina na
manutencdo da homeostase glicemica (THYFAULT, 2008; VENABLES;
JEUKENDRUP., 2008; KOUTROUMPI et al., 2008). Por outro lado, faltam evidéncias
diretas quanto ao efeito preventivo do exercicio sobre a instalacio do quadro de DMT?2,
especialmente quando se leva em consideragdo a intensidade do esfor¢o, periodicidade e
protocolo de treinamento a serem prescritos no diabetes tipo 2, uma vez que este tipo de
pesquisa € de execucdo mais dificil em seres humanos. Nesse contexto, modelos de
animais proporcionam condi¢des mais adequadas ao estudo dessa questdo. Desta forma,
o diabetes quimicamente induzido em animais tem sido amplamente empregado como
modelo experimental para os estudos das complicacdes causadas pelo diabetes
(SRINIVASAN; RAMARAO, 2007) bem como os efeitos do exercicio fisico.

Portha et al. (1989) descreveram um modelo experimental de diabetes neonatal
em ratos Wistar através da aplicacdo de estreptozotocina no dia do nascimento. Nesse
modelo foi demonstrado que a hiperglicemia € transitéria. Os valores glicémicos
retornam ao normal apds a primeira semana de vida, com recuperacdo da producdo de
insulina e da massa de células P. Isso caracteriza um modelo de (DMT?2) em ratos, no
qual os animais experimentais apresentam boa sobrevida (PORTHA et al., 1989).

Posteriormente, Kodama et al. (1993) desenvolveram outro modelo, através da

substitui¢do da estreptozotocina por aloxana. Nesse estudo a aloxana foi administrada
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aos 2,4 ou 6 dias de vida. Quando analisados aos 60 dias de idade, os ratos que
receberam aloxana no 2° dia de vida apresentaram glicemia, no estado alimentado,
ligeiramente superior a de ratos controle, enquanto os que receberam a droga nos 4° e 6°
dias mostraram glicemia significativamente maior que a dos controles. Os autores
consideraram o modelo util aos estudos sobre complicagdes cronicas do diabetes.
Contudo, salientaram que mais estudos sdo necessdrios para determinar s€ 0 mesmo
também tem caracteristicas de DMT2, como verificado no modelo estreptozotocina
neonatal. Em seus estudos, Oliveira et al. (2004) analisaram a glicemia de jejum e a
tolerancia a glicose em ratos de ambos os sexos aos 30, 60, 90 dias de idade, que
receberam aplicagdo de aloxana aos 2 dias de vida. A glicemia de jejum ndo foi
diferente dos ratos controles em nenhum momento. Ribeiro et al. (2005) utilizando ratos
que receberam aloxana ao 6° dia de vida mostraram que estes animais apresentaram
valores de glicemia, durante teste de tolerancia a glicose, maiores que o grupo controle
tanto aos 28 quanto aos 60 dias de idade, 0 mesmo foi demonstrado por Contarteze et al.
(2009), quando administraram aloxana nos animais com 2 dias de vida. Assim, estes
dados evidenciam que o modelo de inducdo de diabetes neonatal reldne caracteristicas
interessantes para o estudo do papel do exercicio na prevengdo e tratamento desta
doenca. Em conjunto, esses resultados denotam a necessidade de mais estudos em ratos
submetidos a administracdo neonatal de aloxana.

Estudos que utilizaram diferentes protocolos de treinamento na prevengdo e
tratamento do diabetes mellitus tipo 2 sdo escassos e apresentam resultados divergentes.
Estudo realizado com individuos diabéticos tipo 1 (DMT1), comparou o efeito de
treinamento intermitente com alta intensidade de esforco e treinamento continuo
moderado e mostrou que a reducdo na glicose sanguinea foi menor no exercicio
intermitente quando comparado ao exercicio continuo moderado em individuos com
diabetes tipo 1 (GUELFI et al., 2007).

Kuwajima et al. (1999), utilizando animais geneticamente modificados (ratos
que desenvolvem obesidade e intolerdncia a glicose com 10 semanas de idade),
evidenciaram o efeito profildtico treinamento continuo com relacao ao desenvolvimento
de diabetes tipo 2. A incidéncia cumulativa de diabetes tipo 2 em animais do grupo
sedentdrio foi de 30, 67 e 78% em 10, 16 e 24 semanas de idade, respectivamente. Por
outro lado, no grupo treinado a incidéncia desta doenca permaneceu nula durante todo o
periodo experimental. Oliveira et al. (2004) nio encontraram alteracio quando

analisaram os efeitos do treinamento continuo de natacdo em intensidade moderada na
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captacdo de glicose de ratos submetidos a aplicagao neonatal de aloxana. Mota el al.
(2008) utilizando o modelo experimental de diabetes tipo 2 com administragdo neonatal
de aloxana, mostraram melhora na tolerancia a glicose dos animais diabéticos apds 12
semanas de treinamento continuo de natacdo, na intensidade de maxima fase estavel de
lactato (MFEL). Em ratos adultos tornados diabéticos pela aplicacio de
estreptozotocina, a realizacdo de exercicio continuo de natacdo em diferentes
intensidades, antes e apds a inducdo do diabetes, atenuou os valores séricos de glicose.
Os efeitos mais acentuados foram observados com exercicio de maior intensidade
(COSKUN et al., 2004).

Desta forma, tanto o treinamento continuo quanto o treinamento intermitente
possuem papel importante na prevencdo e tratamento do diabetes mellitus tipo 2,
contudo estudos adicionais s3o necessdrios para caracterizar as intensidade e
periodicidades mais adequadas a cada um destes diferentes protocolos. Assim, o
presente estudo visa comparar os efeitos do treinamento intermitente e do treinamento
continuo de natacdo, com carga total de treinamento equivalente, no metabolismo da

glicose em ratos submetidos a aplica¢do neonatal com aloxana.

2.MATERIAIS E METODOS

2.1 Animais

Foram utilizados ratos adultos (90 dias) da linhagem Wistar, machos e fémeas,
provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual Paulista - UNESP- Campus
de Botucatu. Os ratos foram mantidos no Biotério do setor de Biodindmica do
Departamento de Educacdo Fisica da UNESP - Campus de Rio Claro em sala com
temperatura mantida em 25 * 1° C e foto periodo claro/escuro de 12/12 horas com as
luzes acesas das 6:00 as 18:00hs, tendo livre acesso a dgua e ao alimento (ragdo
balanceada para roedores - Purina®). Os procedimentos adotados com os animais foram

aprovados pelo Comité de ética para experimentacdo animal da Universidade de

Taubaté (CEEA/UNITAU), parecer- CEEA/UNITAU n° 019/08.

2.2 Cruzamento dos Animais
Para o cruzamento foi empregado o método de harém, 4 fémeas e 1 macho,
colocados por uma noite em gaiolas coletivas. A confirmacao da cobertura foi feita pela

presenca de espermatozéides em esfregaco vaginal realizado na manha seguinte.
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2.3 Aplicacao neonatal de aloxana

Aos seis dias de idade os filhotes machos, com peso médio de 11,9 *1,2g,
receberam 1injecdo intra- peritoneal (250mg/Kg de peso corporal) de aloxana
monoidratada dissolvida em tampao citrato 0,01M, pH 4,5 (LUCIANO; LIMA, 1997),
apos jejum de 15 horas. Como controles foram utilizados ratos da mesma idade e sexo
injetados com veiculo (tampdo citrato). Em seguida, as crias foram distribuidas de

forma que cada mae amamentasse 8 filhotes.

2.4 Delineamento e Grupos Experimentais

Aos 28 dias de idade, os filhotes compuseram 6 grupos com 10 animais em cada
um, que permaneceram em observacao até os 120 dias de idade:
- Controle (C): ratos injetados com tampao citrato ndo submetidos a treinamento;
- Controle Treinamento Continuo (CTC): ratos injetados com tampdo citrato e
submetidos ao programa de treinamento continuo.
- Controle Treinamento Intermitente (CTI): ratos injetados com tampdo citrato e
submetidos ao programa de treinamento intermitente.
- Aloxana(A): ratos injetados com aloxana ndo submetidos a treinamento.
- Aloxana Treinamento Continuo (ATC): ratos injetados com aloxana e submetidos ao
programa de treinamento continuo.
- Aloxana Treinamento Intermitente (ATI): ratos injetados com aloxana e submetidos ao

programa de treinamento intermitente.

2.5 Treinamento fisico

Os animais realizaram inicialmente um periodo de adaptacdo que consistiu em:
primeiramente, foram submetidos a um reconhecimento do meio aqudtico por 15
minutos; no dia seguinte aumentou-se o nivel de dgua e realizaram natacdo durante 15
minutos; no 3° dia foram colocados para nadar no nivel de dgua em que treinaram
durante o experimento por 25 minutos; no 4° dia nadaram durante 30 minutos com
sobrecarga atada ao dorso equivalente a 3% do peso corporal; no 5 ° dia de adaptagio a
sessdo foi de 40 minutos com sobrecarga equivalente a 5% do peso corporal. Em
seguida, foi iniciado o periodo de treinamento.

Os animais dos grupos treinados por programa de exercicio continuo foram
submetidos, do desmame aos 120 dias, a natacdo, 1 hora ininterrupta por dia, 5 dias por

semana, em tanques individuais(50cm altura x 25 largura), suportando sobrecarga de
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5% do peso corporal. Esta intensidade de esforco corresponde a transicao metabdlica
aerdbia/anaerdbia para ratos durante a natacio (GOBATTO et al., 2001). Os animais
dos grupos treinados por programa intermitente foram submetidos, do desmame aos 120
dias, a natacdo 30 s de atividade intercalados com 30 s de repouso, em tanques
individuais (50cm altura x 25 largura), num total de 20 min por dia, 5 dias por semana,
com sobrecarga de 15 % do peso (Protocolo adaptado, tendo como base o protocolo de
BRAGA et al., 2004). A temperatura da dgua foi mantida em 31° C + 1° C, durante a
realizacdo do exercicio, por ser esta temperatura considerada termicamente neutra em
relacdo a temperatura dos ratos (AZEVEDO, 1994; PAULI, 2005). Os protocolos de
treinamento tiveram sua carga semanal total de treinamento (CST) equivalente.
Segundo Araugjo et al. (2010), a CST corresponde ao somatdrio de estimulos de
treinamento obtido pelo produto do tempo de esfor¢co (t) e a intensidade (%). Assim
neste estudo o treinamento continuo teve CST= 60min x 5%=300 equivalente ao

treinamento intermitente CST= 20 min x 15%= 300.
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Cruzamento dos animais Aplicagcdo neonatal de Aloxana (6 dias de idade)
(inicio do treinamento)
Desmame- 28 dias Avaliagdes “in vivo”
Aloxana Controle
Aloxana Aloxana Aloxana Controle Controle Controle
sedentdrio || treinado continuo treinado intermitente sedentario treinado continuo treinado intermitente
AS ATC ATI cs cTC CTlI

(Avaliagées (“in vivo”) aos 60 dias e avaliagdes (in vivo e apos
sacrificio) ao final do experimento (120)) dias)

Fig 1- Desenho Experimental




2.6 Avaliacoes in vivo
Todos os animais tiveram peso corporal, ingestdo alimentar e hidrica registrados

uma vez por semana. Além disso, foram submetidos as seguintes avaliacoes:

2.6.1. Teste de tolerancia a Glicose oral (GTTO)

Foi realizado apds 12 horas de jejum, com os animais aos 28, 60 e 120 dias de
idade. Uma primeira coleta de sangue foi feita através de pequeno corte na extremidade
da cauda do animal (tempo zero). Em seguida, uma sonda de polietileno foi introduzida
no estdmago, por via oral, e uma solucdo de glicose de 20% (2 g/Kg de peso corporal)
foi administrada. Amostras de sangue foram coletadas apds 30,60 e 120 minutos da
administracdo da glicose, com capilares heparinizados e calibrados para 25 pL, para
dosagens de glicose e de insulina. Uma unica incisdo na cauda € suficiente para a
obtencdo de todas as amostras. A determinagdo da glicemia foi realizada pelo método de
glicose oxidase (Kit glicose - Laborlab: CAT n° 02200- Guarulhos- SP) e da
insulinemia, por ELISA, (Kit Insulina- Diagnostic systems laboratories INC (DSL),
REF: 10-1600, 445 medical Center BLVD, Webster, TX 77598, USA). Foram
calculadas as areas sob as curvas de glicemia e insulinemia durante o teste pelo método

trapezoidal (MATHEWS et al., 1990), utilizando o Software ORIGIN 6.0 (1999).

2.6.2. Sensibilidade a insulina

Para estimar a sensibilidade a insulina dos animais aos 28, 60 e 120 dias de
idade foi utilizado o teste de tolerancia a insulina (ITT). O teste consistiu na aplica¢do
de solucdo de insulina (30mU/100g de peso corporal), via subcutanea, na regido dorsal.
Amostras de sangue (25ul) foram coletadas em capilares heparinizados, por meio de
pequeno corte na extremidade da cauda, nos tempos 0, 30, 60 e 120 minutos para
determinac¢do da glicose (Kit glicose - Laborlab: CAT n° 02200- Guarulhos- SP). Uma
Unica incisdo na cauda foi suficiente para a obtencdo de todas as amostras. A taxa de
remocdo de glicose (Kitt) expressa em %/minuto foi calculada pela férmula (0,693/t/2)
X100. A glicose sanguinea (t/2) foi calculada pela curva de andlise dos minimos
quadrados dos teores de glicose sérica enquanto houver decréscimo linear dos mesmos

apods a administracdo de insulina (LUNDBAEK, 1962).
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2.7. Sacrificio dos animais

Aos 120 dias de idade todos os animais foram sacrificados por decapitagdo, apds
anestesia profunda com amobarbital sédico (15 mg/kg de peso corporal), sem jejum
prévio decorridas 48 horas dos testes de tolerancia a glicose e/ou 48 horas apds a dltima

sessdo de treino, para a obteng¢do de material biol6gico.

2.7.1. Sangue

Amostras de sangue foram coletadas para verificagdo das concentracdes de
glicose sérica (Kit glicose - Laborlab: CAT n°® 02200- Guarulhos- SP) e insulina sérica
por ELISA (Kit Insulina- Diagnostic systems laboratories INC (DSL), REF: 10-1600,
445 medical Center BLVD, Webster, TX 77598, USA).

2.7.2. Figado, coracao e misculo gastrocnémio.

Esses orgdos foram retirados para a determinacdo das concentracdes de
glicogénio. Fracdes entre 26-35mg do figado, coracdo e miusculo gastrocnémio foram
pesadas apds o sacrificio do animal e imediatamente digeridas em banho a 100°C em
0,5ml de KOH 1N durante 20 minutos. Foram adicionados 20ul de solu¢do saturada de
Na,SO4 e o glicogénio foi precipitado através de duas passagens de 2,5ml de etanol
quente, seguido de centrifugacdo, com o sobrenadante sendo descartado (SJORGREEN
et al., 1938). O glicogénio precipitado foi ressuspenso em 4ml de dgua e a determinagdo
colorimétrica realizada em 1ml de extrato, 20ul de fenol a 80% e 2,0ml de 4cido
sulfdrico concentrado, apés fervura de 15 minutos. A absorbancia foi mensurada em
espectrofotometro a 490nm. Solugdes de glicose de concentracdo conhecida foram

utilizadas para as curvas de calibracdo (DUBOIS et al., 1956).

2.7.3. Misculo Séleo

Nesse musculo foram avaliadas captacdo e oxidagdo de glicose, sintese e
concentracdo de glicogénio de acordo com procedimento descrito por Ribeiro et al.
(2005). Fatias longitudinais do musculo (25 - 35mg) foram colocadas em frascos de
cintilagdo com capacidade de 20 ml siliconizados, contendo 1,5 ml de tampao Krebs -
Ringer bicarbonato. Os frascos foram fechados com tampas de borracha, selados com
anel pléstico e submetidos a 30 minutos de pré-incubagao sob agitagdo em banho tipo
Dubnoff a 60 rpm e continuo gaseamento com O,/CO; (95%/5%). Ap0s esse periodo, as

fatias do musculo foram transferidas para novos frascos de cintilagdo (frasco externo)
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em cujo interior foram instalados pequenos tubos em forma de concha (frasco interno)
com uma haste reta de aproximadamente 3 cm de comprimento que se insere nas tampas
de borracha do frasco externo.

Cada frasco externo continha 1,5 ml de tampao Krebs-ringer e cada frasco
interno, 700pl de hiaminalOx. Apds 60 minutos de incubacdo nesse sistema, com
gaseamento durante os 15 primeiros minutos, foram adicionados 100ul de 4acido
tricloroacético (TCA) 25% ao frasco externo, visando a liberacao de CO,. A preparagdo
foi mantida por mais 3 horas no sistema, porém com a fatia do musculo fora do alcance
da solu¢do com TCA. Decorrido esse tempo, 200ul do liquido contido no frasco interno
foram retirados para a determinacdo do CO, produzido. A fatia de musculo
imediatamente digerida em 0,5 ml de KOH para extragdo (SJORGREEN et al., 1938) e
dosagem (DUBOIS et al.,, 1956) do glicogénio muscular. A temperatura na pré-
incubacdo e incubagdo foi de 37° C.

O tampdo Krebs-Ringer, base dos meios de pré-incubacdo e incubacgdo, é
constituido de: NaCl 0,6%, NaHCO; 0,19%, HEPES 6,64mM, KCl 0,032%, CaCl,
1,14nM, KH,PO4 0,015%, MgSOs 0,03%. A solucdo assim preparada foi gaseada
durante 20 a 30 minutos em O,/CO; (95%/5%) e o pH ajustado a 7,4. A esta solugdo
foram adicionados 20 volumes de albumina sérica bovina livre de gordura. Ao meio de
pré-incubacio foi adicionado piruvato de s6dio para concentracdo de SmM. Ao meio de
incubacdo, foi adicionada glicose (5,5mM) contendo [U-MC] glicose ( 0,25 uCi/ml),
[3H] 2-deoxiglicose (2DG=0,5uCi/ml) e insulina (100puUl/ml). Feitas as adi¢des, o pH
foi ajustado a 7,4 e os meios transferidos para os frascos que foram selados e
equilibrados no banho a 37° C sob gaseamento em O,/CO;, (95%/5%) durante pelo
menos 15 minutos. Fatias do mesmo miusculo foram utilizadas, com peso semelhante
aquelas incubadas, para determina¢@o da concentragdo controle de glicogénio.

Foram avaliadas captacdo de glicose, utilizando-se a 2 DG como marcador, e
incorporacdo do *C a glicogénio (sintese), medindo-se a radioatividade do 3H da 2 DG
"C da glicose, respectivamente, através de contador de particula beta. Para a estimativa
da glicose oxidada (producgdo de CO,), foi determinada a radioatividade do e presente

no liquido (hiamina) coletado do frasco interno do sistema de incubagao.
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2.7.4. Analise estatistica
A analise dos dados foi feita utilizando teste t-student ou de Analise de
Variancia ANOVA bifatorial seguido de post hoc Bonferroni, onde apropriado. Em

todos os casos, o nivel de significancia foi pré-fixado em 5% (p<0,05).

3. RESULTADOS

Os valores referentes a drea sob a curva da evolucdo do peso corporal dos
animais ao longo do experimento estdo representados na figura 2. O grupo ATI
apresentou maior drea quando comparado ao seu controle correspondente CT1. O grupo
CS mostrou valores maiores do que os grupos CTC e CTI, mostrando a eficacia dos
treinamentos continuo e intermitente no controle ponderal dos animais. Nas figuras 3A
e 3B estdo apresentados os valores referentes a area sob a curva da ingestdo alimentar e
hidrica, respectivamente, dos animais. Nestes pardmetros nido foram observadas
diferencas entre os grupos estudados.

Foram realizados teste de tolerancia a glicose (GTTo) e teste de tolerancia a
insulina (ITT) aos 28, 60 e 120 dias de experimento. Os resultados do GTTo foram
analisados através do calculo da drea sob a curva de glicose e de insulina séricas durante
o teste. A figura 4A e 4B mostra darea sob a curva de glicose e insulina sérica durante
teste de tolerincia a glicose aos 28 dias. O grupo aloxana apresentou maior drea sob a
curva de glicose (figura 4A) quando comparado ao controle, evidenciando uma
intolerancia a glicose no grupo aloxana. O mesmo foi observado quando se avaliou a
drea sob a curva de insulina (figura 4B). O grupo aloxana apresentou maiores valores do
que o controle. A sensibilidade a insulina foi avaliada pelo ITT e apresentada pelo
calculo da taxa de remocao da glicose Kitt(%/min) durante o teste (figura 5), o qual
apresentou menores valores no grupo aloxana quando comparado ao controle,
mostrando a instalacdo da resisténcia a insulina nos animais aloxanicos. Desta forma
nota-se a eficidcia da administracao neonatal de aloxana nos animais.

A figura 6A e 6B mostra a drea sob as curvas de glicose e de insulina séricas
realizada durante teste de tolerancia a glicose oral (GTTo) aos 60 dias. Os grupos ATI e
CTC apresentaram maiores valores de drea sob a curva glicémica (figura 6A) quando
comparado ao grupo CTI. Com relacdo a drea sob a curva insulinémica (figura 6B) o
grupo AS apresentou maior valor quando comparado aos grupos ATC e ATI; o grupo
ATC apresentou menor valor do que o grupo CTC; os grupos CS e CTC tiveram

maiores valores de drea do que o grupo CTI. Em relacdo a sensibilidade a insulina
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(figura 7), avaliada através do Kitt(%/min), ndao foram apresentadas diferencas
estatisticas. A figura 8A mostra drea sob a curva de glicose sérica durante o GTTo
realizado aos 120 dias. O grupo ATI apresentou maior drea do que o grupo CTI. Com
relacdo a 4rea sob a curva de insulina (figura 8B) e sensibilidade a insulina (figura 9),
avaliada através do Kitt(%/min), ndo foram apresentadas diferencas estatisticas entre os
grupos.

Glicose e insulina séricas e concentracio de glicogénio no miusculo
gastrocnémio, no figado e no coracdo mensuradas aos 120 dias estdo representadas na
tabela 1. Foram encontradas diferencas apenas na concentragdo de glicogénio do
musculo gastrocnémio, onde os grupos CS e ATI apresentaram menores concentracoes
em relacdo ao grupo CTI. A tabela 2 apresenta as andlises referentes a oxidacgdo,
captacdo de glicose bem como sintese e concentracdo de glicogénio no musculo séleo
isolado dos animais aos 120 dias. Com relacdo a oxidagdo de glicose observou-se que o
grupo AS apresentou menor valor do que o grupo ATC. Os valores referentes a
captacdo de glicose também apresentaram diferengas entre os grupos: os grupos AS e
ATC apresentaram menores valores de captacdo do que o grupo ATI bem como os
grupos CS e CTC apresentaram menores valores do que o grupo CTI. Desta forma nota-
se uma maior eficdcia do treinamento intermitente na captacdo de glicose. Em relagdo a
concentracdo de glicogénio no musculo séleo observou-se diferencas apenas entre os

grupos AS e ATC, onde o grupo treinado obteve maiores concentragdes de glicogénio.
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Figura 2: Area sob a curva do peso corporal dos animais do desmame (28 dias) ao final do
experimento (120 dias). Resultados expressos como média + desvio padrdo, n= 10 animais por
grupo. AS: Aloxana sedentdrio, CS: Controle sedentdrio, CTC: Controle treinado continuo, ATC:
Aloxana treinado continuo, CTI: Controle treinado intermitente e ATI: Aloxana treinado
intermitente. As diferentes letras indicam diferenga estatistica (ANOVA bifatorial (3x2) e teste
post hoc Bonferroni, p<0,05) entre os grupos, referente a area sob a curva do peso corporal. f,
diferenca estatistica (p<0,05) entre ATI vs CTI; g, diferenca estatistica (p<0,05) entre CS vs CTC;
h, diferencga estatistica (p<0,05) entre CS vs CTL
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Figura 3A e 3B : Area sob a curva da ingestdo alimentar (A) e da ingestdo hidrica (B) dos animais do desmame (28 dias) ao final do
experimento (120 dias). Resultados expressos como média + desvio padrdo, n= 10 animais por grupo. AS: Aloxana sedentdrio, CS: Controle
sedentario, CTC: Controle treinado continuo, ATC: Aloxana treinado continuo, CTI: Controle treinado intermitente € ATI: Aloxana treinado

intermitente.
Teste de tolerancia a glicose oral (GTTo) - 28 dias
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Figura 4A e 4B: Area sob a curva de glicose (A) ao desmame (28 dias) e drea sob a curva de insulina (B) ao desmame (28 dias) durante teste de
tolerancia a glicose oral(GTTo). Resultados expressos como média + desvio padrdo, n= 10 animais por grupo. O* simbolo indica diferenca

estatistica (teste t student, p<0,05) entre os grupos (Aloxana e Controle).
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Teste de tolerancia a insulina (ITT) - 28 dias
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Figura 5: Taxa de remogdo da glicose sérica (Kitt, %/min) durante teste de
tolerancia a insulina (ITT) ao desmame (28 dias). Resultados expressos
como média + desvio padrdo, n= 10 animais por grupo. O simbolo* indica
diferenga estatistica (teste t student, p<0,05) entre os grupos (Aloxana e
Controle).

Teste de tolerancia a glicose oral (GTTo) - 60 dias
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Figura 6A e 6B: Area sob a curva de glicose (A) aos 60 dias e drea sob a curva de insulina (B) aos 60 dias durante teste de tolerancia a glicose
oral(GTTo). Resultados expressos como média + desvio padrdo, n= 10 animais por grupo. AS: Aloxana sedentdrio, CS: Controle sedentdrio,
CTC: Controle treinado continuo, ATC: Aloxana treinado continuo, CTI: Controle treinado intermitente € ATI: Aloxana treinado intermitente.
As diferentes letras indicam diferenca estatistica (ANOV A bifatorial (3x2) e teste post hoc Bonferroni, p<0,05) entre os grupos, referente a drea
sob a curva de glicose e insulina. b, diferenca estatistica (p<0,05) entre AS vs ATC; c, diferencga estatistica (p<0,05) entre AS vs ATIL; e,
diferenca estatistica (p<0,05) entre ATC vs CTC,; f, diferenca estatistica (p<0,05) entre ATI vs CTI; h, diferenca estatistica (p<0,05) entre CS vs
CTI; i, diferenca estatistica (p<0,05) entre CTC vs CTL
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Teste de tolerancia a insulina (ITT) - 60 dias

Taxa de remocio da glicose sérica no ITT
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Figura 7: Taxa de remogdo da glicose sérica (Kitt, %/min) durante teste de
tolerdncia a insulina (ITT) aos 60 dias. Resultados expressos como média +
desvio padrdo, n= 10 animais por grupo. AS: Aloxana sedentédrio, CS: Controle
sedentario, CTC: Controle treinado continuo, ATC: Aloxana treinado continuo,
CTI: Controle treinado intermitente e ATI: Aloxana treinado intermitente.

Teste de tolerancia a glicose oral (GTTo) - 120 dias
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Figura 8A e 8B: Area sob a curva de glicose (A) aos 120 dias e drea sob a curva de insulina (B) aos 120 dias durante teste de tolerancia a
glicose oral(GTTo). Resultados expressos como média + desvio padrdo, n= 10 animais por grupo. AS: Aloxana sedentario, CS: Controle
sedentério, CTC: Controle treinado continuo, ATC: Aloxana treinado continuo, CTI: Controle treinado intermitente e ATI: Aloxana treinado
intermitente. As diferentes letras indicam diferencga estatistica (ANOV A bifatorial (3x2) e teste post hoc Bonferroni, p<0,05) entre os grupos,
referente a drea sob a curva de glicose. f, diferenca estatistica (p<0,05) entre ATI vs CTL
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Teste de tolerancia a insulina (ITT) - 120 dias

Taxa de remocéo da glicose sérica no ITT
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Figura 9: Taxa de remogdo da glicose sérica (Kitt, %/min) durante teste de
tolerdncia a insulina (ITT) aos 120 dias. Resultados expressos como média +
desvio padrdo, n= 10 animais por grupo. AS: Aloxana sedentdrio, CS:
Controle sedentario, CTC: Controle treinado continuo, ATC: Aloxana
treinado continuo, CTI: Controle treinado intermitente e ATI: Aloxana

treinado intermitente.

Tabela 1: Glicose e insulina séricas e concentracdo de glicogénio do musculo gastrocnémio, figado e coragdo

mensuradas aos 120 dias dos animais.

AS cs CTC ATC CTI ATI
Gh(cn‘igj dsglca 94,68+ 5,51 88,73+7,90 88,80+ 6,83  94,13+922 9098 +8,66  94,95+816
Insulina Sérica 2,40 +1,97 2,83 1,90 2,98 +2.22 3,03 +2,00 3,25+£249 2,81 2,15
(ng/mL)
Glicogénio
Gastrocnémio 0,44+ 0,11 0,40 +0,12 0,50+ 0,06 0,55 + 0,10 0,62 +0,16" 0,46 + 0,10
(mg/100 mg)
Glicogénio
Figado 7,36 £0,98 7,18+0,94 7,64 +1,11 7,29 +1,38 8,13+ 1,34 7,38 0,79
(mg /100 mg)
Gé“’fgefno 0,148 + 0,133 + 0,144+ 0,150 + 0,164 + 0,149 +
oragao 0,022 0,019 0,019 0,027 0,051 0,041
(mg/100 mg)

Resultados expressos como média + desvio padrdo, n= 10 animais por grupo. AS: Aloxana sedentdrio, CS: Controle sedentdrio, CTC:
Controle treinado continuo, ATC: Aloxana treinado continuo, CTI: Controle treinado intermitente e ATI: Aloxana treinado intermitente. As
diferentes letras indicam diferenca estatistica (ANOV A bifatorial (3x2) e teste post hoc Bonferroni, p<0,05) entre os grupos, referente ao
glicogénio do musculo gastrocnémio. f, diferenca estatistica (p<0,05) entre ATI vs CTIL; h, diferenca estatistica (p<0,05) entre CS vs CTI.
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Tabela 2: Oxidagdo, Captacdo de glicose, sintese e concentragdo de glicogénio pelo musculo séleo isolado
dos animais durante processo de incubagao (120 dias).

AS CS CTC ATC CTI ATI

Oxidagao
Glicose 2,07+ 0,62 2,84+ 0,82 3,65+ 1,60 5,81+2,.25" 4,64 +2,13 3,77 £1,68
(umol/g.h)
Captacgao A
Glicose 2,64 +0,55 3,17 0,76 3,70 £0,89 3,13 0,40 5,09 + 0,49" 5,59 +0,99%¢
(umol/g.h)
Sintese de
Glicogénio 0,27 £0,13 0,29+ 0,13 0,36 + 0,09 0,32+ 0,06 0,32 +£0,11 0,42 £0,21
(umol/g.h)
Concentracao
de Glicogénio 0,30 0,04 0,40 £0,11 0,37 0,04 0,44 +0,08" 0,37 £ 0,04 0,41 0,08
(mg/100mg)

Resultados expressos como média + desvio padrdo, n= 10 animais por grupo. AS: Aloxana sedentdrio, CS: Controle sedentério,
CTC: Controle treinado continuo, ATC: Aloxana treinado continuo, CTI: Controle treinado intermitente e ATI: Aloxana treinado
intermitente. As diferentes letras indicam diferenca estatistica (ANOVA bifatorial (3x2) e teste post hoc Bonferroni, p<0,05) entre
os grupos, referente a oxidagdo, captacdo de glicose e concentracdo de glicogénio. b, diferenca estatistica (p<0,05) entre AS vs
ATC; c, diferenga estatistica (p<0,05) entre AS vs ATI; d, diferenga estatistica (p<0,05) entre ATC vs ATI; h, diferenca estatistica
(p<0,05) entre CS vs CTI; i, diferenga estatistica (p<0,05) entre CTC vs CTL

4. DISCUSSAO

Sabe-se que o DMT?2 € caracterizado por resisténcia a insulina bem como
intolerancia a glicose e que a associacdo do diabetes mellitus e exercicio fisico irdo
desencadear ajustes metabdlicos que poderdo favorecer o organismo diabético
minimizando as complicacdes desta doenca. Desta forma, o exercicio fisico é de
extrema importancia na prevencao e no tratamento do DMT?2. Assim o presente estudo
visa comparar os efeitos do treinamento intermitente e do treinamento continuo de
natacdo no metabolismo da glicose em ratos submetidos a aplicacdo neonatal com
aloxana.

Os dados do presente estudo demonstraram uma eficicia da administracao
neonatal de aloxana na alteracdo da homeostase glicémica dos animais. Estes dados
estdo de acordo com estudos anteriores que utilizaram o mesmo modelo (Kodama et
al.,1993; Oliveira et al., 2004; Ribeiro et al., 2005; Mota et al., 2008; Contarteze et al.,
2009).

Muitos pacientes com DMT2 sdo obesos, e a obesidade por si s6 pode levar a
um quadro de resisténcia a insulina. Este quadro pode melhorar com a reducao do peso
corporal aliada a atividade fisica regular (ADA, 2009). Assim neste estudo todos os

animais tiveram peso corporal, ingestdo hidrica e alimentar registrado uma vez por



semana. Quando se avaliou a drea sob a curva da evolucao do peso corporal dos animais
durante o experimento observou-se que os aloxanicos sedentdrios tiveram valores
semelhantes aos dos controles correspondentes. Os animais que realizaram treinamento
intermitente e continuo de natagdo tiveram menores valores deste parametro do que os
sedentdrios equivalentes mostrando a eficacia dos protocolos de treinamento no controle
ponderal dos animais. Isto € de grande importincia na prevencdo do desenvolvimento
da obesidade bem como resisténcia a insulina. Kodama et al. (1993), utilizando o
mesmo modelo de administracdo neonatal de aloxana também ndo mostraram nenhuma
alteracdo do peso corporal de ratos aloxanicos comparados aos controles sedentarios.
Oliveira et al. (2004), encontraram resultados similares aos relatados neste estudo
quando demonstraram reduc¢do ponderal apds treinamento continuo moderado de
natacdo em ratos que tiveram aplicacdo neonatal de aloxana. Em relacdo a ingestdao
alimentar, ndo foram constatadas diferencas entre os grupos. Resultados semelhantes
foram relatados em estudo anterior (OLIVEIRA et al., 2004). Em contraste, Kodama et
al. (1993) mostraram menor ingestdo alimentar nos animais aloxanicos. No que tange a
ingestao hidrica no presente estudo ndo foram observadas diferencas entre os grupos,
enquanto que Oliveira et al. (2004) verificaram aumento nos animais treinados. Cabe
ressaltar que no presente estudo os animais tiveram redug@o corporal devido ao maior
gasto energético requerido durante exercicio fisico e ndo devido a uma menor ingestao
alimentar.

Tolerancia a glicose e sensibilidade a insulina foram avaliada pelos testes GTTo
e ITT aos 28, 60 e 120 dias de idade. Aos 28 dias, observou-se intolerancia a glicose
assim como resisténcia a insulina nos animais aloxinicos, visto uma maior area sob a
curva de glicose e insulina séricas apresentadas no GTTo, bem como um menor taxa de
remo¢do de glicose Kitt (%/minuto) durante o ITT. Resultados similares foram
encontrados por Oliveira et al. (2004) e Contarteze et al. (2009), quando avaliaram, em
animais aloxanicos neonatos, parametros similares. Assim nota-se a eficicia da
administracdo neonatal de aloxana em ratos neonatos na alteracio da homeostase
glicémica. Em relacdo a drea sob a curva de glicose sérica no GTTo aos 60 dias,
observou-se uma tendéncia dos animais aloxanicos sedentdrios a intolerancia a glicose
devido a drea sob a curva glicémica ligeiramente maior em comparacdo ao controle
correspondente. Além disto, nota-se que, apds 4 semanas de treinamento intermitente
e/ou continuo, o treinamento continuo foi mais eficaz na melhora da tolerancia a glicose

em animais controles do que o treinamento intermitente de natagdo, mostrando
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beneficios deste tipo de treinamento para a homeostase glicEmica. Além disso, tanto o
treinamento continuo quanto o intermitente foram eficazes na reducdo da édrea sob a
curva insulinémica dos grupos controle e aloxana. Diferentemente de Contarteze et al.
(2009), que encontraram diferencas entre o grupo aloxana e controle quando avaliaram

N

a resisténcia a insulina através do indice HOMA, o presente estudo ndo encontrou
diferencas entre os grupos no parametro destinado a avaliagdo da sensibilidade a
insulina quando analisou-se a taxa de remocao de glicose sérica Kitt( %/minuto).

Aos 120 dias quando se avaliou a drea sob a curva glicémica no GTTo e a taxa
de remocado da glicose no ITT ndo foram observadas diferencas na tolerancia a glicose
bem como na sensibilidade a insulina entre os grupos estudados. Apds 12 semanas de
treinamento nenhuma diferenca foi evidenciada nestes parametros, contrastando com os
resultados de Mota et al. (2008), que apés 12 semanas de treinamento continuo na
intensidade de maxima fase estdvel de lactato observaram melhora na tolerancia a
glicose nos grupos treinados.

Também foram avaliadas neste estudo, glicose e insulina sérica no momento do
sacrificio, no estado alimentado. Nao foram encontradas diferencas entre os grupos
apesar de os ratos aloxanicos apresentarem quadro de intolerancia a glicose quando
submetidos a sobrecarga oral de glicose aos 28 dias.

Sabe- se que a sintese de glicogénio no musculo esquelético possui papel
importante na homeostase glicémica (DANIEL et al., 1975; BARON et al., 1988;
SHULMAN et al., 1990). A habilidade da insulina em aumentar a utilizacdo de glicose
pelo musculo envolve estimulacdo dos transportadores de glicose e da ativagdo da
glicogénio sintase (RODNICK et al., 1992; MANCHESTER., 1996). Tanto a atividade
basal da enzima glicogénio sintase como a resposta a insulina estdo prejudicadas no
musculo esquelético de diabéticos tipo 2 e pode ter um papel importante no
desenvolvimento da intolerancia a glicose e resisténcia a insulina (BOGARDUS et al.,
1984; BAK et al., 1994; THORBURN et al., 1990; HENRY et al.,, 1996 ). O
glicogénio no figado de ratos adultos diabéticos encontra-se aumentado quando
comparado aos controles e apds treinamento de alta intensidade estes estoques hepaticos
reduziram (FERREIRA et al., 2001). Assim, no presente estudo foram realizadas
andlises das concentracdes de glicogénio no miusculo gastrocnémio, no figado e no
coragdo, com objetivo de verificar a influéncia do treinamento sobre o armazenamento
deste substrato em animais aloxanicos. Foi possivel observar diferencas apenas na

concentracdo de glicogénio do misculo gastrocnémio, onde o treinamento intermitente
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foi mais eficaz em aumentar o armazenamento deste substrato do que o treinamento
continuo no grupo controle. Isto se deve talvez a intensidade de exercicio e metabolismo
requerido durante o treinamento associado ao tipo de fibras (glicoliticas) predominantes
neste musculo. Além disso, os animais aloxanicos que realizaram treinamento
intermitente tiveram menores reservas de glicogénio no musculo gastrocnémio do que o
grupo controle correspondente.

Neste estudo foi realizado o isolamento do musculo séleo para andlises de
oxidagdo, captacdo de glicose, sintese e concentracdo de glicogénio durante o processo
de incubacdo do musculo. Em relacdo a oxidacdo de glicose observou-se que o grupo
aloxana sedentdrio apresentou menores valores do que o aloxana treinado continuo. Ja
em relacdo a captacdo de glicose os grupos sedentarios bem como treinado continuo
tiveram menores valores que os animais treinados pelo protocolo intermitente,
evidenciando uma maior captacdo de glicose por este protocolo. Em relacdo a
concentracdo de glicogénio do sé6leo, observou-se que o treinamento continuo aumentou
os estoques no grupo aloxana, quando comparado ao sedentério. Desta forma nota-se
que o treinamento continuo teve participacdo maior no armazenamento de musculos
com caracteristicas oxidativas.

Assim pode-se perceber que o exercicio fisico regular pode influenciar na
homeostase glicémica dos ratos submetidos a administracdo neonatal de aloxana, por
aumentar a captacdo de glicose muscular durante o exercicio, aumentando desta forma
sua sensibilidade a insulina. O exercicio e a insulina estimulam a utilizacdo de glicose
sinergisticamente e em animais diabéticos o exercicio cronico induz diminui¢do da
glicose sanguinea (ZINMAN et al., 2004; LEME et al., 2007). Os mecanismos que
agem na melhora da captacdo de glicose podem estar relacionados com aumento do
fluxo sanguineo muscular, ligacdo da insulina a seu receptor (receptor de insulina-IR),
ativacdo da via IRS/PI3 quinase (LUCIANO et al.,, 2002), estimulacio da AMPK
(Ativacdo da AMP, proteina quinase) da AS 160 (substrato AKT) e aumento dos
transportadores de glicose estimulando a translocacdo do GLUT 4 (ZINMAN et al.,
2004; MANETTA et al., 2002).

Resumidamente, embora o modelo experimental aqui utilizado para a inducao
do DMT?2 (administracdo neonatal de aloxana) ndo tenha conduzido ao quadro
diabético, foi eficaz em induzir alteracdes na homeostase glicémica tais como
intolerancia a glicose e resisténcia periférica a insulina nos animais. O treinamento

continuo mostrou-se eficaz em atenuar o aumento exacerbado da insulina dos ratos
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aloxanicos apds sobrecarga oral de glicose, sem prejudicar a resposta glicémica. O
treinamento intermitente também atenuou a resposta insulinémica dos ratos aloxanicos a
sobrecarga oral de glicose, mas piorou a resposta glicémica. Por outro lado, este
protocolo de treinamento intermitente melhorou a captacdo de glicose pelo musculo
esquelético dos ratos aloxanicos enquanto o treinamento continuo nio apresentou tal
efeito. Assim, conclui-se que tanto o protocolo continuo quanto o intermitente
exerceram efeitos benéficos para a homeostase glicémica dos ratos aloxanicos. Estudos
adicionais no modelo de administracio neonatal de aloxana sao necessdrios para
otimizar as alteracdes metabolicas visando a obtencao do quadro diabético (DMT?2).
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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo analisar os efeitos do treinamento intermitente
bem como do treinamento continuo, no metabolismo protéico muscular em ratos submetidos a
aplicacdo neonatal de aloxana. Ratos da linhagem wistar foram divididos em seis grupos:
Aloxana sedentario (AS), Controle sedentario (CS), Aloxana treinado continuo (ATC), Aloxana
treinado intermitente (ATI), Controle treinado continuo (CTC) e Controle treinado intermitente
(CTI). A administracdo de aloxana foi efetuada em ratos neonatos aos 6 dias de vida (250mg/Kg
p.c). O protocolo de treinamento continuo consistiu em: 12 semanas de treinamento de natacgao,
1 hora ininterrupta por dia, 5 dias por semana, em tanques individuais(50cm altura x 25
largura), suportando sobrecarga de 5% do peso corporal. O protocolo de treinamento
intermitente consistiu em 12 semanas de treinamento de natagdo 30 s de atividade intercalados
com 30 s de repouso, em tanques individuais (50cm altura x 25 largura), num total de 20 min
por dia, 5 dias por semana, com sobrecarga de 15 % do peso corporal. Os animais foram
avaliados “‘in vivo” aos 28 e 120 dias quanto a glicemia e insulinemia de jejum e apds
sobrecarga de glicose. Aos 120 dias de idade e decorridas 48 horas das avalia¢des in vivo, foram
sacrificados para a coleta de material visando andlises de albumina, proteinas totais séricas;
teores de protefnas totais, DNA e razdo proteina/DNAno musculo gastrocnémio e sintese e
degradacdo no musculo séleo isolado. Aos 28 dias observou-se que os animais aloxanicos
apresentaram glicemia (mg/dL) apds sobrecarga de glicose maior do que os controles (aloxana=
200,6+ 35,0; controle=155,3+ 11,2), mas ndo apresentaram diferengas insulinémicas (ng/mL).
Aos 120 dias nao foram observadas diferencas nas andlises séricas de albumina (g/L) e proteinas
totais (g/L) entre os grupos estudados. Em relacdo a andlises musculares de DNA e razdo
proteina/  DNA, observou-se maiores valores de DNA(mg/100mg) (AS=0,053 =+0,013;
CS=0,058+ 0,010; CTC= 0,069+ 0,016; ATC= 0,071+ 0,021; CTI=0,051+ 0,012; ATI= 0,050+
0,016) nos animais aloxanicos submetidos ao treinamento continuo e maior razao proteina/DNA
nos animais aloxdnicos treinados intermitente (AS=110,35+20,37; CS=108,2+27,80;
CTC=95,35£15,17; ATC=84,95+37,15; CTIl= 115,61+39,29; ATI=146,27+69,28). Nenhuma
alteracdo foi obtida na sintese (pmol/mg.h) (AS=11,06+ 2,21; CS= 12,77+ 5,76; CTC= 19,40+
3,82; ATC= 13,68+ 6,37; CTI=14,46t 2,59; ATI=11,14 £ 2,21) e degrada¢do (pmol/mg.h)
(AS=  350,56+£90,71;  CS=287,93+£37,38; CTC=271,29489,94;  ATC=244,04+44,26;
CTI=387,00+£95,74; ATI=322,49+93,99) do misculo sdleo. Assim conclui-se que os
treinamentos continuo e intermitente foram eficazes em alterar o crescimento por hiperplasia e

por hipertrofia das células musculares nos animais aloxanicos.

Palavras Chave: Ratos neonatos, aloxana, treinamento fisico, hipertrofia muscular.
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1. INTRODUCAO

Diabetes ¢ um grupo de desordens metabdlicas caracterizada por hiperglicemia
resultante da deficiéncia parcial ou total na secrecdo de insulina ou de uma acgdo
ineficiente do hormoénio nos tecidos periféricos (SNOWLING; HOPKINS, 2006; ADA,
2010) o que leva a alteracOes no metabolismo dos carboidratos, das gorduras e das
proteinas. A hiperglicemia cronica do diabetes estd associada a disfuncdo e falha de
varios 6rgaos e tecidos inclusive o tecido muscular.

Existem duas formas bdésicas da doenca, o diabetes mellitus tipol (DMT1) e o
diabetes mellitus tipo 2 (DMT2). O diabetes mellitus tipo 1, (DMT1) é uma doenca
autoimune multifatorial, cuja susceptibilidade é determinada por uma combinacido de
fatores genéticos e ambientais (ROSSINI., 2004; ADA, 2010). Essa doenca ¢
caracterizada por uma deficiéncia absoluta da secrecdo de insulina (ADA, 2009) que
leva a hiperglicemia cronica e ao desenvolvimento de patologias vasculares especificas
(BROWNLEE, 2001). Neste tipo de diabetes, hd destruicdo, mediada pelas células T,
das células secretoras de insulina das ilhotas pancredticas (células beta). Por outro lado,
DMT?2 € caracterizado por uma combinag¢do da resisténcia a acao da insulina bem como
uma resposta compensatoria inadequada da secrecio de insulina, que leva a um quadro
hiperglicémico caracteristico (HAYASHIA et al., 2006; ADA, 2010). Atualmente tem-
se observado que o DMT?2 altera niveis de varios aminodcidos séricos que podem
contribuir aos distirbios na secrecdo e a¢ao da insulina (MENGE et al., 2010). Além
disso, representa cerca de 90 a 95% dos diabéticos e pode ser desencadeado por
diversos fatores tais como obesidade, dieta hipercaldrica e falta de atividade fisica (IVY
et al., 1999; ADA, 2010).

Nos ultimos anos, a incidéncia do DMT?2 tem aumentado consideravelmente
(WILD et al., 2004; ADA, 2010). Tal aumento se deve a mudanca do estilo de vida
incluindo dieta de alto indice caldrico e inatividade fisica (ADA, 2010). Desta forma
tornam-se necessdrias novas formas de prevencdo e tratamento desta doencga, associada
diretamente as vérias complicacdes debilitantes, que podem levar a morte prematura.

Atualmente tem-se dado grande importancia ao treinamento fisico como forma
de melhorar o nivel de aptidao fisica e a qualidade de vida. O exercicio fisico tem sido

cada vez mais recomendado na prevencdo e na reabilitagio de doencgas
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cardiorespiratdrias, osteoporose, diabetes e no combate ao estresse. (KNOWLER et al.,
2002; LINDSTROM et al., 2003; LI et al., 2002).

Particularmente, no tratamento do DMT?2, a pratica regular de exercicio fisico,
em diferentes intensidades, melhora a tolerancia a glicose e reduz a resisténcia a
insulina. Contudo, faltam evidéncias diretas quanto ao efeito preventivo do exercicio
sobre a instalacdo do quadro de DMT?2, especialmente quando se leva em consideracdo
a intensidade do esforco e diferentes protocolos de exercicio, uma vez que este tipo de
pesquisa € de execucdo mais dificil em seres humanos. Nesse contexto, modelos de
animais proporcionam condi¢des mais adequadas ao estudo dessa questao.

Portha et al. (1989) descreveram um modelo experimental de diabetes neonatal
em ratos Wistar através da aplicacdo de estreptozotocina no dia do nascimento. Nesse
modelo foi demonstrado que a hiperglicemia é transitéria. Os valores glicémicos
retornam ao normal apds a primeira semana de vida, com recuperacdo da producdo de
insulina e da massa de células PB. Isso caracteriza um modelo de DMT2 em ratos, no
qual os animais experimentais apresentam boa sobrevida (PORTHA et al., 1989).

Posteriormente, Kodama et al. (1993) desenvolveram outro modelo, através da
substituicdo da estreptozotocina por aloxana. Nesse estudo a aloxana foi administrada
aos 2,4 ou 6 dias de vida. Quando analisados aos 60 dias de idade, os ratos que
receberam aloxana no 2° dia de vida apresentaram glicemia, no estado alimentado,
ligeiramente superior a de ratos controle, enquanto que aqueles que receberam a droga
nos 4° e 6° dias mostraram glicemia significativamente maior que a dos controles. Os
autores consideraram o modelo util aos estudos sobre complicagdes cronicas do
diabetes. Contudo, salientaram que mais estudos sdo necessdrios para determinar se o
mesmo também tem caracteristicas de DMT2, como verificado no modelo
estreptozotocina neonatal. Oliveira et al. (2004) analisaram glicemia de jejum assim
como tolerancia a glicose em ratos de ambos os sexos aos 30, 60, 90 dias de idade, que
receberam aplicacdo de aloxana aos 2 dias de vida. A glicemia de jejum ndo foi
diferente da de ratos controles em nenhum momento.

Ribeiro et al. (2005), utilizando ratos que receberam aloxana ao 6° dia de vida
mostraram que estes animais apresentaram valores de glicemia, durante teste de
tolerancia a glicose, maiores que o grupo controle tanto aos 28 quanto aos 60 dias de
idade. Estes dados evidenciam que o modelo de inducdo de diabetes neonatal retine
caracteristicas interessantes para o estudo do papel do exercicio na prevengdo e

tratamento desta doenga. Estudos que utilizaram diferentes protocolos de treinamento na
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prevencdo e tratamento do diabetes mellitus tipo 2 sdo escassos no que tange ao
metabolismo protéico.

Estudo realizado com ratos submetidos a aplicacdo neonatal de aloxana e
treinamento continuo de nata¢do, em intensidade moderada, mostrou que o teor de
proteina sérico bem como no miusculo esquelético ndo apresentaram alteracdes apds 8
semanas de treinamento continuo (OLIVEIRA et al., 2004). Luciano e Mello (1999),
utilizando o modelo de diabetes em ratos adultos pela aplicagdo de aloxana, nao
observaram diferencas nos teores séricos de proteina e albumina nos animais apds 4
semanas de treinamento continuo moderado de natagdo.

Segundo Leme et al. (2009), em ratos adultos tornados diabéticos pela aplicagdo
de aloxana, ndo foi observada alteracdo na concentracdo sérica de albumina apds 8
semanas de exercicio continuo de natacdo a 90% da maxima fase estdvel de lactato
(MFEL). Por outro lado, ratos Sprague-Dawley eutréficos submetidos a treinamento
intermitente de alta intensidade apresentaram maior expressdo do contetdo protéico-
GLUT-4 no miusculo esquelético (FUJIMOTO et al.,, 2009). Fedele et al. (2000),
mostraram que, diferentemente dos animais ndo diabéticos, os animais tornados
diabéticos por pancreatectomia parcial ndo apresentaram aumento na sintese protéica
apos treinamento agudo resistido.

Dessa forma, observa-se que tanto o treinamento continuo quanto o treinamento
intermitente podem ter papel importante na prevengdo e tratamento do diabetes, mas
novos estudos sdo necessarios para caracterizar intensidade e periodicidade mais
adequadas a cada um destes diferentes protocolos. Assim o presente estudo visa analisar
os efeitos do treinamento intermitente bem como do treinamento continuo, no

metabolismo protéico muscular em ratos submetidos a aplicagdo neonatal de aloxana.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1.Animais

Foram utilizados ratos adultos (90 dias) da linhagem Wistar, machos e fémeas,
provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual Paulista - UNESP- Campus
de Botucatu. Os ratos foram mantidos no Biotério do setor de Biodindmica do
Departamento de Educacdo Fisica da UNESP - Campus de Rio Claro em sala com
temperatura mantida em 25 + 1° C e foto periodo claro/escuro de 12/12 horas com as
luzes acesas das 6:00 as 18:00hs, tendo livre acesso a dgua e ao alimento (ragcdo

balanceada para roedores - Purina®). Os procedimentos adotados com os animais foram
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aprovados pelo Comité de ética para experimentacdo animal da Universidade de

Taubaté (CEEA/UNITAU), parecer- CEEA/UNITAU n° 019/08.

2.2. Cruzamento dos Animais
Para o cruzamento foi empregado o método de harém, 4 fémeas e 1 macho,
colocados por uma noite em gaiolas coletivas. A confirmacdo da cobertura foi feita pela

presenca de espermatozoides em esfregaco vaginal realizado na manha seguinte.

2.3. Aplicacao neonatal de aloxana

Aos seis dias de idade os filhotes machos, com peso médio equivalente a 11,9
+1, 2g, receberam injecdo intra-peritoneal (250mg/Kg de peso corporal) de aloxana
monoidratada dissolvida em tampao citrato 0,01M, pH 4,5 (LUCIANO; LIMA, 1997),
apos jejum de 15 horas. Como controles foram utilizados ratos (da mesma idade e sexo)
injetados com veiculo (tampdo citrato). Em seguida, as crias foram distribuidas de

forma que cada mae amamentasse 8 filhotes.

2.4. Delineamento e Grupos Experimentais

Aos 28 dias de idade, os filhotes compuseram 8 grupos com 12 animais em cada
um, que permaneceram em observacao até os 120 dias de idade:
- Controle (C): ratos injetados com tampao citrato ndo submetidos a treinamento;
- Controle Treinamento Continuo (CTC): ratos injetados com tampdo citrato e
submetidos ao programa de treinamento continuo.
- Controle Treinamento Intermitente (CTI): ratos injetados com tampdo citrato e
submetidos ao programa de treinamento intermitente.
- Aloxana (A): ratos injetados com aloxana nao submetidos a treinamento.
- Aloxana Treinamento Continuo (ATC): ratos injetados com aloxana e submetidos ao
programa de treinamento continuo.
- Aloxana Treinamento Intermitente (ATI): ratos injetados com aloxana e submetidos ao

programa de treinamento intermitente.

2.5.Treinamento fisico
Os animais inicialmente realizaram um periodo de adaptacdo que consistiu em:

primeiramente, foram submetidos a um reconhecimento do meio aquético por 15
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minutos; no dia seguinte aumentou-se o nivel de dgua e realizaram natacdo durante 15
minutos; no 3° dia foram colocados para nadar no nivel de dgua em que treinaram
durante o experimento por 25 minutos; no 4° dia nadaram durante 30 minutos com
sobrecarga atada ao dorso equivalente a 3% do peso corporal; no 5 ° dia de adaptagio a
sessdo foi de 40 minutos com sobrecarga equivalente a 5% do peso corporal. Em
seguida, foi iniciado o periodo de treinamento.

Os animais dos grupos treinados por programa de exercicio continuo foram
submetidos, do desmame aos 120 dias, a natacdo, 1 hora ininterrupta por dia, 5 dias por
semana, em tanques individuais(50cm altura x 25 largura), suportando sobrecarga de
5% do peso corporal. Esta intensidade de esfor¢o corresponde a transi¢do metabodlica
aerdbia/anaerdbia para ratos durante a natacio (GOBATTO et al., 2001). Os animais
dos grupos treinados por programa intermitente foram submetidos, do desmame aos 120
dias, a natacdo 30 s de atividade intercalados com 30 s de repouso, em tanques
individuais (50cm altura x 25 largura), num total de 20 min por dia, 5 dias por semana,
com sobrecarga de 15 % do peso (Protocolo adaptado, tendo como base o protocolo de
BRAGA et al., 2004). A temperatura da dgua foi mantida em 31° C £ 1° C, durante a
realizacdo do exercicio, por ser esta temperatura considerada termicamente neutra em
relacdo a temperatura dos ratos (AZEVEDO, 1994; PAULI, 2005). Os protocolos de
treinamento tiveram sua carga semanal total de treinamento (CST) equivalente.
Segundo Aradjo et al. (2010), a CST corresponde ao somatério de estimulos de
treinamento obtido pelo produto do tempo de esforco (t) e a intensidade (%). Assim
neste estudo o treinamento continuo teve CST= 60min x 5%=300 equivalente ao

treinamento intermitente CST= 20 min x 15%= 300.
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Fig 1- Desenho Experimental

2.6.Avaliacoes in vivo
Todos os animais tiveram peso corporal, ingestdo alimentar e hidrica registrados

uma vez por semana. Além disso, foram submetidos as seguintes avaliacoes:

2.6.1. Glicemia e insulinemia de Jejum e apés sobrecarga de glicose

A verificagdo dos efeitos da aplicacdo neonatal com aloxana foi efetuada nos
animais apds o desmame (28 dias) e repetida aos 120 dias de idade, pela determinagdo
da glicemia pelo método glicose oxidase (Kit glicose - Laborlab: CAT n°® 02200-
Guarulhos- SP) e insulinemia por ELISA (Kit Insulina- Diagnostic systems laboratories
INC (DSL), REF: 10-1600, 445 medical Center BLVD, Webster, TX 77598, USA),
apo6s jejum de 12 horas e 30 min apds sobrecarga oral de glicose (80%) na dose de

2g/kg de peso corporal.

2.7. Sacrificio dos animais

Aos 120 dias de idade todos os animais foram sacrificados por decapitagcdo, apds
anestesia profunda com amobarbital sédico (15 mg/kg de peso corporal), sem jejum
prévio decorridas 48 horas dos testes de tolerancia a glicose e/ou 48 horas apds a dltima

sessdo de treino, para a obteng¢do de material biol6gico.



2.7.1. Sangue

Amostras de sangue foram coletadas para verificagdo das concentragdes de
proteinas totais e albumina, por espectrofotometria (Kit proteinas totais - Laborlab:
CAT n° 03801 e Kit albumina - Laborlab: CAT n°® 03802- Guarulhos- SP) e de insulina
por ELISA (Kit Insulina- Diagnostic systems laboratories INC (DSL), REF: 10-1600,
445 medical Center BLVD, Webster, TX 77598, USA).

2.7.2. Misculo gastrocnémio

No musculo gastrocnémio foram avaliados teores de proteinas totais (LOWRY
et al., 1951) e DNA (GILES; MAYERS, 1965), visando inferir sobre o nimero (DNA) e
tamanho (razdo proteina/DNA) das células (WINICK et al., 1972).

2.7.3. Musculo Soleo

Nesse musculo foram avaliadas as taxas de sintese e degradacgdo protéicas.

2.7.3.1. Sintese

Fatias longitudinais (70mg) musculares foram pré-incubadas por 30 minutos em
meio RPMI-1640 (com glutamina e sem fenol vermelho e bicarbonato de sédio),
suplementado com albumina sérica bovina desengordurada (BSA) [0,1%] e insulina
[100u/ml], saturado com mistura gasosa (95% de O, e 5% de CO,). Em seguida, as
fatias foram transferidas para novo meio RPMI com a mesma suplementacdo, contendo
14C fenilalanina [0,05 uCi/ml] e incubadas por 2 horas. Ao final da incubacio, as fatias
musculares foram homogeneizadas em 4cido tricloro acético (TCA) 5% e centrifugadas
a 2000rpm por 15 minutos a 4°C. O material TCA-insolavel foi lavado 3 vezes com
TCA 5%. O precipitado resultante foi dissolvido em (SDS) 10% a temperatura ambiente
por 30 minutos, para a determinacdo do contetido protéico e da radioatividade
incorporada as proteinas musculares. O contetido de proteina muscular foi determinado
pelo método folin fenol (LOWRY et al., 1951) e a radioatividade incorporada a proteina
muscular foi medida com o auxilio de um cintilador. A sintese protéica foi calculada
dividindo-se a radioatividade incorporada pela radioatividade especifica da fenilalanina

no meio de incubagao.
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2.7.3.2. Degradacao

A liberacdo de tirosina pelo musculo isolado na presenga de ciclohexamida foi
utilizada como indice da degradagdo protéica, conforme descrito previamente por Fulks
et al. (1975). Este método vale-se do fato de que o aminoécido tirosina nao € sintetizado
nem degradado pelo musculo esquelético. Fatias longitudinais musculares (70mg) foram
pré-incubadas em tampao Krebs-Ringer [NaCl 1,2 mmol/L; KCI 4,8 mmol/L; NaHCO3
25 mmol/L; CaCl, 2,5 mmol/L; KH,PO4 1,2 mmol/L e MgSO4 1,2 mmol/L — pH 7,4]
suplementado com glicose [5,5 mmol/L], BSA [1,34%], insulina [5u/ml] e
ciclohexamida [5,0 mmol/L], saturado com mistura gasosa (95% de O, e 5% de CO,).
Em seguida, as fatias foram transferidas para novo meio de mesma composi¢cdo e
incubada por 2 horas. Ao final da incubacdo, amostras do meio de incubacdo foram
utilizadas para determinacdo do teor de tirosina pelo procedimento de Waalkes;

Udenfriend (1957).

2.8.Analise estatistica
A andlise dos dados foi feita utilizando teste t-student ou de Andlise de
Variancia ANOVA bifatorial seguido de post hoc Bonferroni, onde apropriado. Em

todos os casos, o nivel de significancia foi pré-fixado em 5% (p<0,05).

3. RESULTADOS

Os dados referentes a evolucdo do peso corporal dos animais durante o periodo
experimental acham-se na figura 2A e foram analisados através do ganho de peso
durante experimento, mostrado na figura 2B. O grupo CTI apresentou menores valores
de ganho de peso do que o grupo CS, mostrando a eficdcia do treinamento intermitente
no controle ponderal dos animais controles. Nas figuras 3A e 3B estdo apresentados os
valores referentes a ingestdo alimentar e hidrica, respectivamente, dos animais. Nestes
parametros, ndo foram observadas diferencas entre os grupos estudados.

A tabela 1 apresenta os dados referentes a glicemia e insulinemia de jejum e
ap6s sobrecarga de glicose aos 28 dias. Foram encontradas diferencas apenas na
varidvel glicemia apds sobrecarga de glicose, onde o grupo aloxana apresentou maiores
valores em relacdo ao grupo controle. Na tabela 2 estdo apresentados os dados
referentes a glicemia e insulinemia de jejum e apds sobrecarga de glicose aos 120 dias.
Diferencas foram encontradas apenas nos valores referentes a glicemia apds sobrecarga

de glicose, onde o grupo ATI apresentou maiores valores do que o grupo CTL
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Em relacdo as concentracdes de proteinas totais e albumina séricas e teores de
proteinas, DNA e razdo proteina/DNA no musculo gastrocnémio, apresentados na tabela
3, pode-se observar o seguinte comportamento. Nao houve diferencas entre os grupos
nas concenntracdes sérica de proteinas totais a albumina. O grupo ATC apresentou
maiores valores de DNA no miusculo gastrocnémio do que o grupo ATI enquanto que a
razao proteina/DNA foi maior no grupo ATI do que no grupo ATC. Isso indica maior
hipertrofia muscular apds o treinamento intermitente. A tabela 4 apresenta os dados
referentes a sintese e degradacdo protéicas do musculo séleo. Nao foram encontradas

diferencas entre os grupos.

A Peso corporal dos animais B Ganho de Peso
2500 350
2000 ——AS 300 h
s CS 250 ] E3 % [ T
> 1500 cTC =200 1|
. =
» - - o
3 1000 | AT @y
¥ cTl o
500 ATI 1009
50 +—
0 0
N S X b o A B 90 XN O AS CS CTC ATC CTl ATl
S S S S E S S EE
L S S Y %Q,Q %@6\ %Q,(‘\ Grupos

Figura 2A e 2B: Evolugdo do peso corporal (A) e ganho de peso (B) do desmame (28 dias) ao final do experimento (120 dias). Resultados
expressos como média + desvio padrdo, n= 10 animais por grupo. AS: Aloxana sedentdrio, CS: Controle sedentdrio, CTC: Controle treinado
continuo, ATC: Aloxana treinado continuo, CTI: Controle treinado intermitente ¢ ATI: Aloxana treinado intermitente. As diferentes letras
indicam diferenga estatistica (ANOV A bifatorial (3x2) e teste post hoc Bonferroni, p<0,05) entre os grupos, referente ao ganho de peso. h,
diferenca estatistica (p<0,05) entre CS vs CTL
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Ingestdo Alimentar Ingestao Hidrica

30,00

25,00

20,00 4

p.c

15,00

10,00

g/100g p.c
mL/100g

5,00

0,00

Figura 3A e 3B: Ingestdo alimentar (A) ingestdo hidrica (B) dos animais do desmame (28 dias) ao final do experimento (120 dias). Resultados
expressos como média + desvio padrio, n= 10 animais por grupo. AS: Aloxana sedentdrio, CS: Controle sedentdrio, CTC: Controle treinado
continuo, ATC: Aloxana treinado continuo, CTI: Controle treinado intermitente € ATI: Aloxana treinado intermitente.

Tabela 1: Glicemia e insulinemia ap6s jejum de 12hs e 30 minutos apds sobrecarga oral de glicose ao
desmame (28 dias).

28 dias Aloxana Controle
Glicemia Jejum (mg/dL) 82,1 8.6 81,8+ 6,7
Glicemia apds sobrecarga de glicose 200,6 + 35,0 * 1553+11,2

(mg/dL)

Insulinemia jejum 0,43+ 0,27 0,61 £0,41
(ng/mL)

Insulinemia ap6s sobrecarga de glicose 0.84 +0.39 0,79+0.48
(ng/mL)

Resultados expressos como média + desvio padrdo, n= 10 animais por grupo. O simbolo* indica diferenca estatistica (teste t student,
p<0,05) entre os grupos (Aloxana e Controle), referente a glicemia apds sobrecarga de glicose.



Tabela 2: Glicemia e insulinemia
aos 120 dias.
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apods jejum de 12hs e 30 minutos apds sobrecarga oral de glicose

120 dias

AS

CS

CTC

ATC

CTI

ATI

Glicemia
Jejum (mg/dL)

Glicemia ap6s

sobrecarga de
glicose
(mg/dL)
Insulinemia
jejum
(ng/mL)
Insulinemia

apos

sobrecarga de
glicose
(ng/mL)

132,03 £16,38

0,84+ 0,61

3,72 £2,71

79,38+6,62

78,93+ 3,54

115,74+ 5,16

1,90 £1,04

2,74 £1,98

75,83+ 4,28

118,77 £8,07

2,10 £1,59

2,29 +1,66

77,61+ 4,28

124,42 +13,17

0,72 0,44

1,97 £1,40

78,00 £7,05

105,42 £5,41

1,28 +1,00

3,96 2,55

77,74+ 5,96

1,53 +£0,94

3,71+ 1,85

Resultados expressos como média + desvio padrdo, n= 10 animais por grupo. AS: Aloxana sedentdrio, CS: Controle sedentario, CTC:
Controle treinado continuo, ATC: Aloxana treinado continuo, CTI: Controle treinado intermitente € ATI: Aloxana treinado intermitente. As
diferentes letras indicam diferenca estatistica (ANOVA bifatorial (3x2) e teste post hoc Bonferroni, p<0,05) entre os grupos, referente a

glicemia apds sobrecarga de glicose. f, diferenca estatistica (p<0,05) entre ATI vs CTI;

Tabela 3: Proteinas totais e albumina séricas, teores de proteinas, DNA e razdo proteina/DNA no misculo
gastrocnémio dos animais aos 120 dias.

AS

CS

CTC

ATC

CTI

ATI

Proteinas
Totais Séricas
(g/L)
Albumina
Sérica
(g/L)
Proteinas
Gastrocnémio
(mg/100mg)
DNA
Gastrocnémio
(mg/100mg)
Proteina/DNA
Gastrocnémio

7,08+ 0,08

4,78 +0,37

6,01+ 1,37

0,053 £0,013

110,35 +20,37

7,05+ 0,22

4,82 +0,28

6,09+ 0,86

0,058+0,010

108,02 +27,80

7,12+ 0,16

4,98 £0,36

6,51+ 1,25

0,069 £0,016

95,35 £ 15,17

7,20+ 0,13

4,87 +0,45

5,39+ 1,32

0,071 £0,021

84,95 + 37,15

7,17 £0,18

5,04 £0,36

5,55 1,22

0,051 £0,012

115,61 39,29

7,19 £0,11

5,33+0,86

6,38 0,81

0,050 + 0,016"

146,27 + 69,28¢

Resultados expressos como média + desvio padrdo, n= 10 animais por grupo. AS: Aloxana sedentdrio, CS: Controle
sedentario, CTC: Controle treinado continuo, ATC: Aloxana treinado continuo, CTI: Controle treinado intermitente e ATI:
Aloxana treinado intermitente. As diferentes letras indicam diferenga estatistica (ANOVA bifatorial (3x2) e teste post hoc
Bonferroni, p<0,05) entre os grupos, referente ao DNA e razdo proteina/DNA do gastrocnémio. d, diferenca estatistica
(p<0,05) entre ATC vs ATIL.

125,44+18,80°
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Tabela 4: Sintese e degradacio de proteina no miisculo séleo dos animais avaliados aos 120 dias

AS CS CTC ATC CTI ATI
Sintese
Protéica 11,06+ 221 12,7745,76 19,40+ 3,82 13,68+ 6,37 14464259  11,14+2.21
(pmol/mg.h)
Degradacio
Proteica 387,00 = 322,49 +
(pmol/mghy 30509071 287933738 2712048904 244,04244.26 0574 93,09

Resultados expressos como média + desvio padrdo, n= 10 animais por grupo. AS: Aloxana sedentdrio, CS: Controle sedentdrio, CTC:
Controle treinado continuo, ATC: Aloxana treinado continuo, CTI: Controle treinado intermitente e ATI: Aloxana treinado intermitente.

4. DISCUSSAO

Sabe-se que a insulina exerce efeitos sobre o metabolismo dos carboidratos,
gorduras e proteinas. Particularmente no metabolismo das proteinas, este hormonio
aumenta a intensidade do transporte de aminodcidos através da membrana celular, o que
aumenta as quantidades disponiveis de aminodcidos para a sintese protéica. No diabetes
mellitus devido a alteragdes na produgdo e/ou acdo da insulina o metabolismo protéico
apresenta-se alterado. Por sua vez o exercicio fisico promove o anabolismo protéico
muscular resultando em adaptacdes metabodlicas e morfoldgicas no misculo esquelético.
Atualmente, tem-se observado que o exercicio de alta intensidade pode efetivamente
aumentar a forca e massa musculares bem como melhorar o desempenho fisico e a
capacidade funcional. Assim, o presente estudo visou analisar os efeitos no
metabolismo protéico do treinamento intermitente bem como do treinamento continuo,
em ratos submetidos a aplica¢do neonatal de aloxana.

Inicialmente o presente estudo, analisou o ganho de peso corporal dos
animais. A administra¢do neonatal de aloxana nao afetou o ganho de peso corporal dos
animais. Resultados similares foram relatados por Ribeiro et al. (2005), que utilizando o
mesmo modelo experimental ndo encontraram alteragcdes no peso corporal entre os
animais aloxanicos e controles. Por outro lado, os animais controles sedentarios tiveram
maiores valores de ganho de peso corporal do que os animais controles submetidos ao
treinamento intermitente, evidenciando um efeito benéfico deste protocolo no controle

ponderal. Além disto, quando se avaliou a ingestdo alimentar e hidrica dos animais



nenhuma diferenca foi encontrada entre os grupos estudados, mostrando que a
administracdo neonatal de aloxana ndo levou a um quadro de polifagia e polidpsia, o
que € encontrado em animais adulto tornados diabéticos por administragdo de aloxana
(LEME et al., 2010).

Sabe-se que o diabético tipo 2 apresenta intolerancia a glicose bem como
resisténcia periférica a insulina. Assim como forma de avaliar alteracdes na homeostase
glicémica dos animais determinou-se a glicemia e insulinemia em jejum e apos
sobrecarga de glicose aos 28 e 120 dias de vida dos animais. Aos 28 dias, pode-se notar
uma intolerancia a glicose nos animais aloxanicos visto os maiores valores de glicemia
apresentado 30 minutos apds sobregarca oral de glicose, quando comparado ao grupo
controle, corroborando com estudo prévio (CONTARTEZE et al., 2009). Em relacdo a
insulinemia nenhuma diferenca foi constatada. Aos 120 dias, diferencas foram
encontradas apenas nos valores referentes a glicemia apds sobrecarga de glicose, onde o
grupo aloxana treinado intermitente apresentou maiores valores quando comparado ao
controle correspondente. Com relagdo as proteinas totais e albumina séricas, ndo foram
encontradas diferencas entre os grupos estudados, o que pode ser relevante uma vez que
estas medidas refletem o estado nutricional e de hidratacdo dos animais.

O crescimento de qualquer 6rgdo pode ser causado por aumento no nimero de
células (hirperplasia), por aumento no tamanho das células ja existentes (hipertrofia) ou
por ambos 0s processos simultaneamente. O nimero total de células pode ser medido,
com algumas excecdes, determinando-se o conteido total de DNA do 6rgdo e
dividindo-se por uma constante que representa o conteido de DNA por nucleo dipléide
na espécie em estudo (WINICK et al., 1972).

Determinado o nimero de células, o peso médio por célula, o conteddo protéico
por célula, o conteido de RNA por célula, entre outros, podem ser avaliados através da
determinacdo da quantidade total de cada um desses elementos e dividindo-se pelo
numero de células. O resultado pode ser expresso como razdes peso/DNA;
proteina/DNA; RNA/DNA, etc (WINICK et al., 1972).0 aumento do conteido de DNA
representa um tipo de crescimento, ou seja,aumento do nimero de células; enquanto que
o aumento das razdes peso/DNA,proteina /DNA e RNA/DNA representam outro
aspecto do crescimento, isto €, o aumento da massa tecidual sem aumento no nimero de
células (WINICK et al., 1972). No rato, de zero a 20 dias de idade, todos os 6rgaos
crescem por divisdo celular exclusivamente; dos 21 aos 42 dias as maioria dos 6rgaos,

inclusive o miusculo estriado esquelético, cresce tanto por hiperplasia quanto por
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hipertrofia celular enquanto que dos 64 aos 86 dias, todos os 6rgdos crescem por
hiperplasia celular (WINICK et al., 1972). Alteracdes fisioldgicas durante o periodo de
crescimento hiperplasico e/ou hipertrofico de um 6rgdo pode resultar em alteracdo no
nimero e/ou no tamanho das células nesse 6rgao. Assim no presente estudo analisaram-
se os teores de proteinas, DNA e razdo proteina/DNA no musculo gastrocnémio e
observou-se que o grupo aloxana submetido ao treinamento continuo apresentou maior
teor de DNA e menor razdo proteina/DNA do que o aloxana treinado intermitente
indicando que o treinamento continuo foi eficaz na hiperplasia muscular e o treinamento
intermitente levou a maior hipertrofia muscular.

Na tentativa de elucidar possiveis mecanismos envolvidos nas alteracdoes do
crescimento celular no miusculo esquelético induzidas pelo treinamento fisico, as taxas
de sintese e degradacdo protéica foram avaliadas no musculo séleo. Dados referentes a
sintese e degradacdo protéica ndo apresentaram diferengas entre os grupos. Fedele et al.
(2000) também nao encontraram alteracdo na sintese protéica muscular de ratos
diabéticos apds treinamento agudo resistido. Ja Farrel et al. (1998), mostrou que ratos
diabéticos apresentam maior sintese protéica muscular apds treinamento resistido
moderado. Sabe-se que o treinamento de alta intensidade que envolve maior
participacdo das fibras do tipo glicoliticas, leva a um maior aumento de massa bem
como maior sintese protéica que o treinamento aerdbio. Este envolve principalmente
fibras oxidativas e gera um aumento mitocondrial e menor efeito protéico. Assim neste
presente estudo alteracdes protéicas podem ndo ter sido evidenciadas apds treinamento
intermitente, devido o mdsculo analisado que possui fibras de caracteristica
predominantemente oxidativa.

Conclui-se que o modelo de indu¢do neonatal de aloxana foi eficaz em alterar
homeostase glicémica dos animais visto a intolerancia apresentada pelos animais
aloxanicos. Os protocolos de treinamento continuo e intermitente foram eficazes em
alterar o crescimento por hiperplasia e por hipertrofia, respectivamente, das células
musculares nos animais aloxanicos. Estudos adicionais sdo necessdrios para o
esclarecimento dos possiveis mecanismos envolvido.
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RESUMO

Estudos sugerem que o estresse oxidativo desempenha um papel importante no
desencadeamento do DMT2. Os niveis anormalmente elevados de radicais livres e a reducdo
simultdnea de mecanismos de defesa antioxidante pode levar a danos de organelas celulares e
enzimas e aumento de peroxidacdo lipidica da membrana. No entanto, tem sido sugerido que
exercicios regulares podem melhorar a capacidade de defesa antioxidante contra o estresse
oxidativo. Portanto, o presente estudo visa comparar os efeitos dos treinamentos continuo,
intermitente e forca sobre os biomarcadores do estresse oxidativo no pancreas de ratos
aloxanicos. Ratos da linhagem wistar foram utilizados e divididos em oito grupos: Aloxana
sedentario (AS), Controle sedentario (CS), Aloxana treinado continuo (AC), Aloxana treinado
intermitente (AI), Aloxana treinado forca (AF), Controle treinado continuo (CC), Controle
treinado intermitente (CI) e Controle treinado forca (CF). A aloxana foi administrada a ratos
neonatos aos 6 dias de vida (250mg/Kg p.c). O protocolo de treinamento continuo consistiu em:
12 semanas de treinamento de natag@o, 1 hora ininterrupta por dia, 5 dias por semana, em
tanques individuais(50cm altura x 25 largura), suportando sobrecarga de 5% do peso corporal.
O protocolo de treinamento intermitente consistiu em 12 semanas de treinamento de natacdo 30
s de atividade intercalados com 30 s de repouso, em tanques individuais (50cm altura x 25
largura), num total de 20 min por dia, 5 dias por semana, com sobrecarga de 15 % do peso
corporal. O protocolo de treinamento de forca consistiu em 12 semanas de treinamento, 4 series
de 10 saltos na dgua em tanques individuais (50cm altura x 25 largura) com 1 min de intervalo
entre as series suportando sobrecarga de 50% do peso corporal. Os animais foram avaliados in
vivo quanto a: taxa de remocao da glicose avaliada pelo Kitt (%/min) durante teste de tolerancia
a insulina - ITT. Aos 120 dias de idade e decorridas 48 horas das avalia¢des in vivo, os animais
foram sacrificados para a coleta de material, visando anélises dos biomarcadores de peroxidagao
lipidica (TBARS) e atividade das enzimas antioxidantes (SOD e catalase) no pancreas dos
animais. Aos 28 dias observou-se que os animais aloxdnicos apresentaram maior resisténcia a
insulina, avaliada através da remocao de glicose sérica (Kitt%/min) durante ITT. Aos 120 dias,
Foram encontradas diferencas na atividade da enzima SOD e na concentracdo de TBARS. Apds
treinamento continuo o grupo controle (CC) apresentou maior atividade da SOD quando
comparado ao grupo aloxana continuo (AC), controle sedentdrio (CS) e controle forca (CF). Em
relacdo a peroxidacdo lipidica (TBARS) o treinamento continuo elevou a peroxidagao lipidica
no pancreas dos animais aloxanicos (AC) quando comparado aos treinamentos intermitente e
forca (Al e AF). Alem disso, os animais aloxanicos treinados pelo protocolo continuo de
natacdo (AC) apresentaram maior peroxidacdo do que o grupo controle (CC). Assim conclui-se
que os treinamentos intermitente e forca mostraram ser mais eficaz na protecdo ao estresse
oxidativo no pancreas de animais aloxanicos.

Palavras Chave: Ratos neonatos, aloxana, treinamento fisico, estresse oxidativo.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos a incidéncia do diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) tem
aumentado consideravelmente ( ADA, 2010). E uma doencga cronica caracterizada por
resisténcia a insulina e disfuncdo das células beta pancredticas (HAYASHIA et al.,
2006, ADA, 2011) e seu desenvolvimento pode estar associado ao stress oxidativo
(SHAH et al, 2007). O estresse oxidativo cronico € altamente prejudicial as celulas do
pancreas, pois o aumento dos radicais livres prejudica a secrecdo de insulina, e pode
induzir a morte celular (SIMMONS, 2006).

Para proteger o organismo contra o aumento na producio de radicais livres e
prejuizos nas defesas antioxidantes causados pelo DMT2 (CERIELLO, 2000), o
exercicio fisico tem sido amplamente empregado. Este leva a aumentos na atividade
celular bem como no ataque oxidativo por elevacdo da producdo de espécies reativas de
oxigénio- EROS, contudo, estes dois aspectos sdo compensados por aumento nas
defesas antioxidantes (TERBLANCHE, 2000) consequente as alteracOes adaptativas da
atividade de enzimas antioxidantes como superdxido dismutase (SOD) e catalase nos
tecidos e 6rgdos. Assim, o treinamento fisico possui papel importante na modulacido do
estresse oxidativo e consequentemente na prevencdao do DMT?2.

No entanto, estudos referentes aos mecanismos celulares e moleculares
envolvidos nas adaptagdes metabdlicas ao exercicio fisico e seus efeitos sobre a
secrecdo de insulina e o estresse oxidativo sdo de dificil execucdo em seres humanos.
Sendo assim, modelos animais tem sido bastante utilizados no estudo desta questao.

A inducdo de diabetes em ratos com estreptozotocina ou aloxana resulta em
aumento de substincias que reagem ao dcido tiobarbitirico (TBARS) no pancreas
indicando de forma indireta producdo de radicais livres (MARITIM et al., 2003) e
peroxidacao lipidica, que prejudicam a secre¢ao de insulina.

Oliveira et al. (2004) utilizando modelo de administra¢cdo neonatal de aloxana,
ndo encontraram diferenca na secrecdo estdtica de insulina entre os animais sedentdrios
controle e aloxanicos. Apés treinamento continuo de natacao em intensidade moderada,
os animais aloxanicos tiveram maior secre¢do de insulina quando comparados ao grupo
sedentdrio correspondente, sugerindo que o exercicio fisico pode ter levado a maior
atividade de enzimas antioxidantes e mantendo a funcionabilidade das células beta.

Ribeiro et al. (2005) administraram aloxana em ratos aos 6 dias de vida e observaram
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que frente a concentragdes elevadas de glicose a secrecdo estética de insulina por ilhotas
isoladas dos animais aloxanicos foi menor do que dos animais controles.

Ozkaya et al. (2002), investigaram o efeito de 8 semanas de exercicio aerdbio
em esteira sob estado antioxidante no cérebro de ratos diabéticos induzidos por
estreptozotocina. Os autores relataram que os animais diabéticos apresentaram niveis
elevados de TBARS e ap0s exercicio aerdbio a peroxidagdo lipidica se manteve, mas a
defesa antioxidante (atividade da glutationa peroxidase -GSH-Px) dos animais
melhorou.

A administracdo de estreptozotocina em ratos adultos levou a maior peroxidacao
lipidica (TBARS) e menor atividade das enzimas superdxido dismutase (SOD) e
catalase (CAT) no pancreas dos animais (KAKKAR et al., 1998).

Em ratos adultos tornados diabéticos pela aplicacdo de estreptozotocina, a
realizacdo de exercicio continuo de natacdo em diferentes intensidades, antes e apds a
inducdo do diabetes, atenuou a peroxidagdo lipidica e aumentou a atividade das enzimas
antioxidantes catalase, superéxido dismutase e glutationa peroxidase no pancreas. Os
efeitos mais acentuados foram observados com exercicio de maior intensidade
(COSKUN et al., 2004). Os autores concluiram que o exercicio exerce efeito terapéutico
e/ou protetor no diabetes através de decréscimo no estresse oxidativo e preservacdo da
integridade das células beta (COSKUN et al., 2004).

Contudo, faltam informacgdes sobre os efeitos da administracio neonatal de
aloxana bem como a aplicacdo de diferentes protocolos de exercicio fisico sobre os
biomarcadores do estresse oxidativo no pancreas. Deste modo, o presente estudo visa
comparar os efeitos dos treinamentos continuo, intermitente e for¢a sobre os

biomarcadores do estresse oxidativo no pancreas de ratos aloxanicos.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Animais

Foram utilizados ratos adultos (90 dias) da linhagem Wistar, machos e fémeas,
provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual Paulista - UNESP- Campus
de Botucatu. Os ratos foram mantidos no Biotério do setor de Biodindmica do
Departamento de Educacdo Fisica da UNESP - Campus de Rio Claro em sala com
temperatura mantida em 25 + 1° C e foto periodo claro/escuro de 12/12 horas com as
luzes acesas das 6:00 as 18:00hs, tendo livre acesso a dgua e ao alimento (ragcdo

balanceada para roedores - Purina®). Os procedimentos adotados com os animais foram
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aprovados pelo Comité de ética para experimentacdo animal da Universidade de

Taubaté (CEEA/UNITAU), parecer- CEEA/UNITAU n° 019/08.

2.2. Cruzamento dos Animais
Para o cruzamento foi empregado o método de harém, 4 fémeas e 1 macho,
colocados por uma noite em gaiolas coletivas. A confirmacdo da cobertura foi feita pela

presenca de espermatozoides em esfregaco vaginal realizado na manha seguinte.

2.3. Aplicacao neonatal de aloxana

Aos seis dias de idade os filhotes machos, com peso médio de 11,9 *1,2g,
receberam injecdo intra-peritoneal (250mg/Kg de peso corporal) de aloxana
monoidratada dissolvida em tampao citrato 0,01M, pH 4,5 (LUCIANO; LIMA, 1997),
apo6s jejum de 15 horas. Como controles foram utilizados ratos da mesma idade e sexo
injetados com veiculo (tampdo citrato). Em seguida, as crias foram distribuidas de

forma que cada mae amamentasse 8 filhotes.

2.4. Delineamento e Grupos Experimentais

Aos 28 dias de idade, os filhotes compuseram 8 grupos com 10 animais em cada
um, que permaneceram em observacao até os 120 dias de idade (Figura 1).

- Controle (CS): ratos injetados com tampdo citrato ndo submetidos a
treinamento;

- Controle Treinamento Continuo (CC): ratos injetados com tampao citrato e
submetidos ao programa de treinamento continuo.

- Controle Treinamento Intermitente (CI): ratos injetados com tampao citrato e
submetidos ao programa de treinamento intermitente.

- Controle Treinamento de Forca (CF): ratos injetados com tampdo citrato e
submetidos ao programa de treinamento de forca.

- Aloxana(AS): ratos injetados com aloxana ndo submetidos a treinamento.

- Aloxana Treinamento Continuo (AC): ratos injetados com aloxana e
submetidos ao programa de treinamento continuo.

- Aloxana Treinamento Intermitente (AI): ratos injetados com aloxana e
submetidos ao programa de treinamento intermitente.

- Aloxana Treinamento de Forca (AF): ratos injetados com aloxana e submetidos

ao programa de treinamento de forga.
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2.5. Treinamento fisico

Os animais realizaram inicialmente um periodo de adaptagdo que consistiu em:
primeiramente, foram submetidos a um reconhecimento do meio aquético por 15
minutos; no dia seguinte aumentou-se o nivel de dgua e realizaram natacdo durante 15
minutos; no 3° dia foram colocados para nadar no nivel de dgua em que treinaram
durante o experimento por 25 minutos; no 4° dia nadaram durante 30 minutos com
sobrecarga atada ao dorso equivalente a 3% do peso corporal; no 5 ° dia de adaptagio a
sessdo foi de 40 minutos com sobrecarga equivalente a 5% do peso corporal. Em
seguida, foi iniciado o periodo de treinamento.

Os animais dos grupos treinados por programa de exercicio continuo foram
submetidos, do desmame aos 120 dias, a natacdo, 1 hora ininterrupta por dia, 5 dias por
semana, em tanques individuais(50cm altura x 25 largura), suportando sobrecarga de
5% do peso corporal. Esta intensidade de esforco corresponde a transicao metabdlica
aerdbia/anaerdbia para ratos durante a natacdo (GOBATTO et al., 2001). Os animais
dos grupos treinados por programa intermitente foram submetidos, do desmame aos 120
dias, a natacdo 30 s de atividade intercalados com 30 s de repouso, em tanques
individuais (50 cm altura x 25 largura), num total de 20 min por dia, 5 dias por semana,
com sobrecarga de 15 % do peso (Protocolo adaptado, tendo como base o protocolo de
BRAGA et al., 2004). Os protocolos de treinamento tiveram sua carga semanal total de
treinamento (CST) equivalente. Segundo Aradjo et al. (2010), a CST corresponde ao
somatdrio de estimulos de treinamento obtido pelo produto do tempo de esforgo (t) e a
intensidade (%). Assim neste estudo o treinamento continuo teve CST= 60min X
5%=300 equivalente ao treinamento intermitente CST= 20 min x 15%= 300.

Os animais que realizaram treinamento de for¢a, foram submetidos a 4 séries de
10 saltos na dgua, interrompidos por 1 min de repouso entre elas, 5 dias por semana, em
tanques individuais, com sobrecarga de 50% do peso corporal (ROGATTO et al., 2004).
A temperatura da dgua foi mantida em 31° C £ 1° C, durante a realizacdo do exercicio,
por ser esta temperatura considerada termicamente neutra em relagao a temperatura dos

ratos (AZEVEDO, 1994; PAULLI, 2005).
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APLICACAO NEONATAL DE 6 DIAS DE
ALOXANA IDADE
DESMAME E INICIO DO 28 DIAS DE IDADE
TREINAMENTO AVALIACAO IN
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S R T T T T

ALOXANA ALOXANA ALOXANA ALOXANA CONTROLE CONTROLE CONTROLE CONTROLE
SEDENTARIO TREINAMENTO TREINAMENTO TREINAMENTO SEDENTARIO TREINAMENTO TREINAMENTO TREINAMENTO
CONTINUO INTERMITENTE FORCA CONTINUO INTERMITENTE FORCA

AVALIACOES NO FINAL DO EXPERIMENTO - 120 DIAS

Figura 1. Desenho experimental

2.6. Avaliacao in vivo

2.6.1. Sensibilidade a insulina

Para estimar a sensibilidade a insulina dos animais aos 28 dias de idade foi
utilizado o teste de tolerancia a insulina (ITT). O teste consistiu na aplicagdo de solucdo
de insulina (30mU/100g de peso corporal), via subcutinea, na regido dorsal. Amostras
de sangue (25ul) foram coletadas em capilares heparinizados, por meio de pequeno
corte na extremidade da cauda, nos tempos 0, 30, 60 e 120 minutos para determinagdo
da glicose (Kit glicose - Laborlab: CAT n°® 02200- Guarulhos- SP). Uma unica incisdo
na cauda foi suficiente para a obten¢do de todas as amostras. A taxa de remogdo de
glicose (Kitt) expressa em %/minuto foi calculada pela férmula (0,693/t/2) X100. A
glicose sanguinea (t/2) foi calculada pela curva de andlise dos minimos quadrados dos

teores de glicose sérica enquanto houver decréscimo linear dos mesmos apds a

administracdo de insulina (LUNDBAEK, 1962).



2.6.2. Sacrificio dos animais

Aos 120 dias de idade todos os animais foram sacrificados por decapitagdo, apds
anestesia profunda com amobarbital sédico (15 mg/kg de peso corporal), sem jejum
prévio decorridas 48 horas apds a dltima sessdao de treino, para a obtengdo de material

bioldgico.

2.7. Avaliacoes apos o sacrificio

2.7.1. Biomarcadores do estado antioxidante no pancréas

2.7.1.1 -Atividade Catalase (CAT)

Amostras do pancreas (100 mg) foram homogeneizadas em tampao fosfato pH,
gelado e centrifugadas a 10000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi armazenado a -
20° C para posterior ensaio.

Os ensaios para dosagem da atividade da catalase foram conduzidos
adicionando-se as amostras a tampao fosfato 50 mM e peréxido de hidrogénio (H,O,)
10 mM, (AEBI, 1984). A queda nos valores de absorbancia do H,O, foi seguida
espectrofotometricamente a 240 nm, segundo a reagao:

H,0, CAT > H,0O +0,

O calculo da atividade da catalase sanguinea foi feito pela seguinte equacio:
(2,3/At).(a/b). (log Ai/A;), onde a é o volume de hemolisado na cubeta e b € o volume
total da cubeta, A; o valor da absorvancia em t=0 e A, € o valor da absorbancia no

tempo final, que em nosso caso se da aos 15 segundos apds o inicio da reacdo (AEBI,

1984).

2.7.1.2. Atividade superoéxido dismutase (SOD)

Amostras do pancreas (100 mg) foram inicialmente lavadas com tampao PBS
pH 7.4, contendo heparina. Em seguida, foram homogeneizadas em tampao HEPES,
contendo: EDTA 1 mM, manitol 210 mM e sacarose 70mM,em banho de gelo e
centrifugadas a 100000 rpm por 15 minutos, a 4° C. O sobrenadante foi estocado a -20°

C para posterior andlise. Os ensaios foram efetuados utilizando-se kits comerciais.
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2.7.2. Biomarcadores de peroxidacao lipidica

2.7.2.1- Concentracdo de produtos que reagem ao acido tiobarbitirico
(TBARS)

Um dos métodos para se quantificar os produtos da peroxidacdo lipidica é o
método de andlise da formacdo de substancias que reagem ao &4cido tiobarbitdrico
(TBARS). Este método consiste na analise dos produtos finais da peroxidagdo lipidica
(peroxidos lipidicos, malondialdeido, e outros aldeidos de baixo peso molecular) que, ao
reagirem com o dcido 2-tiobarbitirico (TBARS), formam bases de Schiff. Esses
complexos sdo coloridos e sua concentracio foi determinada  por
espectrofotometricamente a 535 nm (OKAWA et al, 1979). Para esta determinagao,
amostras do pancreas (100 mg) foram homogeneizadas em tampao fosfato 0,05 N e
centrifugadas a 10000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi estocado a -20° C para

posterior dosagem.

2.7.3. Secrecao de Insulina Por Ilhotas Isoladas

Em ilhotas pancredticas isoladas através da digestdo por colagenase (LACY;
KOSTIANOVSKY, 1967), foi avaliada a secrecio estdtica de insulina em resposta a
concentracdes crescentes de glicose. Apds obtencao das ilhotas, estas foram colhidas
com uma micropipeta siliconizada de 100 Ul e colocadas em recipientes pldsticos (5
ilhotas por frasco), contento 1 ml de Krebs (Na+ 139 mM, K+ 5mM, Ca+ 1 mM, CI-
124mM, HCO; - 24mM). Diferentes concentracdes de glicose (2,8; 5,6; 8,3; 11,1; e
16,7 mM) foram acrescidas ao meio. Esses recipientes entdo foram colocados em
frascos de vidro lacrados, nos quais foi criada uma atmosfera de carbogénio através da
injecdo, durante 10 minutos, de uma mistura de O,/CO; (95%/ 5%). Posteriormente, 0s
recipientes foram colocados em banho tipo Dubnoff com agita¢do a 37° C, durante 60
minutos. Terminada a incubagdo, o sobrenadante foi recolhido em microtubos de
polietileno (eppendorf) e armazenado para determinacdo da insulina, através de

radioimunoensaio (HERBERT et al., 1965).

2.7.4. Concentracao de Insulina em Ilhotas Isoladas.
Inicialmente foram isoladas ilhotas e colocadas em tubos eppendorf.
Posteriormente, o material foi centrifugado durante 20 minutos a temperatura de 15 °C,

agitado e transferido para um outro tubo, contendo solu¢do extratora (0,18M HCIl em
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etanol 96 %). Foi, entdo, incubado por 24 horas a 4°C e diluido em tampao fosfato pH=
7,4 e armazenado para posterior andlise da concentracio de insulina por

radioimunoensaio (HERBERT et al., 1965).

2.8. Analise estatistica
A andlise dos dados foi feita utilizando teste t-student ou de Andlise de
Variancia ANOVA bifatorial seguido de post hoc Newman- Keuls, onde apropriado.

Em todos os casos, o nivel de significincia foi pré-fixado em 5% (p<0,05).

3. RESULTADOS

Aos 28 dias foi realizado o teste de tolerdncia a insulina (ITT) visando avaliar a
sensibilidade a insulina apresentada pela taxa de remog¢do da glicose Kitt(%/min). Os
animais aloxanicos apresentaram menor remog¢dao quando comparados aos controles
mostrando uma eficidcia da administracdo neonatal de aloxana na instalacdo de um
quadro de resisténcia a insulina (Figura 2).

A figura 3, mostra a secre¢do estdtica de insulina por ilhotas pancredticas
isoladas em resposta a diferentes concentragdes de glicose (5,6mM; 8,3mM e 16,7mM).
Aos 120 dias em concentracdes mais elevadas de glicose (16,7mM) o grupo aloxana
sedentario (AS) apresentou menor secrecao do que o controle correspondente,
mostrando que a administracdo da droga levou a uma reducdo na secrecao de insulina
indicando destruicdo parcial das células beta. Em concentracdo fisiologica de glicose
(5,6mM), foi possivel observar que o treinamento intermitente aumentou a secre¢do do
horménio nos animais aloxanicos, (AI>AS, AC e AF). Quando se elevou a
concentracdo de glicose a 8,3mM, observou-se uma maior secrecdo de insulina nos
animais aloxanicos apds treinamento continuo de natacao (AC) quando comparado aos
grupos AS, Al e AF. Nos animais controles, os treinamentos continuo e for¢a (CC e CF)
reduziram a secrecao do horménio quando comparados ao controle sedentario (CS). O
treinamento continuo foi mais eficaz na elevacdo da secre¢do de insulina dos animais
aloxanicos (AC), quando comparado aos grupos sedentdrios e submetidos aos
protocolos intermitente e forca (AS,Al e AF). Nos animais controles foi possivel
observar que o treinamento intermitente (CI) levou a menor secrecdo estatica do que os
grupos sedentarios e treinado continuo (CS e CC), mas maior secrecao do que o0s

animais submetidos ao treinamento de forca (CF).



Com relacdo a concentracao total de insulina nas ilhotas pancredticas, nao foram
encontradas diferencas entre os grupos (Figura 4). Além disso foram avaliados os
biomarcadores do estado antioxidante (figura 5SA e 5B) e de peroxidagdo lipidica
(Figura 6) no pancreas dos animais. Foram encontradas diferengas na atividade da
enzima SOD e na concentracio de TBARS. Apds treinamento continuo o grupo
controle (CC) apresentou maior atividade da SOD quando comparado ao grupo aloxana
continuo (AC), controle sedentdrio (CS) e controle forca (CF). Em relagdo a
peroxidacdo lipidica (TBARS) o treinamento continuo elevou a peroxidagao lipidica no
pancreas dos animais aloxanicos (AC) quando comparado aos treinamentos intermitente
e for¢a (Al e AF). Alem disso, os animais aloxanicos treinados pelo protocolo continuo

de natacdo (AC) apresentaram maior peroxidacdo do que o grupo controle (CC).

Teste de tolerancia a insulina (ITT) - 28 dias

Taxa de remocao da glicose séricano ITT
(28 dias)

3,00

2,00
1,50
1,00 T
0,50
0,00

Kitt (%/min)

aloxana controle

Grupos

Figura 2. Taxa de remog¢do da glicose sérica (Kitt, %/min) durante teste de
tolerancia a insulina (ITT) ao desmame (28 dias). Resultados expressos como
média + desvio padrdo, n= 10 animais por grupo. O simbolo* indica diferenca
estatistica (teste t student, p<0,05) entre os grupos (Aloxana e Controle).
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Secrecao estatica de insulina por ilhotas pancreaticas isoladas - 120 dias
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Figura 3. Secrecao de insulina por ilhotas pancreéticas isoladas em resposta a diferentes concentracdes de
glicose (5,6mM; 8,3mM; 16,7mM) aos 120 dias. Resultados expressos como média + desvio padrdo, n= 10
animais por grupo. AS: Aloxana sedentdrio, CS: Controle sedentdrio, AC: Aloxana treinado continuo, CC:
Controle treinado continuo, AI: Aloxana treinado intermitente, CI: Controle treinado intermitente, AF:
Aloxana treinado for¢a, CF: controle treinado forca. As diferentes letras indicam diferenca estatistica
(ANOVA bifatorial (3x2) e teste post hoc Newman-Keuls, p<0,05) entre os grupos. a, diferenca estatistica
entre AS vs CS; b, diferenga estatistica entre AS vs Al; ¢, diferenca estatistica entre AS vs AC; d,
diferenca estatistica entre AC vs Al; e, diferenca estatistica entre Al vs AF; f, diferenca estatistica entre AC
vs CC; g, diferenca estatistica entre CS vs CF; h, diferenca estatistica (p<0,05) entre AC vs AF; i, diferenca
estatistica entre CS vs CC; j, diferenca estatistica (p<0,05) entre CS vs CI; k, diferenca estatistica entre CC
vs CI; 1, diferenca estatistica entre CI vs CF; m, diferenca estatistica entre AF vs CF.

Concentracao de insulina em ilhotas isoladas- 120 dias
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Figura 4. Concentragdo da insulina em ilhotas isoladas aos 120 dias. Resultados
expressos como média * desvio padrdo, n= 10 animais por grupo. AS: Aloxana
sedentario, CS: Controle sedentdrio, AC: Aloxana treinado continuo, CC: Controle
treinado continuo, Al: Aloxana treinado intermitente, CI: Controle treinado intermitente,
AF: Aloxana treinado forga, CF: controle treinado forga.
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Biomarcadores do estado antioxidante pancreatico

Biomarcador do estado antioxidante - Atividade Catalase

Biomarcador do estado antioxidante- Atividade
superoxido dismutase (SOD) pancreatica
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Figura 5A e 5B. Biomarcadores do estado antioxidante no pancreas dos animais aos 120 dias. Atividade catalase (A) e atividade superoxido
dismutase (B). Resultados expressos como média + desvio padrdo, n= 10 animais por grupo. AS: Aloxana sedentdrio, CS: Controle
sedentario, AC: Aloxana treinado continuo, CC: Controle treinado continuo, AI: Aloxana treinado intermitente, CI: Controle treinado
intermitente, AF: Aloxana treinado for¢a, CF: controle treinado forca. As diferentes letras indicam diferenca estatistica (ANOV A bifatorial
(3x2) e teste post hoc Newman-Keuls, p<0,05) entre os grupos. f, diferenca estatistica entre AC vs CC; i, diferenca estatistica entre CS vs

CC; n, diferenca estatistica (p<0,05) entre CC vs CF.

Biomarcador de peroxidacao lipidica pancreatico
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Figura 6. Biomarcador de peroxidagdo lipidica (TBARS) no pancreas dos animais
aos 120 dias. Resultados expressos como média + desvio padrdo, n= 10 animais
por grupo. AS: Aloxana sedentdrio, CS: Controle sedentdrio, AC: Aloxana
treinado continuo, CC: Controle treinado continuo, Al: Aloxana treinado
intermitente, CI: Controle treinado intermitente, AF: Aloxana treinado forca, CF:
controle treinado forca.As diferentes letras indicam diferenca estatistica (ANOV A
bifatorial (3x2) e teste post hoc Newman-Keuls, p<0,05) entre os grupos. d,
diferenca estatistica entre AC vs Al; f, diferenca estatistica entre AC vs CC; h,
diferenca estatistica (p<0,05) entre AC vs AF.




4. DISCUSSAO

Estudos sugerem que o estresse oxidativo desempenha um papel importante no
desencadeamento do (DMT2) (SATO et al., 1979). Os niveis elevados de radicais livres
e a simultanea redu¢do dos mecanismos de defesa antioxidante podem levar a danos de
organelas celulares e enzimas desencadeando a peroxidagdo lipidica da membrana. No
entanto, tem sido sugerido que exercicios fisicos regulares podem melhorar a
capacidade de defesa antioxidante contra o estresse oxidativo (RADAK et al., 2008).
Portanto, o presente estudo visa investigar diferentes protocolos de exercicio sobre os
biomarcadores de estresse oxidativo no pancreas de ratos aloxanicos.

Os dados do presente estudo demonstraram uma eficdcia da administracao
neonatal de aloxana nos animais visto alteracio na sensibilidade a insulina apresentada
pelos animais aloxanicos quando avaliada a taxa de remocdo da glicose sérica no ITT,
aos 28 dias. Estes achados sdo consistentes a estudos prévios realizados em modelo
neonatal com aloxana (OLIVEIRA et al, 2004; CONTARTEZE et al, 2009), que
demonstraram menor sensibilidade a insulina nos animais aloxnicos.

Sabe- se que o DMT2 além do quadro de resisténcia a insulina, apresenta
disfun¢do nas celulas beta pancredticas que pode estar associada a diminuicdo das
defesas antioxidantes e ao estado de peroxidacao lipidica. Desta forma o presente estudo
avaliou a secrecdo estdtica de insulina por ilhotas isoladas pancredticas visando avaliar o
efeito da administracdo neonatal de aloxana bem como o estresse oxidativo. Os animais
aloxanicos apresentaram menor secrecdo de insulina quando comparado aos controles
demonstrando disfun¢do pancredtica causada pela aplicacdo neonatal de aloxana em
altas concentracdes de glicose (16,7mM) corroborando estudo anterior (OLIVEIRA et
al., 2010). Entretanto, Oliveira et al. (2004) ndo encontraram alteracdo na secre¢do de
insulina quando utilizaram modelo de inducdo neonatal de aloxana administrada aos 2
dias de vida nos animais. Assim fica evidente que a administracdo de aloxana levou a
uma destruicdo parcial das células beta.

Analisando a concentracdo total de insulina nas ilhotas pancredaticas aos 120 dias
nenhuma alteracdo foi observada entre os grupos estudados. Oliveira et al.(2010), por
outro lado, demonstraram maior conteido de insulina nas ilhotas pancredticas nos
animais treinados na intensidade do limiar anaerobio.

Por outro lado quando se avaliou os animais apds 12 semanas de treinamento

fisico nos diferentes protocolos de treinamento observou-se que em diferentes
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concentracoes de glicose os animais aloxanicos apresentaram melhor resposta a
sercrecdo de insulina apds treinamento continuo e intermitente de natagdo, quando
comparados aos animais sedentdrios e que realizaram treinamento de forca. Nos animais
controles, os treinamentos continuo e intermitente geraram melhor resposta secretoria
de insulina quando comparados ao treinamento de forca. Estudos prévios utilizando
modelo de indu¢do neonatal com aloxana demonstraram que o treinamento continuo de
natacdo em intensidade moderada levou a uma restauracdo na secrecao de insulina em
resposta a elevadas concentracdes de glicose, nos animais aloxanicos apds 4 e 8
semanas de treinamento (OLIVEIRA et al, 2004, 2010). Por outro lado Zawalich et al.
(1982) demonstraram que o treinamento aerobio em animais reduziu a secre¢do de
insulina em resposta a diferentes concentracdoes de glicose. Fluckey et al. (1995)
mostraram que apds 4 dias de treinamento de forca os animais apresentaram maior
secrecdo de insulina por ilhotas pancredticas. Desta forma nota-se que o treinamento
fisico em diferentes intensidades e protocolos possui papel importante na funcido das
células beta pacredticas.

Sugere-se que o comportamento da secre¢do de insulina induzida por glicose nos
animais aloxanicos, possa estar ligada a reducdo da atividade das enzimas antioxidante
bem como aumento na peroxidacdo lipidica, visto que o estresse oxidativo esta
diretamente relacionado ao desencadeamento das alteragdes pancredticas causadas pela
administracdo de aloxana (MARITIM et al., 2003). Como forma de avaliar os possiveis
efeitos do estresse oxidativo na secre¢do de insulina foram realizadas andlises dos
biomarcadores do estado de peroxidagdo lipidica (TBARS) bem como a atividade das
enzimas antioxidantes superoxido dismutase (SOD) e catalase no pancreas dos animais.

Com relacdo a atividade da enzima catalase, nenhuma alteracdo foi encontrada,
mostrando que a administracdo de aloxana bem como a aplicacdo de diferentes
protocolos de exercicio ndo levaram a modulacdo deste biomarcador do estado
antioxidante. Em ratos adultos tornados diabeticos por estreptozotocina a realizacdo de
exercicio de alta intensidade aumentou a atividade da enzima catalase no pancreas dos
animais (COSKUN et al., 2004). Atalay et al. (1997) demonstraram que sujeitos
diabéticos tipo 1 apresentaram menor atividade da catalase nos eritrocitos quando
comparado ao grupo controle mas nenhuma alteracdo foi apresentada entre os grupos
apos exercicio de intensidade moderada.

Com relag@o aos biomarcadores do estado de peroxidacao lipidica avaliados pela

concentragdo de TBARS entre os grupos treinados, o treinamento continuo quando
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comparado ao treinamento intermitente e forca, elevou a peroxidagdo lipidica no
pancreas dos animais aloxanicos. Coskun et al. (2004) analisando ratos adultos
diabeticos mostraram que exercicio de natacdo em diferentes intensidades atenuaram os
biomarcadores do estado de peroxidagdo lipidica no pancreas dos animais.

A peroxidagdo lipidica pode ser atenuada por mecanismos de defesa quimicos e
enzimaticos. Enzimas antioxidantes como superdxido dismutase (SOD) e catalase
constituem o principal sistema de defesa antioxidante (YU, 1994). Sabe-se que o
treinamento fisico de endurance ou intervalado induz prote¢do e diminuicdo do ataque
oxidativo contra os tecidos através da elevacao da atividade das enzimas antioxidantes
que parecem responder de maneira adaptativa ao exercicio fisico gerando protecdo
contra o estresse oxidativo induzido (JENKINS, 1987; ATALAY et al., 1997;
PEREIRA et al., 1996).

No presente estudo quando se avaliou a atividade da superoxido dismutase
(SOD) foi possivel observar que o treinamento continuo foi mais eficaz do que o
treinamento de forca no aumento da atividade enzimética nos animais controles do que
nos aloxanicos. A administracdo de aloxana gerou menor atividade enzimatica no grupo
aloxana continuo do que no controle continuo. Isto se deve ao fato de que a aplicacdo de
aloxana acarretou um prejuizo celular no pancreas. Coskun et al.(2004) demonstraram
maior atividade da SOD no pancreas dos animais apos treinamento de alta intensidade,
diferentemente ao encontrado no presente estudo.

Em resumo percebe-se que o treinamento fisico em diferentes protocolos,
intensidades e periodicidade atua na protecdo contra o estresse oxidativo, aumentando
as defesas antioxidantes e atenuando o estado de peroxidacdo lipidica.
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RESUMO

O diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) é uma doenca cronica caracterizada por resisténcia a
insulina e seu desenvolvimento estd diretamente associado a incapacidade da insulina em
exercer suas agdes ndo apenas no metabolismo dos carboidratos mas principalmente no
metabolismo dos lipidios. Portanto, o presente estudo visa comparar os efeitos dos treinamentos
continuo, intermitente e forca sobre as varidveis séricas e teciduais no metabolismo dos lipidios
de ratos aloxanicos. Ratos da linhagem wistar foram utilizados e divididos em oito grupos:
Aloxana sedentario (AS), Controle sedentario (CS), Aloxana treinado em exercicio continuo
(AC), Aloxana treinado em exercicio intermitente (Al), Aloxana treinado em exercicio forca
(AF), Controle treinado em exercicio continuo (CC), Controle treinado em exercicio
intermitente (CI) e Controle treinado em exercicio forca (CF). O diabetes foi induzido por
aloxana em ratos neonatos aos 6 dias de vida (250mg/Kg p.c). O protocolo de treinamento
continuo consistiu em: 12 semanas de treinamento de natacdo, 1 hora ininterrupta por dia, 5 dias
por semana, em tanques individuais(50cm altura x 25 largura), suportando sobrecarga de 5% do
peso corporal. O protocolo de treinamento intermitente consistiu em 12 semanas de treinamento
de natacdo 30 s de atividade intercalados com 30 s de repouso, em tanques individuais (50cm
altura x 25 largura), num total de 20 min por dia, 5 dias por semana, com sobrecarga de 15 % do
peso corporal. O protocolo de treinamento de forca consistiu em 12 semanas de treinamento, 4
series de 10 saltos na 4gua em tanques individuais (50cm altura x 25 largura) com 1 min de
intervalo entre as series suportando sobrecarga de 50% do peso corporal. Os animais foram
avaliados in vivo quanto a: taxa de remog¢ao da glicose avaliada pelo Kitt (%/min) durante teste
de tolerancia a insulina - ITT. Aos 120 dias de idade e decorridas 48 horas das avaliagdes in
vivo, os animais foram sacrificados para a coleta de material, visando andlises séricas (AGLs,
Trigliceridios, Colesterol total e lipidios totais) e teciduais (Gastrocnémio, figado e corag¢do) do
metabolismo dos lipidios. Aos 28 dias observou-se que os animais aloxanicos apresentaram
maior resisténcia a insulina, avaliada através da remocao de glicose sérica (Kitt%/min) durante
ITT. Aos 120 dias, foram encontradas diferencas nas concentragdes séricas de AGLs, Colesterol
total e Lipidios totais. Em relacdo aos valores de AGL, os animais aloxénicos sedentario (AS)
mostraram maiores valores do que os animais aloxanicos apds treinamento continuo (AC) e
intermitente de natagdo ( Al); Além disso, os animais aloxanicos que realizaram treinamento
intermitente (Al) e for¢a (AF) apresentaram menores valores desta varidvel em relagdo aos
controles correspondentes (CI e CF); O protocolo de treinamento continuo foi menos eficaz do
que o protocolo de treinamento forca em reduzir os niveis de colesterol total nos animais
aloxanicos (AC>AF). Os valores séricos de lipidios totais também avaliados mostraram que o
treinamento intermitente aumentou os niveis séricos nos animais aloxanicos (AI> AS,AC, AF e
CI). Diferencas foram encontradas no tecido hepatico, onde os animais aloxanicos submetidos

ao treinamento continuo de natacdo apresentaram menores valores (AC< AS,ALAF). Assim,
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conclui-se que treinamento fisico em diferentes intensidades de esfor¢o € de grande importancia

na atenuacao e controle das alteragdes sobre o metabolismo dos lipidios em animais aloxanicos.

Palavras Chave: Ratos neonatos, aloxana, treinamento fisico, metabolismo dos
lipidios.
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1. INTRODUCAO

Nos tdltimos anos a incidéncia do diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) tem aumentado
consideravelmente (ADA, 2010). Esta, trata-se de uma doenca cronica caracterizada por
resisténcia a insulina (HAYASHIA et al., 2006, ADA, 2011) e seu desenvolvimento
estd diretamente associado a incapacidade da insulina em exercer suas acdes ndo apenas
no metabolismo dos carboidratos mas principalmente no metabolismo dos lipidios além

de sua acdo anabdlica e anticatabdlica (MAY, 1989, ADA, 2012).

Desta forma, para proteger o organismo contra esta resposta diminuida as agdes
bioldgicas da insulina nos tecidos periféricos e reduzir as alteragdes metabodlicas geradas
pela resisténcia a insulina, o exercicio fisico tem sido amplamente empregado. Este leva
a aumentos na captacdo de glicose (THYFAULT, 2008; VENABLES &
JEUKENDRUP, 2008) principalmente em tecido muscular e adiposo, através do
aumento da translocacdo do Glut-4 (MISRA et al., 2008, TSUKUMO et al., 2007) para
a membrana durante a contracdo muscular, reducdo da gordura corporal, aumento da
oxidagdo do tecido adiposo (SOLOMON et al, 2008), diminuindo a atividade de
proteinas inflamatorias de efeito negativo a a¢do da insulina, além da melhora no perfil

lipidico e sensibilidade a insulina (MISRA et al., 2008).

Assim, nota-se que o treinamento fisico possui papel importante na modulacao
das respostas metabodlicas causadas pela resisténcia a insulina no DMT2. No entanto,
faltam evidéncias diretas quanto ao efeito preventivo do exercicio sobre a instalacdo do
quadro de DMT?2, especialmente quando se leva em consideragdo a intensidade do
esforco, periodicidade e protocolo de treinamento a serem prescritos no diabetes
mellitus tipo 2, uma vez que este tipo de pesquisa € de execug@o mais dificil em seres
humanos. Nesse contexto, modelos de animais proporcionam condi¢des mais adequadas
ao estudo dessa questdo. Desta forma, o diabetes quimicamente induzido em animais
tem sido amplamente empregado como modelo experimental para os estudos das
complicac¢des causadas pelo diabetes (SRINIVASAN; RAMARAO, 2007) bem como
os efeitos do exercicio fisico na resisténcia a insulina e metabolismo das gorduras.

Oliveira et al. (2004) utilizando modelo neonatal de aloxana encontraram
maiores niveis de AGL e lipidios do figado nos animais aloxanicos e apds 8 semanas de
treinamento continuo de natagdo em intensidade moderada estes valores reduziram,

evidenciando a importancia do exercicio fisico no metabolismo das gorduras. Ribeiro et
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al. (2005) ndao encontraram alteracdo no teor de AGL dos animais quando
administraram aloxana em ratos aos 6 dias de vida. J4 em ratos adultos tornados
diabéticos pela aplicacdo de estreptozotocina 0s autores encontraram maiores
concentracdes de AGL nos animais apds exercicio agudo de alta intensidade
(FERREIRA et al., 2001). Moura et al. (2011) analisando metabolismo dos lipidios de
animais aloxanicos adultos n3o encontraram diferencas nas concentracdes de
trigliceridios, colesterol total e AGL nos animais, apds 44 dias de treinamento continuo
em intensidade moderada de natagdo. Barakat et al. (1987) mostraram que a capacidade
do figado de animais aloxanicos em sintetizar lipidios totais, digliceridios ou
trigliceridios foi semelhante aos animais controles. Apds 7 dias de treinamento em
esteira com intensidade moderada esta situagdo se manteve. Diabetes induzido pela
aplicacdo de aloxana resultou em hipertrigliceridemia em animais adulto (LEME et al.,
2009). O exercicio fisico continuo de natacdo em intensidade moderada reduziu estes
niveis (LEME et al., 2009). Sugeriu-se que esta alteracdo induzida pelo treinamento
fisico na trigliceridemia dos animais se deva a uma modulacdo na atividade da enzima
lipase lipoproteica (KRAUS et al., 2001, HAMILTON et al., 2001).

Por outro lado, informagdes sobre os efeitos da administragdo neonatal de
aloxana bem como a aplicacdo de diferentes protocolos de exercicio fisico sobre o
metabolismo dos lipidios sdo escassas. Deste modo, o presente estudo visa comparar os
efeitos dos treinamentos continuo, intermitente e forca sobre as varidveis séricas e

teciduais no metabolismo dos lipidios de ratos aloxanicos.

2.MATERIAIS E METODOS
2.1. Animais

Foram utilizados ratos adultos (90 dias) da linhagem Wistar, machos e fémeas,
provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual Paulista - UNESP- Campus
de Botucatu. Os ratos foram mantidos no Biotério do setor de Biodinadmica do
Departamento de Educacdo Fisica da UNESP - Campus de Rio Claro em sala com
temperatura mantida em 25 * 1° C e foto periodo claro/escuro de 12/12 horas com as
luzes acesas das 6:00 as 18:00hs, tendo livre acesso a dgua e ao alimento (racdo
balanceada para roedores - Purina®). Os procedimentos adotados com os animais foram
aprovados pelo Comité de ética para experimentacdo animal da Universidade de

Taubaté (CEEA/UNITAU), parecer- CEEA/UNITAU n° 019/08.
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2.2. Aplicacao neonatal de aloxana

Aos seis dias de idade os filhotes machos, com peso médio de 11,9 *1,2g,
receberam injecdo intra-peritoneal (250mg/Kg de peso corporal) de aloxana
monoidratada dissolvida em tampao citrato 0,01M, pH 4,5 (LUCIANO; LIMA, 1997),
apos jejum de 15 horas. Como controles foram utilizados ratos da mesma idade e sexo
injetados com veiculo (tampao citrato). Em seguida, as crias foram distribuidas de

forma que cada mae amamentasse 8 filhotes.

2.3. Delineamento e Grupos Experimentais

Aos 28 dias de idade, os filhotes compuseram 8 grupos com 10 animais em cada
um, que permaneceram em observacao até os 120 dias de idade (Figura 1).

- Controle (CS): ratos injetados com tampdo citrato ndao submetidos a
treinamento;

- Controle Treinamento Continuo (CC): ratos injetados com tampao citrato e
submetidos ao programa de treinamento continuo.

- Controle Treinamento Intermitente (CI): ratos injetados com tampao citrato e
submetidos ao programa de treinamento intermitente.

- Controle Treinamento de Forca (CF): ratos injetados com tampao citrato e
submetidos ao programa de treinamento de forca.

- Aloxana(AS): ratos injetados com aloxana ndo submetidos a treinamento.

- Aloxana Treinamento Continuo (AC): ratos injetados com aloxana e
submetidos ao programa de treinamento continuo.

- Aloxana Treinamento Intermitente (Al): ratos injetados com aloxana e
submetidos ao programa de treinamento intermitente.

- Aloxana Treinamento de Forca (AF): ratos injetados com aloxana e submetidos

ao programa de treinamento de forga.

2.4. Treinamento fisico

Os animais realizaram inicialmente um periodo de adaptacdo que consistiu em:
primeiramente, foram submetidos a um reconhecimento do meio aqudtico por 15

minutos; no dia seguinte aumentou-se o nivel de dgua e realizaram natacdo durante 15
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minutos; no 3° dia foram colocados para nadar no nivel de dgua em que treinaram
durante o experimento por 25 minutos; no 4° dia nadaram durante 30 minutos com
sobrecarga atada ao dorso equivalente a 3% do peso corporal; no 5 ° dia de adaptagdo a
sessdo foi de 40 minutos com sobrecarga equivalente a 5% do peso corporal. Em
seguida, foi iniciado o periodo de treinamento.

Os animais dos grupos treinados por programa de exercicio continuo foram
submetidos, do desmame aos 120 dias, a natacdo, 1 hora ininterrupta por dia, 5 dias por
semana, em tanques individuais(50cm altura x 25 largura), suportando sobrecarga de
5% do peso corporal. Esta intensidade de esforco corresponde a transicao metabdlica
aerdbia/anaerdbia para ratos durante a natacio (GOBATTO et al., 2001). Os animais
dos grupos treinados por programa intermitente foram submetidos, do desmame aos 120
dias, a natacdo 30 s de atividade intercalados com 30 s de repouso, em tanques
individuais (50 cm altura x 25 largura), num total de 20 min por dia, 5 dias por semana,
com sobrecarga de 15 % do peso (Protocolo adaptado, tendo como base o protocolo de
BRAGA et al., 2004). Os protocolos de treinamento tiveram sua carga semanal total de
treinamento (CST) equivalente. Segundo Aradjo et al. (2010), a CST corresponde ao
somatorio de estimulos de treinamento obtido pelo produto do tempo de esforco (t) e a
intensidade (%). Assim neste estudo o treinamento continuo teve CST= 60min x
5%=300 equivalente ao treinamento intermitente CST= 20 min x 15%= 300.

Os animais que realizaram treinamento de forca, foram submetidos a 4 séries de
10 saltos na dgua, interrompidos por 1 min de repouso entre elas, 5 dias por semana, em
tanques individuais, com sobrecarga de 50% do peso corporal (ROGATTO et al., 2004).
A temperatura da dgua foi mantida em 31° C = 1° C, durante a realizagdo do exercicio,
por ser esta temperatura considerada termicamente neutra em relagc@o a temperatura dos

ratos (AZEVEDO, 1994; PAULLI, 2005).
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Aplicagdo Neonatal de Aloxana

6 dias de idade

b

Desmame e inicio do Treinamento

28 dias de idade .
Avaliacoes IN
S VIVO
L s Aloxana
Grupos
| S Controle
Grupos
Controle Sedentdrio (CS) Aloxana Sedentdrio (AS)
Controle Treinamento Continuo (CC) Aloxana Treinamento Continuo (AC)
Controle Treinamento Intermitente (CI) Aloxana Treinamento Intermitente (Al)
Controle Treinamento For¢a (CF) Aloxana Treinamento Forca (AF)
Avaliacoes IN

VIVO e apos
o sacrificio

Figura 1. Desenho experimental

2.5. Avaliacoes in vivo

2.5.1. Sensibilidade a insulina

N

Para estimar a sensibilidade a insulina dos animais aos 28 dias de idade foi
utilizado o teste de tolerancia a insulina (ITT). O teste consistiu na aplicacdo de solugdo
de insulina (30mU/100g de peso corporal), via subcutanea, na regido dorsal. Amostras
de sangue (25ul) foram coletadas em capilares heparinizados, por meio de pequeno
corte na extremidade da cauda, nos tempos 0, 30, 60 e 120 minutos para determinagdo
da glicose (Kit glicose - Laborlab: CAT n° 02200- Guarulhos- SP). Uma tnica incisdo
na cauda foi suficiente para a obten¢do de todas as amostras. A taxa de remoc¢do de
glicose (Kitt) expressa em %/minuto foi calculada pela férmula (0,693/t/2) X100. A

glicose sanguinea (t/2) foi calculada pela curva de andlise dos minimos quadrados dos



teores de glicose sérica enquanto houver decréscimo linear dos mesmos apds a

administracdo de insulina (LUNDBAEK, 1962).

2.5.2. Teste de esforco

Para avaliar o efeito do treinamento foram realizados testes de esfor¢o, visando
analise da cinética do lactato sanguineo aos 120 dias de idade. Os ratos treinados pelo
protocolo continuo foram submetidos a 30 min de natag¢do ininterrupta com sobrecarga
de 5% do peso corporal, aqueles treinados pelo protocolo intermitente, foram
submetidos a 30 s de natacdo intercalados com 30 s de repouso, totalizando 20 min, com
sobrecarga de 15% do peso corporal, € os animais treinados pelo protocolo de forca
realizaram 4 séries de 10 saltos na dgua, interrompidos por 1 min de repouso entre elas,
com sobrecarga de 50% do peso corporal. Para fins de comparacgao, ratos sedentdrios
foram, também submetidos aos testes descritos anteriormente. Foram coletadas
amostras sanguineas (25uL) em capilares heparinizados para andlise da concentracdo de
lactato. O sangue foi coletado em repouso e a cada 5 minutos de exercicio para o
protocolo continuo; e a cada 5 min de esfor¢o no protocolo intermitente. Para protocolo
de forca as coletas foram realizadas, apds a realizacdo de cada série de salto, e 5, 7, 9,13
e 15min apds o término das quatro séries. As coletas foram feitas através de pequeno
corte na extremidade distal da cauda do animal. Uma unica incisao no inicio do teste é
suficiente para a obtencdo de todas as amostras A dosagem do lactato foi realizada pelo

método enzimatico (ENGELS & JONES, 1978).

2.6. Sacrificio dos animais

Aos 120 dias de idade todos os animais foram sacrificados por decapitagdo, apds
anestesia profunda com amobarbital sédico (15 mg/kg de peso corporal), sem jejum
prévio decorridas 48 horas dos testes de tolerancia a glicose e/ou 48 horas apds a dltima

sessdo de treino, para a obteng¢do de material bioldgico.
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2.6.1. Avaliacoes apoés o sacrificio

2.6.1.1 Sangue

Amostras de sangue foram coletadas para verificagdo das concentra¢des de dcido
graxo livre (AGL), trigliceridios, colesterol total, e lipidios totais por espectrofotometria

com kit comercial (Laborlab®, Guarulhos - SP/Brazil).

2.6.2 Tecidos

2.6.2.1- Tecido Adiposo

O tecido adiposo das regides subcutanea posterior, mesentérica e retroperitoneal
foi removido para pesagem e determinacdo das concentragdes de lipidios totais. A
excisdo dos diferentes depdsitos de gordura foi realizada de acordo com a descri¢do de
Cinti (2005). As concentracOes de lipidios nesses depositos foram determinadas pelo

procedimento descrito por Nogueira et al. (1990).

2.6.2.2- Figado, coracao e misculo gastrocnémio.

Nesses orgdos foram avaliadas as concentragdes de lipidios totais.

2.7. Analise estatistica

A andlise dos dados foi feita utilizando teste t-student ou de Andlise de
Varidncia ANOVA bifatorial seguido de post hoc Newman- Keuls, onde apropriado.

Em todos os casos, o nivel de significancia foi pré-fixado em 5% (p<0,05).

3. RESULTADOS

Aos 28 dias foi realizado o teste de tolerdncia a insulina (ITT) visando avaliar a
sensibilidade a insulina apresentada pela taxa de remocao da glicose Kitt (%/min). Os
animais aloxanicos apresentaram menor remog¢do quando comparados aos controles
mostrando uma eficidcia da administracdo neonatal de aloxana na instalacio de um

quadro de resisténcia a insulina (Figura 2).



Além disso, foi realizado teste de esfor¢o aos 120 dias (figura 3) para avaliar o
efeito dos diferentes protocolos de treinamento continuo intermitente e forca através da
cinética do lactato. Analisando as concentracdes de lactato do treinamento continuo foi
possivel observar que o grupo aloxana treinado (AC) apresentou maior lactacidemia de
repouso em relacdo ao seu correspondente sedentdrio (AS) e ao controle treinado (CC).
Diferencas também foram encontradas no teste referente ao treinamento intermitente. A
cinética do lactato indicou que o grupo aloxana sedentario (AS) obteve maiores valores
do que o grupo aloxana treinado (Al) que apresentou menor concentragdo do que seu
correspondente controle (CI) no repouso. Além disso, o grupo controle sedentario (CS)
mostrou menor concentragdo de lactato em relacdo ao controle treinado (CI) ao final do
teste. Analisando a lactacidemia dos animais submetidos ao protocolo de treinamento de
forca foi possivel observar que durante todo o teste os animais controle sedentério (CS)
apresentaram maiores concentracdes do que os animais controle treinado (CF). Os
animais aloxana sedentdrio (AS) mostraram maiores valores do que os grupos controle
sedentario (CS) e aloxana treinado (AF) 5 min apds termino do teste e apds a terceira
serie de saltos respectivamente. Apds 9 min do término do teste os animais aloxana
treinado (AF) mostraram maiores concentracdes do que o grupo controle
correspondente (CF) evidenciando maior lactacidemia dos animais aloxanicos e

sedentarios.

Com relacao as varidveis AGL, Trigliceridios, Colesterol total e Lipidios totais
séricas apresentadas na tabela 1 foram observadas as seguintes alteragdes: Em relacdo
aos valores de AGL, os animais aloxanicos sedentario (AS) mostraram maiores valores
do que os animais aloxanicos apds treinamento continuo e intermitente de natagao (AC
e Al); o grupo controle apds treinamento continuo (CC) apresentou menores valores de
AGL do que os grupos controles sedentdrio (CS), treinado intermitente (CI) e forca
(CF). Além disso, os animais aloxanicos que realizaram treinamento intermitente (Al) e
forca (AF) apresentaram menores valores desta varidvel em relacdo aos controles
correspondentes (CI e CF). Nenhuma diferenca foi encontrada nas concentragdes de
trigliceridios. Em relacdo aos valores referentes ao colesterol total, o protocolo de
treinamento continuo foi menos eficaz do que o protocolo de treinamento forca em
reduzir os niveis nos animais aloxanicos (AC>AF). Os valores séricos de lipidios totais
também avaliados mostraram que o treinamento intermitente aumentou os niveis séricos

nos animais aloxanicos (AI> AS, AC, AF e CI). J4 em relacdo aos lipidios avaliados nas
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por¢des retroperitoneal, mesentérica e subcutanea do tecido adiposo dos animais,

nenhuma diferenca foi encontrada (Tabela 2).

A tabela 3 apresenta os resultados referentes aos lipidios do misculo
gastrocnémico, tecido hepatico e coracdo mensurado nos animais aos 120 dias.
Diferencas foram encontradas apenas no figado, onde os animais aloxanicos submetidos
ao treinamento continuo de natacdo apresentaram menores valores (AC< AS, Al AF e
CC), mostrando a importancia do treinamento aerdébio no controle de possiveis

alteracoes lipidicas causadas no tecido hepético pela resisténcia a insulina.

Sensibilidade a insulina

2,5

1,5 *

Kitt(%/min)

0,5

Aloxana Controle

Figura 2. Taxa de remocio da glicose sérica (Kitt, %/min) durante teste de tolerancia a insulina (ITT) ao
desmame (28 dias). Resultados expressos como média + desvio padrdo, n= 10 animais por grupo. O
simbolo* indica diferenca estatistica (teste t student, p<0,05) entre os grupos (Aloxana e Controle).



Cinética do Lactate Sanguineo - Teste Continuo
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Figura 3. Cinética do Lactato Sanguineo durante teste de esfor¢o no Treinamento Continuo, Intermitente
e Forca realizado ao final do experimento. Resultados expressos como média + desvio padrdo, n= 10
animais por grupo. AS: Aloxana sedentdrio, CS: Controle sedentdrio, AC: Aloxana treinamento continuo,
CC: Controle treinamento continuo, Al: Aloxana treinamento intermitente, CI: Controle treinamento
intermitente, AF: Aloxana treinamento forca e CF: Controle treinamento forca. As letras indicam
diferenca estatistica ((ANOVA bifatorial (3x2) e teste post hoc Newman- Keuls, p<0,05)) entre os grupos.
a, diferenca estatistica entre AS vs Al; d, diferenca estatistica entre CS vs CF ; g, diferenca estatistica
entre Al vs CI; h, diferenca estatistica entre AF vs CF; m, diferenca estatistica entre CS vs CI; n,
diferenga estatistica entre AS vs AF; o, diferenca estatistica entre AS vs CS.
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Tabela 1: AGL, Trigliceridios, Colesterol Total e Lipidios séricos mensurados aos 120 dias dos animais.

Variaveis AS CS AC CC Al CI AF CF
L . 539,2+ 498,6+ 3925+ 3349+ 390,0+ 564,8+ 4382+ 659,1+
AGL séricos
(uEq/L) 116,54 111,74 111,3 105,6.¢ 92,4, 120,7 94,4y 78,7
Trigliceridios 215,3+ 2450+ 2740+ 197,5+ 278,3+ 262,77+ 228.5+ 280,3+
(mg/dL) 47,8 69,2 67,1 57,5 93,9 58,2 51,8 106,1
Colesterol 85,4+ 89,1+ 88,5+ 85,9+ 84,9+ 77,0+ 70,4+ 79,9+
Total(mg/dL) 14,8 14,2 21,1; 15,3 9,1 6,7 7.1 10,6
Lipidios 345,5+ 328,0+ 379,7+ 3159+ 4441+ 362,9+ 330,1+ 3291+
Totais(mg/dL) 53,3, 73,6 58.3; 53,6 107,7 gx 54,7 53,3 78,8

Resultados expressos como média + desvio padrdo, n= 10 animais por grupo. AS: Aloxana sedentario, CS: Controle

sedentario, AC: Aloxana treinamento continuo, CC:

Controle treinamento continuo, Al: Aloxana treinamento

intermitente, CI: Controle treinamento intermitente, AF: Aloxana treinamento for¢a e CF: Controle treinamento forca.
As letras indicam diferenca estatistica ((ANOVA bifatorial (3x2) e teste post hoc Newman- Keuls, p<0,05)) entre os
grupos. a, diferenca estatistica entre AS vs Al; b, diferenca estatistica entre AS vs AC; c, diferenca estatistica entre CS
vs CC; d, diferenca estatistica entre CS vs CF ; e, diferenca estatistica entre CC vs CI; f, diferenca estatistica entre CC
vs CF; g, diferenca estatistica entre Al vs CI; h, diferenca estatistica entre AF vs CF; i, diferenca estatistica entre AC vs
AF; j, diferenca estatistica entre AC vs Al; k, diferenga estatistica entre Al vs AF.

Tabela 2: Lipidios do tecido adiposo avaliado nas porcdes retroperitoneal, mesentérica e subcutanea

dos animais aos 120 dias.

Lipidios

Tecido Adiposo AS CS AC CC Al CI AF CF

Retroperitoneal 62,6 + 54,2+ 57,0+ 62,5 + 53,2+ 49 5+ 60,1+ 55,3+
(mg/100mg) 11,7 15,0 17,8 9,7 8,6 7,5 16,0 16,0
Mesentérica 44,5 + 43,6+ 43,6 + 36,7 + 42,0 + 38,0+ 36,7 + 42,5+
(mg/100mg) 11,4 11,4 10,2 10,5 7,4 3,2 43 8,7
Subcutinea 43,2+ 43,0+ 41,1+ 40,7+ 37,8+ 42,8+ 38,9+ 32,5+
(mg/100mg) 8,0 9,4 8,0 12,0 6,8 6,0 6,7 42

Resultados expressos como média + desvio padrdo, n= 10 animais por grupo. AS: Aloxana sedentdrio, CS: Controle
sedentario, AC: Aloxana treinamento continuo, CC: Controle treinamento continuo, Al: Aloxana treinamento intermitente,
CI: Controle treinamento intermitente, AF: Aloxana treinamento for¢a e CF: Controle treinamento forca. As letras indicam
diferenca estatistica ((ANOV A bifatorial (3x2) e teste post hoc Newman- Keuls, p<0,05)) entre os grupos.
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Tabela 3: Lipidios do musculo gastrocnémico, tecido hepatico e coragdo mensurados nos animais aos
120 dias.

Lipidios AS CS AC CC Al CI AF CF
Gaxzi;%l;ico 30+ 2.6+ 2.9+ 2.4 + 2.6+ 2.6+ 2.7+ 2.4+
(mg/100mg) 0.8 0,5 0,8 0,4 0.5 0.8 0,4 0,5

Figado 5,7+ 5,0+ 4,5+ 58+ 59+ 5,5+ 5,7+ 54+
(mg/100mg) 1,0, 0.9 0,91 0,9 0.9 0.6 0.7 0.6

Coracao 5,2+ 5,5+ 7,2+ 6,2+ 6,3+ 6,3+ 6,5+ 6,2+
(mg/100mg) 0,8 1,4 2.1 1,1 1,9 1.6 1.9 0,9

Resultados expressos como média = desvio padrdo, n= 10 animais por grupo. AS: Aloxana sedentdrio, CS: Controle
sedentario, AC: Aloxana treinamento continuo, CC: Controle treinamento continuo, Al: Aloxana treinamento intermitente, CI:
Controle treinamento intermitente, AF: Aloxana treinamento for¢ca e CF: Controle treinamento for¢a. As letras indicam
diferenca estatistica ((ANOVA bifatorial (3x2) e teste post hoc Newman- Keuls, p<0,05)) entre os grupos. b, diferenca
estatistica entre AS vs AC; i, diferenca estatistica entre AC vs AF; j, diferenca estatistica entre AC vs Al; 1, diferenca
estatistica entre AC vs CC.

4. DISCUSSAO

O Diabetes mellitus tipo 2 (DMT?2) é uma doenca cronica que acomete cerca de
90 a 95% dos diabéticos (ADA, 2012) e tem aumentado consideravelmente nos ultimos
anos. A causa do DMT?2 € uma combinag¢ao de uma resisténcia a a¢do da insulina bem
como uma resposta compensatdria da secre¢cdo do hormonio, levando a alteragdes no
metabolismo dos carboidratos, lipidios e proteinas devido a uma acdo deficiente da
insulina nos tecidos alvos periféricos os quais apresentam uma diminui¢do na resposta
em um ou mais pontos da via de sinalizacdo do hormonio (ADA, 2012, MAY, 1989). O
risco de desenvolver este tipo de diabetes aumenta com idade, obesidade e inatividade
fisica contribuindo assim por um desbalangco metabdlico principalmente no perfil
lipidico. Deste modo, o presente estudo visou comparar os efeitos dos treinamentos
continuo, intermitente e forca sobre as varidveis séricas e teciduais no metabolismo dos

lipidios de ratos aloxanicos.

Os dados do presente estudo demonstraram uma eficdcia da administragao
neonatal de aloxana nos animais visto alteracio na sensibilidade a insulina apresentada
pelos animais aloxanicos quando avaliada a taxa de remocdo da glicose sérica no ITT,

aos 28 dias. Estes achados sdo consistentes a estudos prévios realizados em modelo



neonatal com aloxana (OLIVEIRA et al., 2004; CONTARTEZE et al., 2009; RIBEIRO

et al., 2011), que demonstraram menor sensibilidade a insulina nos animais aloxanicos.

Sabe-se que o treinamento fisico cronico possui papel importante na melhora da
sensibilidade a insulina no DMT2 (CASTANEDA, 2001; CASTANEDA et al., 2002)
bem como no perfil lipidico (MISRA et al., 2008) mas existem ainda algumas lacunas
em relacdo a melhor intensidade de esfor¢o a ser aplicada. Desta forma o presente
estudo utilizou trés protocolos de treinamento fisico com diferentes intensidades de
esforco visando avaliar os efeitos da capacidade aerébia e anaerébia dos animais

aloxanicos.

A avaliagdo da capacidade aerdbia € realizada através de procedimentos que
avaliam uma zona de transicdo durante o exercicio verificando onde hd predominio do
metabolismo aerébio sobre o metabolismo anaerébio no fornecimento de adenosina
trifosfato para a atividade muscular. Como forma de avaliar parte destes procedimentos
tem-se realizado a anélise da concentragdo do lactato sanguineo por ser um parametro
metabodlico confidvel para medida da transi¢cdo permitindo ndo sé a caracterizagdo do
esforco bem como os efeitos do treinamento cronico (BILLAT et al., 2003). Assim foi
realizado no presente estudo teste de esfor¢o para a verificacdo da lactacidemia dos

animais apds 12 semanas de treinamento continuo, intermitente e forca de natagao.

Em relacdo ao protocolo de treinamento continuo ndo foi encontrada diferenca na
cinética do lactato entre os grupos. Estes achados sdo consistentes a estudo prévio
realizados em modelo neonatal com aloxana (RIBEIRO et al., 2010) que demonstraram
lactacidemia semelhante entre os grupos estudados. Evidenciando uma intensidade
moderada com predominincia do metabolismo aerdbio, visto os valores de lactato
atingidos e uma intensidade moderada para que se inicie um programa de treinamento,
haja vista a resposta dos animais sedentérios ao teste. Quando se avaliou o protocolo de
treinamento intermitente, o qual possui mesma carga semanal total de treinamento do
que o continuo observou-se que a remog¢do de lactato foi menor nos animais sedentarios
mostrando uma eficdcia do treinamento. Em relacdo a cinética de lactato referente ao
treinamento de forca foi possivel observar uma maior lactacidemia dos animais
sedentdrios em relacdo aos animais controles durante todo o teste caracterizando

positivamente o treinamento aplicado. Tais resultados confirmam o efeito crénico do
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exercicio além de demonstrar uma resposta positiva dos animais aloxanicos aos

diferentes protocolos e intensidades de esforco.

Devido a relacdo existente entre as alteragdes na sensibilidade a insulina e o
metabolismo dos lipidios no DMT2 e o papel do exercicio fisico, o presente estudo

avaliou o perfil lipidico dos animais.

Elevados niveis de AGLs circulantes estd associado a uma menor fosforilagao e
ativacdo da via da insulina (IRS/PI3q). A presenca destes AGLs apontam um relagcdo
direta com a resisténcia a insulina que pode ser decorrente do actimulo de trigliceridios
no miusculo e no figado. Além disso, o aumento destes metabodlitos provenientes da
oxidacdo das gorduras no musculo € capaz de provocar ativacdo da PKC e também
causar fosforilagdo em serina do receptor de insulina (IR) e de seus substratos, sendo
estes importantes mecanismos que explicam a relacdo entre acimulo de gordura
tecidual e resisténcia 4 insulina (SHULMAN, 2004., SAVAGE et al., 2007). Por isso o
presente estudo avaliou as concentracdes séricas de AGLs, Trigliceridios, Colesterol
Total e Lipidios Totais além dos lipidios do tecido adiposo, musculo gastrocnémio,

figado e coracdo.

Os teores séricos de AGLs mostraram uma maior concentracdo nos animais
aloxanicos sedentdrios, mas uma reducdo dos niveis apds treinamento continuo e
intermitente de natacdo. Adicionalmente, entre os grupos treinados, o treinamento
intermitente e forga foram mais eficazes em reduzir os teores de dcidos graxos nos
animais aloxanicos do que nos controles. Oliveira et al. (2004) encontraram resultados
similares em modelo neonatal de aloxana. Os animais aloxanicos apresentaram maiores
teores de AGLs e estes foram reduzidos apds treinamento continuo de natagdo. Stolen et
al. (2009) encontraram resultados em animais db/db similares em relacdo a
concentracdo de AGLs ap6s 13 semanas de treinamento intervalado. Ghelfi et al. (2005)
nao encontraram diferencas nas concentra¢des de AGLs em individuos diabéticos tipo 1
apés treinamento intermitente de alta e moderada intensidade. Resultados similares
foram encontrados nas concentracdes séricas de AGLs em animais adultos tornados
diabéticos pela aplicacdo de aloxana (MOURA et al., 2011). O mesmo foi encontrado
em estudo realizado com individuos diabéticos tipo 2 apds treinamento de forca
(HOLTEN et al., 2004). Desta forma nota-se que os protocolos de treinamento

aplicados foram eficazes em reduzir o acimulo de AGLs séricos nos animais sugerindo
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um papel importante na prevencdo e tratamento de alteracdes metabdlicas no
metabolismo dos lipidios causadas pela resisténcia a insulina no DMT2. Analisando as
concentracoes de trigliceridios nenhuma alteracdo foi observada entre os grupos.
Diferentemente de estudo com animais aloxanicos adultos, que apds 7 dias de
treinamento em esteira apresentaram menores concentracdes de trigliceridios
(BARAKAT et al., 1987). No presente estudo o treinamento de forga foi mais eficaz em
reduzir os valores de colesterol total nos animais aloxanicos. Os treinamentos forca e
continuo foram melhores na manuten¢do dos lipidios totais séricos. Em modelo
experimental de diabetes induzida nos animais adultos pela aplicacdo de aloxana, Moura
et al. (2011) ndo encontraram diferencas significativas nos niveis de colesterol séricos
mesmo apds 44 dias de treinamento continuo de natagdo em intensidade moderada.
Estudo utilizando ratos Zucker Diabetic Fatty (ZDF) como modelo de DMT?2
mostraram que os animais diabéticos tiveram os niveis de colesterol séricos reduzidos
apos 12 semanas de treinamento de natacdo em intensidade moderada sugerindo a

importancia do treinamento fisico no perfil lipidico de DMT2 (LEMOS et al., 2011).

Muitos individuos com DMT?2 apresentam sobrepeso ou sdo obesos. Desta forma
apresentam diferencas na distribuicdo (GALLAGHER. et al., 2009) e acumulo de
lipidios no tecido adiposo. Assim andlises de lipidios do tecido adiposo nas regides
retroperitoneal, mesentérica e subcutanea foram realizadas. Mas nenhuma diferenca foi

encontrada nas concentracoes destes lipidios.

O presente estudo também avaliou lipidios totais do musculo gastrocnémio, figado
e coragdo. Diferencas foram apontadas apenas no tecido hepditico onde os animais
aloxanicos que realizaram treinamento continuo de natagdo apresentaram menores
concentracdes. Estes resultados corroboram aquele de Oliveira et al. (2004) que,
utilizando o mesmo modelo de indug¢do neonatal de aloxana, reportaram uma maior
utilizacdo de lipidios no figado apds treinamento fisico, reduzindo desta forma os
estoques no tecido. Dados similares foram encontrados por Moura et al.(2011) em
modelo experimental de diabetes tipo 1, evidenciando a importincia do exercicio fisico

no controle dos lipidios totais no tecido hepatico.

Em resumo, percebe-se que o treinamento fisico em diferentes intensidades de
esforco e periodicidade foi de grande importancia na atenuagdo e controle das alteracdes

sobre o metabolismo dos lipidios nos animais aloxanicos. Assim, conclui-se que tanto o
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treinamento de alta intensidade bem como o treinamento de intensidade moderada
foram eficazes em reduzir o perfil lipidico dos animais aloxanicos, sugerindo um papel
importante destes na prevengdo e tratamento de alteracdes metabdlicas no metabolismo

dos lipidios causadas pela resisténcia a insulina no DMT?2.
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CONSIDERACOES GERAIS SOBRE OS TRABALHOS DESENVOLVIDOS

Ao se prescrever ou recomendar a pratica do exercicio fisico deve-se levar
em consideragdo o volume, a freqiiéncia e a intensidade do esfor¢co realizado.
Conhecendo-se esses trés fatores, serd possivel saber os efeitos do exercicio com
mais precisao e descobrir a “dose” mais eficaz para se obter os efeitos desejados, de
forma a otimizar a utilizacdo do exercicio fisico. Por motivos O&bvios, a
determina¢do da intensidade do esforco ndo € tdo simples, e esse aspecto muitas
vezes € negligenciado. A importancia em determinar com precisdo a intensidade e
peridiocidade de treinamento € ainda mais importante quando se trata da prevencao
e tratamento de doencas particularmente, no DMT2 cuja incidéncia tem aumentado
consideravelmente. Assim, devido a dificuldade de execu¢do de alguns protocolos
em seres humanos, modelos experimentais utilizando animais sdo elaborados para
simular situacdes ocorridas com humanos e solucionar os eventuais problemas
decorrentes das alteracdes observadas.

O exercicio de natacdo é muito utilizado para o treinamento de ratos em
distintas condi¢des fisiopatoldgicas, mas tornam-se necessarios estudos direcionados
a especificidade do treinamento a ser aplicado. Desta forma, os protocolos sugeridos
nos trabalhos apresentados no presente relatério fornecem a possibilidade da
determinacdo do papel de treinamentos com estimulos aerdbio/ anaerobio em
diferentes intensidades, na reducdo de alteragcdes na homeostase glicémica, no
metabolismo protéico de animais, no combate ao estresse oxidativo bem como
efeitos dos diferentes protocolos de treinamento no metabolismo dos lipidios em
animais submetidos a aplicacio neonatal de aloxana.

De forma geral, os resultados obtidos mostraram os efeitos cronicos do
treinamento por natagdo, uma vez que as avaliagdes foram feitas com um intervalo
de 48 horas apds a sessdo de exercicio ao final das 12 semanas de treinamento. Tal
procedimento foi adotado justamente para evitar interferéncia dos efeitos agudos do
exercicio. No primeiro estudo constatou-se que ambos os protocolos de treinamento
exerceram efeitos benéficos diversos sobre a homeostase glicémica, com resultados
variando em expressividade. Contudo, isso ndo significa que os animais ndo tenham
se beneficiado dos efeitos agudos do exercicio sobre a captagdo de glicose. A
contragdo muscular aumenta a captacao de glicose independentemente de insulina,

devido provavelmente a agdo da AMPK e do Ca2+, que aumentam a translocagdo de
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glut-4 para a membrana muscular (CANTO et al., 2006; JESSEN; GOODYEAR,
2005). A quantidade de glut-4 no sarcoplasma permanece elevada por até 2 horas
apo6s o fim da sess@o de exercicio mesmo na auséncia da insulina, mas os efeitos de
uma Unica sessdo de exercicio permanecem por pelo menos 16 horas, com maior
sensibilidade a insulina e maior expressdo de RNA mensageiro para glut-4e da
propria proteina glut-4 (BORGHOUTS; KEIZER,2000).

No segundo experimento, a proposta foi a aplicacdo dos protocolos
intermitente e continuo de natagdo em ratos aloxanicos e os efeitos no metabolismo
proteico muscular. Resultados variados foram obtidos com relacdo ao metabolismo
protéico muscular: aumentos na concentragdo de DNA e na razdo proteina/DNA na
auséncia de alteragdo no turnover protéico. Sabe-se que o tipo de exercicio mais
apropriado para promover anabolismo muscular é o resistido, via ativagdo da via
PKB/ mTOR (BAAR, 2006; BODINE, 2006; NADER, 2006), promovendo desta
forma maior sintese e menor degradacdo protéicas. Assim, os protocolos de
treinamento aqui empregados ndo sdo os mais indicados para obter respostas
anabolicas maximas.

No terceiro experimento, o objetivo foi investigar diferentes protocolos de
exercicio sobre os biomarcadores de estresse oxidativo no pancreas de ratos
aloxanicos. Os resultados apresentados demonstram que a administracdo neonatal de
aloxana foi eficaz em alterar a taxa de remog¢ao da glicose através da andlise do Kitt
(%/min) durante o ITT. Além disso, apresentou reduc@o na secrecdo de insulina nos
animais aloxanicos estimulada por altas concentragdes de glicose e recuperagdo da
secre¢do apds diferentes protocolos de exercicio. Neste estudo ainda, foi possivel
observar alteragdes no estado oxidativo quando se avaliou os biomarcadores do
estado de peroxidacdo lipidica bem como a atividade das enzimas antioxidantes,
mostrando o papel importante do exercicio em atenuar a peroxidagdo lipidica e
aumentar a defesa antioxidante (RADAK et al., 2008). Além disso, sabe-se que o
desenvolvimento do DMT?2 estd diretamente associado a incapacidade da insulina
em exercer suas acOes ndao apenas no metabolismo dos carboidratos mas
principalmente no metabolismo dos lipidios além de sua agdo anabdlica e
anticatabdlica (MAY, 1989; ADA, 2012) e para proteger o organismo contra esta
resposta diminuida as ag¢des bioldgicas da insulina nos tecidos periféricos e reduzir
as alteragdes metabodlicas geradas pela resisténcia a insulina, o exercicio fisico tem

sido amplamente empregado pois leva a aumentos na captacdo de glicose
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(THYFAULT, 2008; VENABLES & JEUKENDRUP, 2008) principalmente em
tecido muscular e adiposo, através do aumento da translocacdo do Glut-4 (MISRA
et al., 2008, TSUKUMO et al., 2007) para a membrana durante a contracao
muscular, redu¢do da gordura corporal além do aumento da oxidagcdo do tecido
adiposo (SOLOMON et al., 2008). Deste modo, o quarto estudo visou comparar os
efeitos dos treinamentos continuo, intermitente e forca sobre as varidveis séricas e
teciduais no metabolismo dos lipidios de ratos aloxanicos. Os resultados deste
estudo demostraram que os treinamentos continuo e intermitente de natagdo foram
eficazes em reduzir as concentracoes de AGLs e lipidios do figado dos animais
aloxanicos, enquanto o treinamento de forca reduziu os niveis de colesterol total
destes animais. Desta forma nota-se que tanto o treinamento de alta intensidade bem
como o treinamento de intensidade moderada foram eficazes em reduzir o perfil
lipidico dos animais aloxanicos, sugerindo um papel importante destes na prevengao
e tratamento de alteracdes metabdlicas no metabolismo dos lipidios causadas pela
resisténcia a insulina no DMT?2.

Em resumo, foi possivel observar, nos diferentes estudos apresentados, que o
treinamento continuo de natacdo em intensidade moderada apresentou papel
importante em atenuar niveis de colesterol total entre os grupos treinados, reduzir as
concentracoes de AGLs além de controlar alteragdes lipidicas nos tecidos hepético
dos animais e melhor resposta a secrecdo de insulina nos animais aloxanicos. O
treinamento intermitente e de forca levaram a uma maior captacdo de glicose
muscular sugerindo uma melhora da sensibilidade a insulina nos animais aloxanicos,
uma hipertrofia muscular podendo beneficiar possiveis alteracdes nos niveis de
varios aminoacidos encontradas no DMT?2, além de atenuar os biomarcadores do
stress oxidativo e melhorar resposta secretdria do hormonio insulina nos animais
aloxanicos. Desta forma conclui-se que os diferentes protocolos de treinamento
analisados em diferentes intensidades de esfor¢co possuem papel importante na
modulacdo metabdlica dos animais aloxanicos sendo de grande importancia a
pratica de exercicio de alta bem como moderada intensidade para a populacio

diabética haja vista os achados metabdlicos apresentados.
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CONCLUSOES

Os resultados apresentados na presente tese nos permitem concluir que:

A indugdo neonatal de aloxana foi eficaz em alterar a homeostase
transitéria glicemica dos animais, mas estudos adicionais sdo
necessdarios para o esclarecimento dos possiveis mecanismos

envolvidos.

A administra¢do neonatal de aloxana levou a uma redu¢do na secrecao
de insulina dos animais aloxanicos indicando destruicdo parcial das

células beta pancredticas.

Os protocolos de treinamento continuo e intermitente exerceram
efeitos benéficos na homeostase glicémica dos ratos aloxanicos.
Particularmete o protocolo intermitente € mais eficaz na captacdo de

glicose muscular.

Os protocolos de treinamento intermitente e continuo empregados
demonstraram eficdcia em alterar o crescimento celular das células

musculares nos animais aloxanicos.

Nao foram constatadas alteracdes na sintese e degradacdo proteica
muscular, mostrando que os protocolos de treinamento intermitente e
continuo utilizados ndo sdo os mais indicados a respostas anabdlicas

maximas.

Os protocolos de treinamento intermitente e for¢a mostraram ser mais
eficaz no combate ao estresse oxidativo no pancreas de animais

aloxanicos.

O treinamento de forca e intermitente bem como o treinamento
continuo de natacdo foram eficazes em reduzir o perfil lipidico dos
animais aloxanicos, sugerindo um papel importante destes na
prevencao e tratamento de alteragdes metabdlicas no metabolismo dos

lipidios causadas pela resisténcia a insulina no DMT?2.
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