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“Talento é resultado de 1% inspiracéo e
99% transpiracao."
Thomas Edison

“Deus nos colocou neste mundo para os
outros.”
Dom Bosco

“Nao sois maquinas! Homens é que sois.”

Charles Chaplin

“Olhai os lirios do campo,
nem o rei Salomao, em toda
sua gldria jamais de vestiu
como um deles. Se Deus
veste assim a erva do campo
quanto mais fara por voés.”
(Ev. Mateus 6, 25-30)
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RESUMO

Para investigar os efeitos do treinamento fisico aerobio nas concentragdes de IGF-I
em ratos diabéticos, ratos wistar foram distribuidos em quatro grupos: controle sedentario,
controle treinado, diabético sedentario e diabético treinado. O diabetes foi induzido por
aloxana (32 mg/kg) e o protocolo de treinamento consistiu de natacdo 1 hora/dia, 5
dias/semana, durante 8 semanas e suportando 5% do peso corporal. Durante o periodo
experimental foram registrados semanalmente o peso, ingestdo de agua e comida. Na 7¢
semana foram determinadas a glicemia e insulinemia em jejum para célculo do indice
Homa. Ao final deste periodo, os ratos foram sacrificados e o sangue foi coletado para
determinagdo da glicose, insulina, albumina, triglicerideos séricos e hematdcrito. Amostras
dos musculos gastrocnémio e séleo foram coletadas para determinacdo do glicogénio.
Amostras do miocardio foram utilizadas para determinar glicogénio e triglicerideos e do
figado para determinar as concentracdes de glicogénio, triglicerideos, proteina, DNA e
IGF-I. O diabetes aumentou a glicemia em jejum e em estado alimentado, trigliceridemia,
glicogénio e triglicerideos cardiacos além do DNA hepatico. A doenga ainda reduziu
insulinemia em jejum e em estado alimentado, razdo proteina/DNA hepdatica e
concentragdes de IGF-I no sangue e figado. O protocolo de treinamento fisico reduziu nos
animais diabéticos a glicemia em jejum e em estado alimentado, trigliceridemia, glicogénio
e triglicerideos cardiaco além do DNA hepatico. O treinamento, por outro lado, aumentou
glicogénio muscular e recuperou a razao proteina/DNA hepatico e IGF-I hepéatico e sérico
nos animais diabéticos. Em conclusao, treinamento fisico moderado melhora as condigdes
metabolicas e enddcrinas, particularmente no eixo GH-IGF, em ratos diabéticos.

Palavras-chave: Diabetes; Figado; IGF; Treinamento Fisico.



SUMARIO
PAGINAS
1. INTRODUGAO. . ..o, 01
2. OBIETIVOS . . 02
2. REVISAO DE LITERATURAL......ccotiiiniiireiinieneieiseessseseiessesensesssessesesseees 04
2.1, DHADELES. ..ttt 04
2.2, Osistema IGF ..o 06
2.3, Diabetes € IGF-L.....ccocoiiiiii e 08
2.4. Diabetes € eXercicio fISICO.....cooeiriiriiiiriiiiieiie et 10
2.5. Exercicio € IGF-L......ccooiiiiiiie e 12
2.6. IGF-I hepatico, diabetes € €XErciCio.......cccvurerrurrerieeerieeerieeervee e 13
3. MATERIAIS E METODOS.........cocouiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeseeeessee s, 15
3.1. Inducdo do diabetes e delineamento experimental...............c..cccue..... 15
3.2. Protocolo de treinamento...........cocueevueeriieniieniienieeieeee e 16
3.3.  Avaliagdes prévias ao sacrificio dos animais..........ccceveeeeveeerveeennennn 17
3.4. Avaliagds ap0Os 0 sacrificio dos animais..........eeecveeeeveeerveeerveeeneeennns 17

3.5, ANALISE ESTAtISTICA. cuunnneeeeeeeeeeee e e e e e e e e eeeeaaaens 19



RESULTADOS . .....ooiiiiiieee et 20

DISCUSSAO. ..ottt 40
CONCLUSOES. ..ottt snsens 54
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........coovoveveeeeeeeeeeeeeeeeereeses s, 55

ABSTRACT ... 68

ANEXOS ..o e 70



LISTA DE TABELAS

PAGINAS
TABELA 1. Evolug@o de Peso Corporal........cccccoveviriiniininiicniinieniereeeeecseeeeeee 20
TABELA 2. Ingestdo Alimentar € hidrica...........cccooouieiiieniiiiiiiiiciececee e 22
TABELA 3. Taxa didria de CreSCIMENtO.......c..eeeeuveeeirieeeiieeeieeeeieeeereeeereeesveeeeevee e e 24
TABELA 4. Valores de glicemia em jejum, insulinemia em jejum e indice Homa.....25
TABELA 5. Valores de glicemia € insulinemia............ccceeeveeeriieenieeeiieeeieeeiee e 28
TABELA 6. Valores de trigliceridemia, albuminemia e hematocrito.............ccuee........ 30
TABELA 7. Valores de glicogénio e triglicerideos cardiacos...........ccccveevevieerereeennnnnn. 32
TABELA 8. Valores de glicogénio dos musculos gastrocnémio e soleo...................... 33
TABELA 9. Valores de glicogénio e triglicerideos hepaticos...........ccccveeveveeerveeeennenns 34
TABELA 10. Valores de proteinas, DNA e razao proteina/DNA do figado................. 36
TABELA 11. Valores de IGF-I sérico € hepatiCo...........cccvveviieiriieeciieciie e 38

TABELA 12. Correlagao entre IGF-1 hepatico x sérico e IGF-I hepatico x razao
PIOteINA/DINAL ... .ottt ettt sttt e et e et e st e e bt e e nbeebeeenbeenbeeenreenseas 40



10

LISTA DE FIGURAS

PAGINAS
FIGURA 1. Evolugao de peso COrporal..........cceerieiiienieeiiienieiieciieeie e eve e 21
FIGURA 2A. Ingestao Alimentar M&dia...........ccccuveriiiviieniieiienieeieeeie e 22
FIGURA 2B. Ingestao Hidrica Média...........cccuveriiiiniiiieniiieiiecieeceee e 23
FIGURA 3. Taxa diaria de CreSCimento. ..........ceevueereerieniienieeienieeie s 24
FIGURA 4A. Valores de glicemia em JeJUM.........c.cccuereueeriieeieerienieenieeereeneneennees 26
FIGURA 4B. Valores de insulinemia €m JeJUM...........cccueereerreerieeireereeeieenneenneens 26
FIGURA 4C. Indice HOMA.............cooviveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees e 27
FIGURA 5A. Valores de glicemia em estado alimentado.............cccceevveevieninennnnnn. 29
FIGURA 5B. Valores de insulinemia em estado alimentado..............ccccecveecviennnnn. 29
FIGURA 6A. Valores de trigliceridemia............cccoecueevuienieiieenireieesie e 30
FIGURA 6B. Valores de albuminemia...........ccceeeerueriereeneeiienienieeie e 31
FIGURA 6C. Valores de hematOCTito.........ccuevueeruiriirieniieieniienieeieseeieee e 31
FIGURA 7A. Valores de glicogénio cardiaco............cceeeueerieeiienieniieniiesieesieeeieens 32
FIGURA 7B. Valores de triglicerideos cardiacos..........ccceceevveeiirenieeniienieeieeniienns 33
FIGURA 8A. Valores de glicogénio do musculo gastrocnémio............cccceeeeveennennne 34

FIGURA 8B. Valores de glicogénio do musculo SOl€0..........c.ccceereeeriienveeiiennnnne 34



FIGURA 9A. Valores de glicogénio hepatico...........ccceeevuievieniienieniieiieeieeieeee, 35
FIGURA 9B. Valores de triglicerideos hepaticos...........cccceevveriieniieniienieeieeieene 36
FIGURA 10A. Valores de proteina hepatica...........ccccueevveerieeniieniiieiienie e 37
FIGURA 10B. Valores de DNA hepatiCo........c.ceceueeiiieriieiienieeieeeiieeieesee e 37
FIGURA 10C. Valores de razdo proteina/DNA........c.ccccoeriiierieniieiieeiieeeeie e 38
FIGURA 11A. Valores de IGF-I SEriCO.......cccueruieriiriiniiiiiiienieeieeesceie e 39

FIGURA 11B. Valores de IGF-I hepatiCo.........ccceocieiiieniiiniieiieeiieiieeie e 39

11



13

1 INTRODUCAO

A relagdo entre atividade fisica e Diabetes Mellitus ¢ foco de grande interesse para a
comunidade cientifica, tendo em vista os efeitos benéficos que o exercicio fisico promove
para portadores desta patologia.

O Diabetes Mellitus ¢ uma doenca cronico-degenerativa de causa multifatorial
caracterizada pela auséncia parcial ou total de insulina ou por complicagdes em sua agdo
periférica. A hiperglicemia ¢ uma caracteristica da auséncia da acdo insulinica e ¢ associada
em longo prazo com dano, disfun¢do ou deficiéncia de varios 6rgdos, especialmente olhos,
rins, nervos, coracao € vasos sanguineos.

Dentre os efeitos deletérios do diabetes esta a interferéncia em determinadas agdes
hormonais. O fator de crescimento semelhante a insulina (IGF) ¢ um peptideo cuja secre¢ao
estd parcialmente relacionada a presenga do hormonio do crescimento (GH). Ambos, GH e
IGF sao prejudicados no quadro diabético. O IGF-I é predominantemente secretado pelo
figado, sendo também produzido por outros tecidos de forma GH dependente ou
independente e atuando no crescimento e metabolismo destes tecidos com acdo autdcrina,
paracrina ou endocrina. A presenga sérica de IGF-I ¢ diminuida em portadores de diabetes

podendo conseqiientemente apresentar prejuizo no crescimento corporal destes individuos.
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A atividade fisica ¢ promotora de diversas adaptacdes no organismo,
particularmente no sistema enddcrino e controle metabodlico, que sdo altamente benéficas ao
portador de diabetes. Os efeitos do treinamento fisico no crescimento sao relacionados a
aumento da secrecdo e facilitagdo da acao do GH e conseqiiente aumento na producao de
IGF-I. A elevagcao nas concentragdes séricas de IGF-I causada pelo treinamento fisico
proporciona recuperagdo nestes niveis em portadores de diabetes. A secrecao de IGF-I pela
musculatura esquelética ¢ aumentada em diabéticos apds exercicio cronico aerobio,
demonstrando parte da origem da restauracao do IGF-I sérico a niveis normais. Contudo, a
participagdo de outros 6rgaos como o figado no aumento de IGF-I no sangue ainda ¢
incerta.

Desta forma, este estudo busca analisar os efeitos do treinamento fisico sobre alguns
parametros endocrino-metabdlicos, particularmente as concentragdes hepaticas de IGF-I,

em animais diabéticos experimentais.
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2 OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo geral investigar o efeito do treinamento fisico
aerdbio sobre os aspectos endocrino-metabolicos em ratos diabéticos.

Os objetivos especificos foram a avaliagdo das concentracdes séricas e hepaticas de
IGF-I, bem como concentragdes de glicose, insulina e triglicerideos séricos. Foram
avaliadas também as concentracdes de glicogénio dos musculos gastrocnémio e soleo,
glicogénio e triglicerideos cardiacos, além de glicogénio, triglicerideos, proteinas e DNA

hepaticos.
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 Diabetes

O Diabetes Mellitus ¢ classificado como um grupo de moléstias metabodlicas
caracterizadas por hiperglicemia, provocada por defeitos na secre¢do e/ou agdo da insulina,
polipeptidio anabodlico produzido principalmente nas células beta do pancreas. A presenca
da insulina, entre outras fungdes, ativa na célula uma cascata de reacdes finalizada com
aproximagdo dos transportadores de glicose (GLUT) junto a membrana permitindo sua
acdo. A auséncia ou ineficacia deste peptideo, portanto, pode prejudicar a agdo dos
transportadores de glicose (GLUT), podendo gerar hiperglicemia. Ocorre ainda redugdo da
entrada de aminoacidos nos musculos e aumento da lipdlise.

A hiperglicemia cronica do diabetes esta associada a longo prazo com dano,
disfuncdo ou deficiéncia de varios 6rgaos, especialmente olhos, rins, nervos, coracio e
vasos sanguineos. Sintomas marcantes da hiperglicemia incluem poliuria, polidipsia, perda
de peso, polifagia, perda da clareza na visdo, prejuizo no crescimento, susceptibilidade a
infecgdes e posterior cetoacidose. A longo prazo, pode causar retinopatia com perda
crescente da visdo, nefropatia, neuropatia, amputagdes, disfungdes gastrintestinais,
geniturindrias, cardiovasculares e sexuais. Pacientes com diabetes também apresentam

aumento na incidéncia de doencas cardio e cérebro vasculares.
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Intmeros processos patogénicos estao envolvidos no desenvolvimento da doenga,
que vao desde a destruicao autoimune das células beta do pancreas com conseqiiente
deficiéncia na producao de insulina até anomalias que resultam na deficiéncia da acdo da
insulina nos tecidos alvos.

A classificagao realizada pelo Expert Committee on the Diagnosis and Classificaton
of Diabetes Mellitus (ADA, 2006) define o Diabetes Mellitus tipo 1 ( DMTI1) como
resultado de fatores ambientais agindo em individuos geneticamente susceptiveis. Os
principais genes predispostos ao DMTI1 sao identificados pela tipagem do antigeno
leucocitario humano (HLA) no cromossomo 6, contudo outros genes podem estar
envolvidos. Dentre os fatores ambientais que podem estar envolvidos no desenvolvimento
da doenca estdo microbios (LAMMI et al, 2005), dieta e toxina (COSGROVE, 2004).
Algumas formas de Diabetes tipo 1 sdo idiopaticas, encontrando-se casos em que ha
insulinopenia e predisposi¢do a cetoacidose, nao havendo evidéncias de autoimunidade, ndo
sendo associada a nenhum tipo particular de HLA.

O Diabetes Mellitus tipo 2 ¢é caracterizado por extensa resisténcia a insulina e
relativa ou nenhuma deficiéncia na secrecdo deste hormonio (REAVEN et al, 1976;
POTIER et al, 2005) nao sendo encontrada destruicdo autoimune das células beta
pancreaticas. Fatores de predisposicao genética e adquiridos influenciam na reducdo da
sensibilidade a insulina, podendo levar a diminui¢do da concentragdo e da atividade quinase
do receptor de insulina, da concentragdo e da fosforilagdo dos IRS-1 e -2, da atividade da
PI 3-quinase, da translocacdo dos GLUTs, da atividade de enzimas intracelulares (PESSIN

& SATIEL, 2000). O risco de desenvolvimento desta doenga aumenta com a obesidade,
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sedentarismo ¢ idade, prevalecendo em individuos adultos (ZIMMET, 1992). E crescente,
porém, o numero de casos em criangas e jovens (MARCOVECCHIO, 1998).

Ocorréncia de hiperglicemia, observada pela primeira vez durante a gravidez ¢ a
principal caracteristica do Diabetes Mellitus Gestacional (DMG), que pode ou ndo persistir
ap6s o parto (METZGER, 1998). Ha semelhancas entre DMT2 ¢ DMG, por ambas
apresentarem resisténcia periférica a insulina e ndo destrui¢do autoimune das células beta,
sendo observado em muitos casos alto risco de desenvolvimento de DMT2 em mulheres
que apresentaram o DMG, anos ap0s a gravidez (ADA, 2006). Existem ainda outras formas
especificas de Diabetes, cujas causas conhecidas sdo defeitos genéticos das células Beta
ou da acdo da insulina, doencas do pancreas exocrino, diabetes induzido por drogas ou
substancias quimicas, infecgdes e outras sindromes genéticas associadas ao diabetes, que
incluem as sindromes de Down, Turner e Klinefelter (ADA, 2006).

Para prevengdo e controle do Diabetes Mellitus sdo indicados medicamentos orais

injecdo de insulina, balang¢o nutricional e atividade fisica (ADA, 2005).

3.2 O sistema IGF
A familia dos fatores de crescimento semelhante a insulina, ou insulin-like growth
factors (IGFs), consiste num grupo de peptideos heterogéneos que inclui dois ligantes
primarios, chamados IGF-I e IGF-II, trés receptores de membrana (receptores de IGF-I,
IGF-II e insulina), seis proteinas transportadoras de IGF de alta afinidade (IGFBP-1 a -6),
uma glicoproteina denominada subunidade acido 1abil (ALS) e vérias proteinas de baixa
afinidade semelhante ao IGFBP (IGFBP-rP1 a rP9). Neste sistema, destaca-se o IGF-I.

(FRYSTYK, 2004).
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O IGF-I, reconhecido primeiramente como fator de sulfacdo e posteriormente também
chamados de somatomedinas, sdo peptidios constituidos de 70 aminoacidos circulantes com
estrutura semelhante & insulina, ao insulin-like growth factor II (IGF-II) ¢ em menor
extencao a relaxina, apresentando aproximadamente 40% de homologia a insulina e 60% ao
IGF-II (RINDERNETCHT,1978; LE ROITH, 1990).

Salmon e Daughaday sugeriram a existéncia de substancias intermediarias entre o
hormonio do crescimento (GH) e o tecido alvo. Em seu trabalho, a injec¢do in vivo de GH
bovino em ratos hipofisectomizados restaurou efetivamente a incorporagao de SO4 na
cartilagem. Este resultado ndo foi obtido quando o mesmo hormdnio fora injetado em
cortes de cartilagem mantidas in vitro. O autor denominou substancia de sulfagdo
(SALMON & DAUGHADAY, 1956).

Estudos posteriores comprovaram a a¢do desta substancia que, por mediar os fatores do
GH, fora denominado somatomedina. A nomenclatura insulin-like provém da acao desta
substancia na captacdo de glicose plasmatica, mesmo sendo apenas 5% da ac¢do insulinica.
Esta nomenclatura foi confirmada pela similaridade estrutural entre os dois peptideos, que
tem como principais diferencas estruturais a retengao do “canal C” que ¢ clivado da pro-
insulina e, em menor extensao, o canal A nas moléculas de IGF. (LEROITH, 2001)

O principal orgao sintetizador de IGF-I ¢ o figado, contudo, este peptideo ¢ sintetizado
pela maioria das células organicas. (SJROGREN, 2002). Tal sintese pode ocorrer em
resposta a ativagdo promovida pelo GH ou independente. Por essas caracteristicas o IGF-I
mantém fungdes endocrina, paracrina e autécrina (POLLAK & ROSEN, 1999).

Em sua fun¢do endocrina, o IGF-I ¢ encontrado no plasma em forma livre ou em

maior quantidade, ligado a proteinas carreadoras chamadas IGF binding proteins (IGFBP).



20

Estas proteinas sdo classificadas de 1 a 6 e ligam-se ao IGF com alta afinidade e
especificidade, prolongando a meia vida do IGF e evitando que ele se ligue aos proprios
receptores e aos de insulina, o que poderia provocar hipoglicemia.(HUMBEL, 1990)

A IGFBP mais abundante no sangue humano e do rato ¢ a IGFBP-3, que ligada ao
ALS e ao IGF-I formam o complexo transportador de IGF mais encontrado no plasma,
chamado complexo ternario. O IGF-I circulante ¢ encontrado em menores concentragdes na
infancia, tem um pico na puberdade e diminui com o envelhecimento. (HUMBEL,1990)

Apo6s o acoplamento do IGF-I ao receptor ocorre uma série de reagcdes em cascata,
iniciando com promog¢ao do dominio intracelular da tirozina kinase, e seguido pela
autofosforilacdo do IGF-IR que, por sua vez, resulta em fosforilagio do substrato do
receptor de insulina (IRS). Nas etapas posteriores ocorre ativacdo de vias como a MAPK e
PI3 (LE ROITH et al., 2001).

Os efeitos biologicos da agao do IGF nas células sdo diversos. A estimulagao da
mitogénese, inibicdo de apoptose celular, ativacdo dos genes do ciclo celular, aumento da
de sintese lipidica e estimulacao da sintese protéica, estimulacao da sintese de DNA e RNA
e estimulagdo da proliferagdo celular sao os principais (LEROITH et al., 2001).

A regulacao do IGF-I circulante ¢ determinada por muitos fatores. As concentragdes
das IGFBPs circulantes podem alterar a disponibilidade, bem como a propor¢do entre
IGFBPs de alto peso molecular e de baixo peso molecular contribuem para a bioatividade
tecidual. Outro fator que contribui esta regulagdo ¢ a disponibilidade e o grau de ligacao do
ALS para formar o complexo ternario, facilitando a acdo endocrina do IGF-I, em
comparagdo aos complexos bindrios (IGFBP-IGF-I). As concentragdes de GH e a

sensibilidade dos receptores a este hormonio, além do estado caloérico e nutricional também
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sdo determinantes fundamentais. Evidencias demonstram existir interferéncia de fatores

genéticos e variagdes polimorficas no gene do IGF-I (LE ROITH et al., 2001).

3.3 Diabetes e IGF-I

Os IGFs e a insulina tém alta similaridade estrutural e funcional, bem como seus
respectivos receptores havendo interrelacdo entre eles (TREADWAY et al.,1989). Entre as
principais fungdes em comum estd a captacdo de glicose e a desregulacdo na producao,
secrecdo e/ou acao de um deles pode causar diversas desordens no organismo. O diabetes
tipo 1 e tipo 2 causam alteracdes nas secregdes e concentracoes do eixo GH-IGF.

A diminuicdo nas concentracdes de IGF-1 pode contribuir para aumento da
resisténcia a insulina. Em estudo com animais cuja producao de IGF hepatico ¢ anulada
geneticamente, ocorre hiperinsulinemia e conseqiiente aumento da resisténcia muscular a
insulina, e o tratamento com IGF-1 sintético demonstrou reducao da insulinemia e aumento
da sensibilidade a insulina (YAKA et al., 2001). O relativo aumento das concentragdes de
IGF-I pode, portanto, reduzir o risco de diabetes tipo 2 (YAKA et al., 2001; SANDHU,
2005; VAESSEN et al., 2001), e em pacientes portadores deste tipo de diabetes podem ser
encontrados aumento da secre¢do de GH diminuigcdo gradativa nos niveis de IGF-1
(DUNGER et al.,, 2003). Interessante que as concentragdes séricas de IGF-1 livre
encontram-se aumentadas nestes individuos (FRYSTYK, 1999).

No portador do diabetes tipo 1, as interagdes da doenga com o eixo GH-IGF sao
ainda maiores. Alguns autores relatam que a hipersecrecao de GH nestes individuos, pode-
se observar resisténcia a este hormonio € concomitantemente a isso, inter-relaciona-se

diminui¢do das concentracdes de IGF-1 (KNIP, 1995; HEALD et al., 2006). Sao
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necessarios maiores estudos para explicar os mecanismos pelos quais isso acontece. Por
outro lado, baixas concentragdes de GH no sangue também podem estar relacionados
diminui¢do da presenca de IGF-I1 (GOMES et al., 2006).

Alguns estudos tém sugerido que a administragdo de IGF-1 em criangas e adultos
portadores de diabetes tem colaborado no controle metabodlico, insensibilidade ao GH,
crescimento reduzido, tecido adiposo e bioquimica sanguinea. Contudo, foram observados
efeitos adversos como eventos hipoglicémicos, tumor, mialgia, hipertrofia da amidala,

erupgoes na pele e fadiga (RANKE, 2005; HEALD et al., 2006).

3.4 Diabetes e exercicio

E classica a eficdcia da pratica regular de atividade fisica para prevengio primaria e
secundaria de numerosas doengas cronicas dentre as quais encontra-se o diabetes. Tal efeito
¢ alcancado pelas varias modificagdes causadas pelo exercicio no organismo. Durante a
atividade fisica, o aumento no consumo de oxigénio e o trabalho muscular ocorrem pela
utilizacdo de reservas energéticas obtidas dos estoques musculares de glicogénio e
triglicerideos, bem como de acidos graxos livres derivados do tecido adiposo e glicose
proveniente da glicogenolise e neoglicogénese hepatica. A diminuicao das concentragdes
de insulina plasmatica e o aumento do glucagon sdo necessarios para aumento na produgao
de glicogénio no figado. Para preservar fungdes do sistema nervoso central, a glicemia deve
manter seus niveis normais durante a atividade fisica (SIGNAL et al., 2004).

Para manutenc¢do dos niveis glicémicos o exercicio aumenta o transporte de glicose
no musculo esquelético e a sensibilidade e responsividade a insulina. A insulina e o

exercicio t€ém efeitos similares estimulando a translocagdo dos transportadores de glicose
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do musculo esquelético (GLUT4), contudo estes efeitos ocorrem por diferentes vias, sendo
que, mesmo na auséncia de insulina a atividade contratil muscular ¢ capaz de estimular a
translocacdo de GLUT4. O mecanismo exato para haver a translocagdo permanece incerto,
sendo propostas algumas hipoteses. A participacdo da MAP quinase (MAPK) parece ser
um ponto chave, sendo aumentada sua atividade na contragdo muscular o que promove a
translocagdo das vesiculas contendo GLUT4. O aumento das concentragoes de calcio
miocelular tem sido proposto como outro sinal para o inicio da translocacao dos GLUT4
pela contragdo muscular. A presenca de 6xido nitrico também ¢é aceitado como um
mediador para translocagdo dos GLUT4 pela contragdo muscular (JESSEN &
GOODYEAR, 2005).

O efeito agudo do exercicio no transporte de glicose tende a diminuir, sendo
substituido por um aumento na sensibilidade e responsividade a insulina. O aumento na
sensibilidade a insulina resulta em deslocamento da curva dose-resposta, tornando
necessaria menor concentracdo de insulina para alcangar 50% da resposta maxima de
transporte de glicose. Tal aumento ¢ mediado pela translocacdo de maior nimero de
GLUT4 para a superficie celular em resposta ao estimulo da insulina. Além disso, ocorre
aumento na ligacdo da insulina ao seu receptor (IR) (HOLLOSZY, 2005). O treinamento
contribui para potencializar outros pontos da via de sinalizagao da insulina. LUCIANO et al
(2002) mostraram que o aumento da fosforilagdo do substrato do receptor de insulina (IRS)

e aumento da atividade da PI3-kinase induzem melhora na responsividade a insulina.

3.5 IGF-I e exercicio



24

A relacdo entre IGF-1 e exercicio ¢ de grande interesse para a comunidade
cientifica. De forma geral, o exercicio e o condicionamento fisico estdo relacionados a
modificagdes na atividade do sistema IGF. Os resultados, contudo, ainda ndo permitem
determinar como o exercicio afeta os niveis séricos ou teciduais de IGF-1 (YEH et al.,1994;
BERG & BANG, 2004)

Estudos t€ém mostrado que alteragdes no IGF total, livre ou ternario causados pelo
exercicio fisico variam conforme a duragado e tipo do exercicio, o condicionamento fisico,
faixa etaria e o género do praticante, bem como seu estado nutricional e de saude
(ORENSTEIN & FRIEDENREICH, 2004).

Quanto a duracdo do treinamento fisico, resultados pertinentes tém levado
pesquisadores a hipotese da existéncia de dupla fase de resposta do IGF-I ao exercicio,
sugerindo que treinamentos realizados no intervalo de trés dias a 5 semanas apresentariam
redu¢do nos niveis circulantes de IGF-I1 (ELIAKIM et al., 1998; JAHREIS et al., 1991),
enquanto os treinamentos realizados acima de 5 semanas causariam aumento da presenca
de IGF-I (ZANCONATO, et al., 1994; YEH et al., 1994). Existem, ainda, autores que
afirmam nao ter encontrado alteragdes nos niveis de IGF-I causadas pelo
treinamento.(ORENSTEIN & FRIEDENREICH, 2004 )

ROSENDAL e colaboradores (2002) verificaram a interferéncia de onze semanas de
treinamento em individuos sedentérios e treinados, concluindo que houve diminui¢do no
IGF-I total, livre ¢ IGFBP-4, a despeito de um aumento nas concentracdes de IGFBP-2 e

diminui¢ao de IGFBP-3 observado apenas nos sedentarios.



25

Estudos tém mostrado que o treinamento fisico aerébio aumenta de forma mais
eficaz a presenca de IGF-I quando comparados a exercicios de resisténcia (ORENSTEIN &
FRIEDENREICH, 2004)

Quanto ao condicionamento fisico, diversos autores apontam para existéncia de um
aumento do IGF-I quando sujeitos sedentdrios ou até mesmo atletas sao submetidos a um
determinado periodo de treinamento fisico (ORENSTEIN & FRIEDENREICH, 2004,
ROSENDAL, 2002). ROSENDAL et al. (2002) demonstraram, contudo, que a capacidade
fisica amenizou os efeitos do exercicio sobre as concentragoes séricas de IGF-1 em jovens
adultos.

Sabe-se que a idade e estado nutricional também podem interferir nas concentragdes
de IGF-I. Desta forma, podem amenizar ou acentuar os efeitos do exercicio fisico nas
concentragdes de IGF-I. NENERT et al (2004) demonstraram que a restricdo caldrica
durante o periodo de uma semana de treinamento fisico diminuiu as concentragdes séricas
de IGF-I livre e total, enquanto o grupo controle ndo apresentou alteragdes.

Alguns estados patologicos também alteram as concentracdes de IGF-1. O diabetes e
a deficiéncia na produgdo, secrecdo ou acdo de GH diminuem as concentragdes de IGF-I
enquanto acromegalia e obesidade aumentam (FRYSTYK, 2000; FRYSTYK, 2004). Desta
forma, em determinados estados patoldgicos encontra-se diferentes atuagdes do exercicio

sobre as concentragdes de IGF-I.

3.6 IGF-I hepatico, diabetes e exercicio
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O figado ¢ a maior fonte de IGF-I, executando fungdes endocrina, pardcrina e
autocrina. SIROGREN e colaboradores (2002) desenvolveram um modelo de delegdo total
da producdo hepatica de IGF-I, demonstrando dramatica redu¢do (>80%) do IGF-I total
circulante. Tal redu¢do causou diminui¢do do peptideo apenas no figado e bago, ndo sendo
observado este efeito em outros tecidos. Estes animais demonstraram ainda ter crescimento
e maturacdo sexuais normais, o que leva a crer que o IGF-I hepatico ndo ¢ requerido
diretamente para crescimento pos-natal destes ratos, sendo a produgdo pardcrina e autdcrina
de IGF-I mais importantes para o crescimento corporal (SJOGREN et al., 1999). Em um
recente estudo, SVWNSSON et al (2006) encontraram relagdo positiva entre o diminui¢ao
das concentracdes do IGF-I sérico de origem hepatica e o declinio da funcdo de memoria
relacionado a idade. Além das fungdes enddcrinas e paracrina, o IGF-I hepatico causa como
principal efeito local estimular a produgdo e secrecdo dos fatores de crescimento dos
hepatocitos (HGF) nas células tronco hepaticas, induzindo efeitos mitogénicos e
morfogénicos no figado sendo apontadas a PI3K ¢ a MAPK como enzimas chave na
regulacao desta agdo (SKRTIC et al.,1999). A funcao do IGF-I produzido no figado tem
sido alvo de grande atencao da comunidade cientifica envolvida nesta area.

Determinados fatores contribuem para a regulacdo da sintese e concentracao
hepaticas de IGF-I. Estudos tém demonstrado redu¢do do RNAm do IGF-I no figado
durante o jejum e conseqiiente reducdo da transcricio de IGF-I (ZHANG et al., 1997;
ZHANG et al., 1998). ROBERTS et al (1986) demonstraram que ratos hipofisectomizados
diminuem em 90% a presenga de RNAm do IGF-I hepatico, demonstrando que o GH
regula a intensidade da sintese IGF-I no figado. Estudos tém demonstrado que pacientes

portadores de acromegalia apresentam concentragdes elevadas de IGF-I sérico podendo ter
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origem hepatica (MONZAVI &.COHEN, 2002). Embora a ligacao entre o IGF-I hepatico e
GH seja bem estuda, sua relagdo com a insulina permanece pouco clara. Recentes estudos
realizados em nosso laboratério demonstraram que o diabetes diminuiu os niveis séricos de
GH e IGF-I, bem como o comprimento, area total, contetdo mineral 6sseo e niveis
musculares de IGF-I (GOMES, 2006). Em recente estudo, HAN & PARK (2006)
demonstraram que animais diabéticos induzidos por estreptozotocina tém menores
concentragdes peptidicas séricas e hepaticas de IGF-I, bem como menor expressdo de
RNAm de IGF-I no figado.

Em estudo recente, GOMES et al. (2006) demonstraram que em animais diabéticos
o treinamento aumentou os niveis séricos de IGF-I sem, contudo, alterar as concentragdes
musculares deste peptideo. Por sua vez, ZANCONATO et al. (1994) mostraram que a
atividade fisica induziu um aumento no RNAm do IGF-I no figado em ratos controles.
Entretanto, pouco se conhece sobre as relagdes existentes entre treinamento fisico

moderado e concentragdes de IGF-I, principalmente no figado de organismos diabéticos.
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4 MATERIAL E METODOS

Para desenvolver este estudo, foram utilizados cerca de 50 ratos adultos da linhagem
Wistar (Rattus Norvegicus Albinus Wistar) com aproximadamente 75 dias de idade,
provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual Paulista (UNESP) de Botucatu e
mantidos no biotério do laboratorio de Biodinamica do Departamento de Educagao Fisica,
Instituto de Biociéncias da UNESP-Rio Claro-SP. Os animais foram alojados em gaiolas de
polietileno (5 ratos por gaiola), mantidos a temperatura ambiente de 25° C e fotoperiodo
de 12 horas de claro/12 horas de escuro e alimentados com racdo balanceada padrao

Purina® e 4gua “ad libitum”.

4.1 Inducéo do diabetes e delineamento experimental

Para inducdo do diabetes experimental, os ratos foram anestesiados moderadamente
com éter etilico e em seguida receberam aloxana monoidratada Sigma (32 mg/kg de peso
corporal) dissolvida em tampao citrato 0,01M, pH 4,5. Apos este procedimento, os ratos
foram recolocados nas gaiolas recebendo no primeiro dia pds-aloxana, uma solucao de agua
e glicose (15%), além de racdo (LUCIANO & LIMA, 1997). Cinco dias apds a
administracdo da droga, foi realizado um teste de glicemia para comprovagdo do estado
diabético dos animais, sendo considerados diabéticos apenas aqueles ratos que

apresentaram glicemia igual ou superior a 250 mg por 100 ml de sangue.
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Os ratos foram entao distribuidos aleatoriamente em quatro grupos:

Controle Sedentario (CS) - ratos controles que ndo realizaram exercicios fisicos;

Controle Treinado (CT)- ratos controles que foram submetidos ao protocolo de
exercicios fisicos;

Diabéticos Sedentarios (DS) - ratos diabéticos aloxanicos que nao foram submetidos
ao protocolo de exercicios fisicos;

Diabéticos Treinados (DT) - ratos diabéticos aloxanicos que foram submetidos ao

mesmo protocolo de exercicios fisicos do grupo controle treinado (CT).

4.2 Protocolo de treinamento
O protocolo de exercicios consistiu de natagao por 1 hora/dia, 5 vezes/semana,
durante 8 semanas consecutivas € com uma sobrecarga equivalente a 5% do peso corporal,
acoplada ao torax dos animais.

Periodo de adaptacdo: Com a finalidade de se respeitar o principio fisiologico da

sobrecarga, os animais realizaram uma adaptagdo ao meio aquatico com aumento
progressivo da sobrecarga.

As sessOes de natagdo foram realizadas em tanques de amianto com 100 cm de
comprimento, 70 cm de largura e 60 cm de altura. A dgua era mantida numa profundidade
de 40cm, para que os animais ndo apoiassem a cauda no fundo do tanque. A temperatura da
agua foi controlada, sendo mantida em 31° C £ 1° C, durante a realizacdo do exercicio, por
ser considerada termicamente neutra em relacdo a temperatura do ratos (AZEVEDO,1994).

As sessoes tinham inicio as 10 horas da manha.
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4.3 AvaliacOes prévias ao sacrificio dos animais

Durante o periodo experimental, os ratos foram avaliados semanalmente com
relagdo ao peso corporal, ingestdo alimentar e hidrica para fins de registros e posterior
analise. Com os registros inicial e final do peso corporal foi calculada a taxa diaria de
crescimento (ganho de peso diario calculado com a subtragao dos pesos final pelo inicial e
subtracao pelo nimero de dias).

Na 7 semana do estudo, ap0s jejum de 12 horas, foram coletadas amostras de
sangue apos o corte da extremidade da cauda de cada animal para avaliacdo de glicose e
insulina e posterior calculo do indice Homa. O indice HOMA foi calculado para estimativa
da resisténcia a insulina (RI), conforme descrito por Matthews et al. (1985), utilizando o
seguinte calculo:

HOMA-RI = insulinemia de jejum (mU/L) x glicemia de jejum (mmol/L)/22,5

4.4 AvaliacOes ap0s o sacrificio dos animais
Ao final do periodo experimental, os animais foram mantidos em repouso por 48
horas em relagdo a ultima sessdo de exercicios, sem jejum prévio. Amostras de sangue
foram coletadas em capilares e centrifugadas para determinacdo do hematdcrito. O
sacrificio foi realizado por decapitagdo em guilhotina e amostras teciduais e de sangue
coletadas. O sangue foi centrifugado a 3000 rpm por 10 minutos e a partir do soro foram

realizadas as seguintes analises:
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*Glicemia: A glicose sérica foi determinada pelo método enzimatico colorimétrico
da glicose oxidase-peroxidase (HENRY, 1974).

Insulinemia: Foi determinada pelo método de radioimunoensaio (RIA) - Kit Coat-
A-Count da Diagnostic Products Corporation (DPC) de fase sélida.

Albumina Sérica: Foi determinada pelo método do verde de bromocresol (HENRY,
1974)

Triglicerideos Séricos: Foi medida a absorbancia em espectrofotometro a 410 nm
(NASH, 1953)

* IGF-1 sérico: Foi avaliado pelo método de Radioimunoensaio (RIA) coated-Tube-
Irma Kit diagnostic use DSL-5600 (Diagnostic Systems Laboratories).

» Avaliagdes teciduais: Amostras dos musculos gastrocnémio e soleo foram
coletadas e utilizadas para avaliacao do contetdo de glicogénio; do coragdo para avaliagao
do glicogénio e triglicerideos e do figado para avaliagdo do glicogénio, triglicerideos,
proteina, DNA e IGF-I1.

* Glicogénio: Foi avaliado por meio do método do fenol em meio acido descrito por
DUBOIS et al. (1956) com posterior medida da absorbancia em espectrofotometro.

* Proteinas: Foram obtidas pelo método proposto por LOWRY et al. (1951), sendo
posteriormente lidas em espectrofotometro a 650nm.

* DNA: Foi avaliado pelo método da difenilamina e lido em espectrofotometro a
595nm ( GILES & MAYERS, 1965).

* Razdo proteina/DNA: Foi avaliada para verificar o metabolismo protéico neste

orgao.
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* Triglicerideo: As amostras foram colocadas em tubos contendo 0,5ml de TritonX-
100 a 0,1%. Em seguida foram sonicadas por 45 segundos de forma pulsétil e, apos este
procedimento, as amostras foram centrifugadas a 4000 rpm por um periodo de 10 minutos.
O sobrenadante foi extraido para a determinagdo do TG através do método
fotoespectrometria (BELMONT, 2004).

* IGF-1 hepatico: A amostra do tecido hepatico foi macerada e, em seguida,
adicionado acido acético (1M) na propor¢do 5 ml por grama de tecido. Apos centrifugagao
do material foi realizada a extracdo por acido acético. O material foi novamente
centrifugado e o sobrenadante foi reconstituido por aminometano —HCL- buffer (pH 7.8),
segundo proposto por D’ERCOLE e colaboradores (1986). As concentracdes do peptideo
IGF-1 foram entdo obtidas pelo método de Radioimunoensaio (RIA) coated-Tube-Irma Kit

diagnostic use DSL-5600 (Diagnostic Systems Laboratories).

4.5 Andlise estatistica
Os resultados foram avaliados estatisticamente por meio da andlise de variancia
(ANOVA) one way, com aplicagdo do teste “post-hoc” de Bonferroni, com nivel de
significancia estabelecido em 5% (p<0,05). Para determinacdo da correlagdo entre varidveis
foi realizada a analise de Spearman’s rank order,. Os resultados foram expresso como

média £ desvio padrao.
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5 RESULTADOS

Os dados referentes @ média de peso corporal semanal dos animais estdo
apresentados na Tabelal e Figura 1. Pode-se observar que os animais diabéticos
apresentaram menor ganho de peso a partir da terceira semana, com exce¢do da quarta

s€émana.

Tabela 1- Evolugdo de Peso Corporal (g) dos animais pertencentes aos grupos controle
sedentario (CS), controle treinado (CT), diabético sedentario (DS) e diabético treinado
(DT) durante as 8 semanas de periodo experimental.

Semana 1 2 3 4 5 6 7 8
Grupos
CS 380+ 16 379+ 8  393+21 398+30 41630 431+25 441+ 31 460+ 35
CT 362+42 338+45 344+ 48  356+45 35142  380+48  365+t44  393+55
DS 359422 331+48 317£50" 332458 302+£69° 312+57% 327164 329+ 57°

bt 388+47 37650 347+41 35351 34363 36166 36271 36389

Valores expressos como média + desvio padrdo. a.# de CS.(ANOVA; p<0,05).
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EVOLUCAO DO PESO
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Figura 1. Evolugdo de peso corporal (g) dos animais dos grupos controle sedentario
(CS), controle treinado (CT), diabético sedentario (DS) e diabético treinado (DT) durante as
8 semanas de periodo experimental.

Na tabela 2 e figura 2 sdo apresentados os dados referentes a ingestdo alimentar e
hidrica. Pode-se observar que os animais diabéticos tiveram ingestdo alimentar
significativamente maior que os animais dos grupos controle (CS e CT). Os dados de
ingestdo hidrica mostram que neste parametro os animais diabéticos (DS e DT)
apresentaram valores significativamente maiores quando comparados aos controles.
Contudo, o grupo diabético submetido ao treinamento apresentou ingestdo hidrica

significativamente menor que o grupo diabético sedentario.
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Tabela 2- Ingestao Alimentar Média (g/kg/rato) ¢ Ingestao Hidrica Média (ml/kg/rato) dos
animais pertencentes aos grupos controle sedentario (CS), controle treinado (CT), diabético
sedentario (DS) e diabético treinado (DT) durante as 8 semanas de periodo experimental.

Grupos CS CT DS DT
Parametros
Ingestdo Alimentar 60+6,5 76+16 140435 114+18%
Média (mg/kg de rato)
14019 130+62 5874143 421458 %<

Ingestdo Hidrica Média
(ml/kg de rato)

Valores expressos como média = desvio padrao. a.# de CS; b.# de CT; c.# de DS.

(ANOVA, p<0,05).

INGESTAO ALIMENTAR MEDIA
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Figura 2A. Ingestdo Alimentar Média (g/kg/rato) dos animais dos grupos controle
sedentério (CS), controle treinado (CT), diabético sedentéario (DS) e diabético treinado

(DT) durante as 8 semanas de periodo experimental.
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INGESTAO HIDRICA MEDIA
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Figura 2B. Ingestdao Hidrica Média (ml/kg/rato) dos animais dos grupos controle
sedentdrio (CS), controle treinado (CT), diabético sedentario (DS) e diabético treinado
(DT) durante as 8 semanas de periodo experimental.

A tabela 3 e figura 3 apresentam os valores da taxa didria de crescimento (ganho de
peso diario calculado com a subtracdo dos pesos final pelo inicial e subtracdo pelo numero
de dias). Observa-se que os animais diabéticos (DS e DT) tiveram redug¢ao significativa nos

valores deste pardmetro quando comparados aos pertencentes ao grupo controle sedentario.

Tabela 3- Taxa diaria de crescimento (g/dia) dos animais pertencentes aos grupos controle
sedentario (CS), controle treinado (CT), diabético sedentario (DS) e diabético treinado

(DT) durante as 8 semanas de periodo experimental.

Grupos CS CT DS DT
Taxa diaria de 1,3£0,6 0,7£0,7 -0,54+0,7° -0,140,9*
Crescimento (g/dia)

Valores expressos como média + desvio padrado. a.# de CS (ANOVA, p<0,05).
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TAXA DIARIA DE CRESCIMENTO
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Figura 3. Taxa diaria de crescimento (g/dia) dos animais dos grupos controle
sedentario (CS), controle treinado (CT), diabético sedentario (DS) e diabético treinado
(DT) durante as 8 semanas de periodo experimental. a.# de CS. Valores expressos como
média * desvio padrao, ANOVA (p<0,05).

A tabela 4 e figura 4 apresentam os valores de glicemia e insulinemia, ambos em
jejum, e do indice Homa. Nos valores de glicose sérica dos animais em jejum observa-se
maiores valores que se referem aos animais pertencentes ao grupo diabético sedentario
quando comparados aos grupos controles (CS e CT) e diabético treinado. Os valores de
insulina sérica dos animais diabéticos sedentdrios em jejum apresentaram-se
significativamente menores apenas quando comparado aos animais pertencentes aos grupos

controles (CS e CT). O indice Homa nao apresentou diferenca entre os grupos estudados.
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Tabela 4- Glicemia em jejum (mM), Insulinemia em jejum (uU/ml) e indice Homa dos
animais pertencentes aos grupos controle sedentario (CS), controle treinado (CT), diabético
sedentario (DS) e diabético treinado (DT) durante as 8 semanas de periodo experimental.

Grupos CS CT DS DT
Parametros
Glicose (jejum) (mM) 2+0,1 2+0,1 3,540,6*° 2,3+0,1°¢
Insulina (jejum) (uU/ml) 0,5+0,1 0,4+0,2 0,240,04*° 0,3+0,05
indice Homa 0,8+0,2 0,7+0,4 0,6+0,1 0,8+0,7

Valores expressos como média = desvio

(ANOVA, p<0,05).

padrdo. a.# de CS; b.# de CT; c.# de DS.

Figura 4A. Glicemia em jejum (mM) dos animais dos grupos controle sedentario

(CS), controle treinado (CT), diabético sedentario (DS) e diabético treinado (DT) durante as

8 semanas de periodo experimental. a.# de CS; b.# de CT; c.# de DS; d. # de DT. Valores

expressos como média + desvio padrao, ANOVA (p<0,05).
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Figura 4B. Insulinemia em jejum (uU/ml) dos animais dos grupos controle
sedentdrio (CS), controle treinado (CT), diabético sedentario (DS) e diabético treinado
(DT) durante as 8 semanas de periodo experimental. a.# de CS; b.# de CT; c.# de DS; d. #
de DT. Valores expressos como média + desvio padrao, ANOVA (p<0,05).
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Figura 4C. indice Homa dos animais dos grupos controle sedentario (CS), controle
treinado (CT), diabético sedentério (DS) e diabético treinado (DT) durante as 8 semanas de
periodo experimental. a.# de CS; b.# de CT; c.# de DS; d. # de DT. Valores expressos
como média + desvio padrao, ANOVA (p<0,05).
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Avaliagdes realizadas ap6s o sacrificio

Na tabela 5 e figura 5 observa-se os valores de glicemia e insulinemia apos o
sacrificio. Os valores séricos de glicose apresentaram-se significativamente maiores nos
animais diabéticos quando comparados aos controles € nos animais diabéticos sedentarios
comparados aos treinados. Os animais diabéticos (DS e DT) apresentaram valores de

insulina no sangue menores que os controles (P<0,05).

Tabela 5- Glicemia (mM) ¢ Insulinemia (uU/ml) dos animais pertencentes aos grupos
controle sedentario (CS), controle treinado (CT), diabético sedentario (DS) e diabético
treinado (DT) ao final das 8 semanas de periodo experimental.

Grupos CS CT DS DT
Parametros
Glicemia (nM) 5,940,67 5,840,84 21,3£3,26*° 1346,74>¢
Insulinemia (uU/ml) 0,47+0,16 0,49+0,23 0,1240,09*°  0,14+0,09*°

Valores expressos como média = desvio padrdo. a.# de CS; b.# de CT; c.# de DS.

(ANOVA, p<0,05).
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Figura 5A. Glicemia poés-sacrificio (mM) dos animais dos grupos controle
sedentdrio (CS), controle treinado (CT), diabético sedentario (DS) e diabético treinado
(DT) ao final das 8 semanas de periodo experimental. a.# de CS; b.# de CT; c.# de DS; d. #
de DT. Valores expressos como média + desvio padrao, ANOVA (p<0,05).
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Figura 5B. Insulinemia poés-sacrificio (uU/ml) dos animais dos grupos controle
sedentario (CS), controle treinado (CT), diabético sedentario (DS) e diabético treinado
(DT) ao final das 8 semanas de periodo experimental. a.# de CS; b.# de CT; c.# de DS; d. #
de DT. Valores expressos como média + desvio padrao, ANOVA (p<0,05).
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Os valores séricos de triglicerideos e albumina, bem como o hematdcrito, estao
apresentados na tabela 6 e figura 6. Os animais diabéticos sedentarios demonstraram
valores séricos de triglicerideos significativamente maiores que os controle. Os valores de

albuminemia e hematdcrito ndo apresentaram diferengas entre os grupos estudados.

Tabela 6- Valores de trigliceridemia (mg/dL), albuminemia (g/dL) e hematodcrito (%) dos
animais pertencentes aos grupos controle sedentario (CS), controle treinado (CT), diabético
sedentario (DS) e diabético treinado (DT) ao final das 8 semanas de periodo experimental.

Grupos CS CT DS DT
Parametros
Trigliceridemia (mg/dL) 180+59 169459 291450 *° 225+£55
Albuminemia (g/dL) 3,440,3 3,610,4 3,540,3 3,610,4
Hematocrito (%) 49423 5345 5243 5143

Valores expressos como média + desvio padrdo. a.# de CS; b= de CT; c.= de DS.
(ANOVA, p<0,05).
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Figura 6A. Trigliceridemia (mg/dL)) dos animais dos grupos controle sedentario
(CS), controle treinado (CT), diabético sedentario (DS) e diabético treinado (DT) ao final
das 8 semanas de periodo experimental. a.# de CS; b.# de CT; c.# de DS; d. # de DT.
Valores expressos como média + desvio padrdo, ANOVA (p<0,05).
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Figura 6B. Albuminemia (g/dL) dos animais dos grupos controle sedentario (CS),
controle treinado (CT), diabético sedentario (DS) e diabético treinado (DT) ao final das 8
semanas de periodo experimental. a.# de CS; b.# de CT; c.# de DS; d. # de DT. Valores
expressos como média + desvio padrdo, ANOVA (p<0,05).
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Figura 6B. Hematocrito (%) dos animais dos grupos controle sedentario (CS),
controle treinado (CT), diabético sedentario (DS) e diabético treinado (DT) ao final das 8
semanas de periodo experimental. a.# de CS; b.# de CT; c.# de DS; d. # de DT. Valores
expressos como média + desvio padrao, ANOVA (p<0,05).
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A tabela 7 e figura 7 apresentam valores referentes ao glicogénio e triglicerideos
cardiacos. Em ambos, os valores foram significativamente maiores nos animais diabéticos

sedentarios quando comparados aos demais grupos (CS, CT e DT).

Tabela 7- Valores de glicogénio (mg%) e triglicerideos (mUI/ml) cardiacos dos animais
pertencentes aos grupos controle sedentario (CS), controle treinado (CT), diabético
sedentdrio (DS) e diabético treinado (DT) ao final das 8 semanas de periodo experimental.

Grupos CS CT DS DT

Parametros

Glicogénio Cardiaco (mg%) 1,6+0,3 1,440,1  3,140,88*°  2,0+0,8°
Triglicerideos Cardiacos (mUI/ml) 5,1£0,5 5,340,5 7,642 6,3£1,6

Valores expressos como média + desvio padrdo. a.# de CS; b.# de CT. (ANOVA, p<0,05).
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Figura 7A. Glicogénio cardiaco (mg%) dos animais dos grupos controle sedentario
(CS), controle treinado (CT), diabético sedentario (DS) e diabético treinado (DT) ao final
das 8 semanas de periodo experimental. a.# de CS; b.# de CT; c.# de DS; d. # de DT.
Valores expressos como média + desvio padrao, ANOVA (p<0,05).
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Figura 7B. Triglicerideos cardiacos (mUI/ml) dos animais dos grupos controle
sedentario (CS), controle treinado (CT), diabético sedentario (DS) e diabético treinado
(DT) ao final das 8 semanas de periodo experimental. a.# de CS; b.# de CT; c.# de DS; d. #
de DT. Valores expressos como média + desvio padrao, ANOVA (p<0,05).

Pode-se observar na tabela 8 e figura 8 os dados referentes ao glicogénio muscular
do gastrocnémio e soleo. Os animais diabéticos treinados apresentaram valores aumentados
de glicogénio do gastrocnémio comparado aos grupos sedentarios (CS e DS). Para o
glicogénio do musculo séleo ndo foram encontradas diferencas significativas entre estes

grupos no .
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Tabela 8- Valores de glicogénio (mg%) dos musculos gastrocnémio e soleo dos animais
pertencentes aos grupos controle sedentario (CS), controle treinado (CT), diabético
sedentdrio (DS) e diabético treinado (DT) ao final das 8 semanas de periodo experimental.

Grupos CS CT DS DT
Parametros
Gastrocnémio (mg%) 29+4 40+6 2745 43£14°*¢
Soleo (mg%) 2,5+0,3 2,2+0,3 2,1+0,4 2,540,5

Valores expressos como média + desvio padrdo. a.# de CS; b= de CT; c.= de DS.
(ANOVA, p<0,05).

Figura 8A. Glicogénio do musculo gastrocnémio (mg%) dos animais dos grupos
controle sedentario (CS), controle treinado (CT), diabético sedentario (DS) e diabético
treinado (DT) ao final das 8 semanas de periodo experimental. c.# de DS. Valores
expressos como média + desvio padrdo, ANOVA (p<0,05).
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Figura 8B. Glicogénio do musculo séleo (mg%) dos animais dos grupos controle
sedentdrio (CS), controle treinado (CT), diabético sedentario (DS) e diabético treinado
(DT) ao final das 8 semanas de periodo experimental. a.# de CS; b.# de CT; c.# de DS; d. #
de DT. Valores expressos como média + desvio padrao, ANOVA (p<0,05).

Os dados do glicogénio e triglicerideos hepaticos estdo representados na tabela 9 e
figura 9. Pode-se observar diminui¢do significativa apenas nos valores de glicogénio
hepatico referentes ao grupo diabético sedentdrio quando comparados apenas ao grupo
controle treinado. Nos valores de triglicerideos hepaticos ndo foram encontradas diferencas

significativas entre os grupos.
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Tabela 9- Valores de glicogénio (mg%) e triglicerideos (mUI/ml) hepaticos dos animais
pertencentes aos grupos controle sedentario (CS), controle treinado (CT), diabético
sedentdrio (DS) e diabético treinado (DT) ao final das 8 semanas de periodo experimental.

Grupos CS CT DS DT
Parametros
Glicogénio Hepatico (mg%) 40,1+423,8  60,849,8 24,349.8° 32428, 1
Triglicerideos hepaticos (mUI/ml)  6,9+0,7 5,94+0,7 7+0,6 6,8+0,5

Valores expressos como média + desvio padrdo. a.# de CS. (ANOVA, p<0,05).
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Figura 9A. Glicogénio hepatico (mg%) dos animais dos grupos controle sedentario
(CS), controle treinado (CT), diabético sedentario (DS) e diabético treinado (DT) ao final
das 8 semanas de periodo experimental. a.# de CS; b.# de CT; c.# de DS; d. # de DT.
Valores expressos como média + desvio padrao, ANOVA (p<0,05).
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Figura 9B. Triglicerideos hepaticos (mUI/ml) dos animais dos grupos controle
sedentario (CS), controle treinado (CT), diabético sedentario (DS) e diabético treinado
(DT) ao final das 8 semanas de periodo experimental. a.# de CS; b.# de CT; c.# de DS; d. #
de DT. Valores expressos como média + desvio padrao, ANOVA (p<0,05).

Na tabela 10 e figura 10 encontra-se os valores de proteina, DNA e razdo
proteina/DNA hepaticos. Nao foram encontradas diferengas significativas nos valores de
proteina hepatica dos grupos estudados. O grupo diabético sedentario apresentou aumento
nos valores de DNA hepatico quando comparados aos animais do grupo controle sedentario
e menores valores na razdo proteina/DNA quando comparados aos grupos controle
sedentario e controle treinado.

Tabela 10- Valores de proteinas (mg%), DNA e razdo proteina/DNA do figado dos

animais pertencentes aos grupos controle sedentario (CS), controle treinado (CT), diabético
sedentario (DS) e diabético treinado (DT) ao final das 8 semanas de periodo experimental.

Grupos CS CT DS DT
Parametros
Proteinas hepaticas (mg%) 2,5+0,3 2,840,7 2,440,5 2,610,5
DNA hepatico (mg%) 0,15+0,03 0,17+0,06 0,22+0,03* 0,18+0,03
Razio Proteina/DNA Hepético 1644 1742,6 1140,4 14,1+1,7

Valores expressos como média + desvio padrao.
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Figura 10A. Proteina hepatica (mg%) dos animais dos grupos controle sedentario
(CS), controle treinado (CT), diabético sedentario (DS) e diabético treinado (DT) ao final
das 8 semanas de periodo experimental. a.# de CS; b.# de CT; c.# de DS; d. # de DT.
Valores expressos como média + desvio padrao, ANOVA (p<0,05).

0,30 ~

0,25 A

0,20 A I

0,15 ~

—t—
'—

(mg%)

0,10 ~

DNA HEPATICO

0,05 +

0,00

CS CT DS DT

Figura 10B. DNA hepatico (mg%) dos animais dos grupos controle sedentario
(CS), controle treinado (CT), diabético sedentario (DS) e diabético treinado (DT) ao final
das 8 semanas de periodo experimental. a.# de CS; b.# de CT; c.# de DS; d. # de DT.
Valores expressos como média + desvio padrdo, ANOVA (p<0,05).
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Figura 10C. Razdo proteina/DNA hepatica dos animais dos grupos controle
sedentdrio (CS), controle treinado (CT), diabético sedentario (DS) e diabético treinado
(DT) ao final das 8 semanas de periodo experimental. a.# de CS; b.# de CT; c.# de DS; d. #
de DT. Valores expressos como média + desvio padrao, ANOVA (p<0,05).

Os valores do IGF-I sérico e hepatico estdo apresentados na tabela 11 e figura 11.
Pode-se observar que os animais diabéticos apresentaram diminui¢@o nos valores de IGF-I
sérico quando comparados aos animais controles (CS e CT) e os animais diabéticos
treinados apresentaram menores valores apenas que os animais do grupos controle treinado.
Quanto aos valores de IGF-I hepatico os animais dos grupos diabético apresentaram valores
menores que os animais do grupo controle sedentario.

Tabela 11- Valores de IGF-I sérico (ng/mL) e hepatico (ng/g) dos animais pertencentes aos

grupos controle sedentario (CS), controle treinado (CT), diabético sedentario (DS) e
diabético treinado (DT) ao final das 8 semanas de periodo experimental. n=5

Grupos CS CT DS DT
Parametros
IGF-I Sérico (ng/ml) 7842 84+4 71440 7542°
IGF-I Hepatico (ng/g) 38+12 3616 2627 3345

Valores expressos como média = desvio padrao. a.# de CS; b.# de CT; c.# de DS.
(ANOVA, p<0,05).
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Figura 11A. IGF-I sérico (ng/mL) dos animais dos grupos controle sedentario (CS),
controle treinado (CT), diabético sedentario (DS) e diabético treinado (DT) ao final das 8
semanas de periodo experimental. a.# de CS; b.# de CT; c.# de DS; d. # de DT. Valores
expressos como média + desvio padrao, ANOVA (p<0,05).
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Figura 11B. IGF-I sérico (ng/g) dos animais dos grupos controle sedentario (CS),
controle treinado (CT), diabético sedentario (DS) e diabético treinado (DT) ao final das 8
semanas de periodo experimental. a.# de CS; b.# de CT; c.# de DS; d. # de DT. Valores
expressos como média + desvio padrao, ANOVA (p<0,05).
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A Tabela 12 mostra que houve correlagdo positiva entre o IGF-1 hepatico e IGF-1
sérico nao havendo, por outro lado, correlagdo entre IGF-1 hepatico mas ndo houve razao

proteina/DNA hepatico.

Tabela 12- Correlagdo entre IGF-1 hepatico (ng/g) e sérico (ng/ml) e IGF-I hepatico ¢
Razao proteina/DNA.

Correlagao IGF-I hepatico versus: r p

IGF-I Sérico (ng/ml) 0,77 0,004
Razao proteina/DNA 0,24 0,37
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6 DISCUSSAO

Os efeitos do treinamento fisico em individuos diabéticos t€ém sido foco de grande
interesse da comunidade cientifica. O Diabetes Mellitus é um grupo de desordens
metabolicas e hormonais que interferem no eixo GH-IGF causando prejuizo no crescimento
somatico entre outras moléstias. O exercicio fisico contribui para o crescimento,
amenizando alguns efeitos deletérios do diabetes. Neste estudo, foram investigados os
efeitos do treinamento fisico moderado sobre as concentragdes séricas e hepaticas de IGF-I
em ratos diabéticos.

No presente estudo, os animais diabéticos apresentaram menor ganho de peso,
menor taxa didria de crescimento, polifagia e polidipsia, caracteristicas clinicas de
portadores de Diabetes Mellitus, particularmente diabetes tipo 1. Neste estudo, o diabetes
causou alteragdes no desenvolvimento, esperado para portadores desta patologia, apesar da
ingestdo alimentar normal aumentado. O emagrecimento ¢ creditado primariamente a
deplecao das reservas de agua, triglicerideos e glicogénio e, de forma crdnica, a reducdo da
massa muscular causada pela excessiva protedlise (GUYTON, 1998; ADA, 2005; ADA,
2006). Em relag@o ao peso corporal no presente estudo, os animais diabéticos submetidos

ao protocolo de treinamento ndo apresentaram diferenga quando comparados aos animais
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dos grupos controles demonstrando a eficacia do treinamento fisico na recuperagao
deste aspecto.

Os animais diabéticos (DS e DT) apresentaram aumento na ingestdo alimentar,
sintoma classico no quadro diabético vinculado a polifagia. A polifagia em diabéticos esta
relacionada a baixa produg¢do de leptina, hormonio secretado pelo tecido adiposo
(SINDELAR, 1999), e elevadas taxas de grelina que atua na sinalizacdo dos centros
hipotalamicos que regulam a ingestdo alimentar e o balanco energético (DONG et al.,
2006). A elevacdo na grelina plasmatica ¢ associada a hipoleptinemia diabética (TSUBONE
et al., 2005), mas nao as concentragdes de insulina cerebrais que, apesar de estarem
relacionadas ao controle de apetite, permanecem inalteradas no estado de hipoinsulinemia
diabética (LEME et al., 20006).

O aumento na ingestdo hidrica observado entre os animais no presente estudo ¢
explicado pela politiria que resulta em perda ndo apenas de glicose caracterizado por
aumento da glicosuria, mas também de agua livre e eletrélitos (ALBERTINI, 1998). Em
nosso estudo, os valores de ingestdo hidrica dos animais diabéticos treinados (DT) se
apresentaram menores que os diabéticos sedentarios. Este restabelecimento nos valores
provavelmente esté ligado a diminuigdo da hiperglicemia causada pelo treinamento fisico.

Neste estudo foram realizadas avaliagdes de glicemia e insulinemia com e sem
jejum prévio. Foram constatadas hiperglicemia e hipoinsulinemia nos animais diabéticos
com e sem jejum. A aloxana injetada na veia peniana dos animais forma, como produto de
sua redugdo, o acido dialurico, iniciando o ciclo redox e culminando com a formagdo de
radicais superéxido que, por sua vez, sofrem dismutagdo em peréxido de hidrogénio. Em

seguida, através da reacdo de fenton, ocorre geracdo de radicais hidroxil a partir da
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decomposic¢ao catalitica de perdxido de hidrogénio por ions ferro. Estas espécies reativas de
oxigénio somadas a um simultdneo aumento massivo no calcio citosolico causam rapida
destruicdo das células Beta das ilhotas de Langerhans localizadas no pancreas
(SZKUDELSKI et al., 2001). As células beta sao produtoras de insulina e a sua destruigao
causa o quadro de hipoinsulinemia encontrado nos animais diabéticos.

A auséncia de insulina gera uma série de distirbios metabolicos. A hiperglicemia
encontrada nos animais diabéticos do presente estudo ¢ causado pela severa redugdo deste
hormonio. A insulina favorece a manutencdo da homeostase glicémica de varias formas,
principalmente pela redugao da saida de glicose hepatica (via diminui¢ao de glicogenoélise e
gliconeogénese) e aumento do padrdo de entrada de glicose em determinados tecidos. Em
estado de repouso, as células musculares e adiposas dependem da translocagao, estimulada
pela insulina, dos transportadores de glicose-4 (GLUT-4) para a superficie celular para
captacao da glicose sérica (PESSIN & SALTIEL, 2000).

O exercicio fisico ¢ reportado como tendo efeito sinérgico a acdo da insulina no
controle da homeostase glicémica (ZINMAN et al., 2004). Em nosso estudo, o treinamento
fisico diminuiu a glicemia dos animais diabéticos. Sabe-se que o exercicio agudo aumenta a
captacdo de glicose pelo aumento da translocagao dos GLUT-4 a membrana das células
musculares. A contracdo muscular gera aumento da atividade da enzima MAP quinase
(MAPK), aumento das concentragdes de célcio e oxido nitrico miocelulares que promovem
a translocagao das vesiculas contendo GLUT-4, sendo mediadores-chave para o transporte
de glicose para o interior da célula (JESSEN & GOODYEAR, 2005). O exercicio cronico,
aumenta a sensibilidade celular a insulina, potencializando seu efeito junto a fosforilagao

do substrato do receptor de insulina-2 (IRS-2) aumentando, por conseqiiéncia, a atividade
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da fosfatidilinositol3quinase (PI3K) (HOWLETT et al, 2002). O treinamento ainda melhora
a responsividade a insulina através do aumento da fosforilagdo do IRS-1 e aumento da
atividade da PI3-kinase (LUCIANO,2002). Nossos dados corroboram com outros estudos
que apontam diminui¢do dos valores glicémicos em animais diabéticos treinados (GOMES
et al., 2005; LEME et al., 2006b).

No presente trabalho foi realizado o indice HOMA (Homeostase Model
Assesment) para estimativa da resisténcia a insulina. Neste parametro ndo foram
encontradas diferencas significativas entre os grupos. Contudo, os valores dos animais
submetidos ao treinamento fisico em ambos os grupos apontaram tendéncia a diminuigao.
O indice HOMA avalia a sensibilidade a insulina com fidedignidade, porém poucos estudos
tém sido realizados sobre sua aplicacdo no modelo experimental de diabetes aloxanico (JIA
et al., 2001). Sabe-se que em termos populacionais a incidéncia de resisténcia a insulina em
portadores de Diabetes Mellitus tipo 1 tém aumentado proporcionalmente ao aumento da
obesidade e sedentarismo, sendo apontado como uma fase que predispde o individuo a
diabetes.

Este trabalho avaliou também as concentragdes sé€ricas de triglicerideos, sendo
observado aumento deste parametro nos animais diabéticos sedentarios (DS) e recuperagao
nos animais diabéticos submetidos ao exercicio (DT). O quadro de diabetes insulino-
dependente em humanos e animais, comumente apresenta hipertrigliceridemia junto a
hiperglicemia, ambos causados pela auséncia de insulina (SIRAJ, 2006; O’BRIEN et al,
1998), ocorrendo progressiva elevacao nos triglicerideos séricos com o avango da doenga
(ALTURA et al, 1981). A auséncia de insulina ou resisténcia periférica a insulina

diminuem a atividade catalitica da enzima lipase lipoprotéica (LPL) no tecido adiposo.
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Subseqiiente tratamento em portadores de diabetes apresenta aumento na presenga desta
enzima, diminuindo os valores de triglicerideos plasmaticos (SIMSOLO et al., 1992). A
presenca de insulina em adipdcitos de ratos isolados in vitro aumentou a atividade da LPL e
do de RNAm de LPL (ONG et al., 1988). O treinamento fisico, por outro lado, tem sido
apontado como fator importante no controle da hipertrigliceridemia. Estudos realizados em
sujeitos com normotrigliceridemia, o treinamento fisico ndo altera o conteudo sérico de
triglicérides (BANZ et al. 2003; BOREHAM, 2005). Porém, quando se trata de sujeitos que
apresentam hipertrigliceridemia o treinamento fisico aproxima estes valores aos de
individuos normais (TANIGUSHI et al., 2000; KRAUS, 2002). A atividade fisica também
aumenta a atividade da lipase lipoproteica nos musculos esqueléticos, sendo apontada como
fator importante no controle da hipertrigliceridemia (HAMILTON et al., 2001). Nossos
dados corroboram com estes autores, apresentando diminui¢cdo da hipertrigliceridemia em
diabéticos causada pelo treinamento fisico, apesar da nao alteragdo dos valores séricos de
triglicerideos nos animais controles submetidos ao treinamento fisico.

Os aumentos na albuminemia sdo observados em estado de desidratacao, causado por
perda excessiva de agua ou privagdo de ingestdo hidrica gerando hemoconcentracao
(PETERS et al., 1982). Em nosso estudo ndo foram encontradas alteragdes nos valores de
albuminemia em nenhum dos grupos estudados. Da mesma forma, estados de desidratagao,
desnutricdo ou ambos, podem alterar os valores do hematocrito (MORNAGUI et al., 2006).
Os valores do hematdcrito encontrados no presente estudo também ndo apresentaram
diferencgas significativas entre os grupos, sugerindo ndo haver estado de desidratacdo ou

desnutricao nos animais estudados o que poderia interferir nos demais resultados.
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As maiores fontes de substrato para ressintese de ATP durante o exercicio sao
carboidratos e gorduras, armazenados no musculo respectivamente nas formas de
glicogénio e triglicerideos. No que se refere ao glicogénio muscular nosso experimento
apresentou aumento significativo nos valores de glicogénio do musculo gastrocnémio dos
animais diabéticos submetidos ao treinamento, quando comparados aos sedentarios (CS e
DS). Os animais do grupo controle submetidos ao treinamento fisico apresentaram
tendéncia a aumento quando comparado aos grupos sedentarios (CS e DS). Considerando-
se que os estoques de glicogénio sdo localizados proximos ao local de contragdo, estas
reservas sao vistas como a primeira fonte para manuten¢ao de exercicios prolongados
(JOHNSON, 2004) Estudos mostraram que o treinamento fisico aerébio aumenta a sintese
e os teores de glicogénio muscular (GOBATTO et al, 1997 ¢ LUCIANO & MELLO,
1999). Apo6s um periodo de treinamento de endurance, estoques de glicogénio muscular sao
mais preservados ao final de uma se¢do de exercicio agudo em sujeitos treinados
comparados aos sedentarios (BUCKENMEYER et al., 1990). Sabe-se que o treinamento
aumenta a atividade da enzima glicogénio sintase no musculo (JEFRES et al., 1968), o
conteudo muscular de GLUT-4 e a expressao génica da hexoquinase II (MURIFUIJI et al.,
2005). Em seus estudos, MURIFUGI e colaboradores (2005) tem mostrado que a elevagao
da concentracdo de glicogénio muscular esta relacionada a estes fatores pelo aumento da
atividade de sintese de glicogénio e transporte de glicose. No presente estudo, o aumento
nos estoques de glicogénio muscular do gastrocnémio comprova a eficacia do protocolo de
exercicio aplicado, o que pode explicar a diminuicdo da glicemia nos animais diabéticos
submetidos ao treinamento fisico. Os valores de glicogénio muscular do séleo, contudo,

ndo apresentaram alteracdes entre os grupos estudados. Sabe-se que as propriedades dos
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musculos variam com as caracteristicas das fibras musculares que eles contém. O soleo
tem propor¢des maiores de fibras vermelhas enquanto o gastrocnémio contém maior
concentracdo de fibras brancas, podendo esta diferenca nas tipagem das fibras musculares
ser responsavel pelas diferengas dos efeitos do treinamento e diabetes nas concentracdes de

glicogénio nestes musculos (GANONG, 1983).

Quanto aos valores do glicogénio no miocéardio, nosso estudo mostrou aumento nos
valores induzido pelo diabetes e recuperacdo nos animais diabéticos submetidos ao
exercicio. O diabetes causa aumento do conteudo de glicogénio cardiaco, apesar de haver
declinio na atividade da glicogénio sintase e diminui¢do do conteido de GLUT 4 neste
tecido (LAUGHLIN, 1990, MONTANARI, 2005). Em modelos experimentais de diabetes
foi encontrada reducdo da atividade da proteina kinase B no miocardio (KRUKI et al.,
1997; KROOK, 1998) e mutagao no gene PRKAG2, que ¢ uma subunidade regulatéria na
ativacdo da MAP kinase (ARAD et al, 2001). Este aumento também pode ser explicado
pelo fato do diabetes promover mudancas nas células miocérdicas, induzindo aumento da
quantidade de ntcleos e diminuicdo o seu tamanho (COSTA, 2005) Este aumento da
concentragdo de glicogénio que ¢ localizado principalmente no ventriculo cardiaco de
diabéticos (GONCALVES et al, 2002) e estd ligado a gravidade do diabetes
(RAJAKUMAR et al, 2004), preserva o portador de diabetes de possivel isquemia de curta
duracdo (HIGUCHI, 1995). O treinamento fisico de intensidade moderada reduz a sintese
de glicogénio cardiaco (LAJOIE, 2004). Em nosso estudo, os valores de glicogénio
cardiaco dos animais diabéticos submetidos ao treinamento fisico ndo apresentaram

diferencas quando comparados aos controles (CS e CT), apenas se comparados aos
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diabéticos sedentarios (DS). Estes dados corroboram com LUCIANO & LIMA (1997) que
atribuem o aumento nos valores glicogénio cardiaco nos animais diabéticos sedentarios e
diminui¢do causado pelo exercicio fisico em animais diabéticos a elevacao dos acidos
graxos livres conseqiiente da doenca. Portanto, o glicogénio cardiaco no modelo de
diabetes pode ser explicado pela ocorréncia do ciclo glicose/acidos graxos, também

conhecido como ciclo de Randle.

No caso dos triglicerideos cardiacos em nosso estudo, os animais diabéticos
sedentarios apresentaram aumento quando comparados aos controles (CS e CT). O
treinamento fisico, por outro lado, foi eficaz para recuperar estes valores nos animais
diabéticos. Estudos prévios também verificaram esta elevacdo nos valores de triglicerideos
cardiacos, verificando que o aumento na atividade das enzimas, que catalisam a sintese de
TG facilitam o acumulo dos estoques intracelulares de triglicerideos no miocéardio (LEWIS
et al., 2002; BODEN et al. 2001). Outros pesquisadores demonstraram diminui¢do nestes
valores em animais diabéticos treinados pela normalizacdo da atividade das enzimas
envolvidas neste processo (PAULSON et al. 1992). Assim, o contetido de triglicerideos no
coracdo em nosso estudo, embora ndo tenha sido medida a atividade enzimatica, parece

confirmar a explicacdo do autor.

Em nosso trabalho, foram analisados glicogénio, triglicerideos, proteina e DNA do
figado, visto que este foi o principal 6rgdo estudado. Sabe-se que este 6rgdo apresenta
determinadas alteracdes no estado de diabetes, as quais podem ser moduladas pelo
treinamento fisico (LEME, 2006a; JEFFERSON, 1983; MURAKAMI, 1997). Em nosso

estudo, foi observada reducdo significativa nas concentragdes de glicogénio no figado
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apenas dos animais diabéticos sedentarios comparados aos animais pertencentes ao grupo
controle treinado. Em outro estudo realizado em nosso laboratorio (LEME, no prelo) foi
apresentada diminui¢ao significativa nos valores de glicogénio hepatico em animais
diabéticos que por sua vez foram restabelecidos pelo exercicio. Tal diferenca nos dados
pode ter acontecido em virtude da rigorosidade da doenca, pois o estudo atual apresentou
menores valores glicémicos nos animais diabético. Sabe-se que o diabetes diminui a
atividade da glicogénio sintase no figado além da diminuicao de suas expressdes génicas
(VENKATA et al., 1995) e aumenta a atividade da enzima glicogénio fosforilase
(PETTERSON et al., 1998). Por outro lado, o exercicio causa adaptacdes no figado que
geram aumento da atividade da glicogénio sintase e diminuicao da atividade da glicogénio
fosforilase, culminando com aumento no glicogénio hepatico. Nosso estudo apresentou
tendéncia semelhante a esses resultados, contudo, ndo comprovada pela anélise estatistica.
Quanto ao triglicerideos hepaticos, o presente estudo ndo apresentou diferengas
significativas nem originada pelo quadro diabético, nem pelo protocolo de treinamento
fisico. Alguns estudos apresentam aumento do conteudo lipidico hepatico em diabéticos
(DUERDEN & GIBBSON, 1988; KNAUNER et al., 1982). KNAUNER e colaboradores
(1982) encontraram aumento nos triglicerideos hepaticos e diminuicdo na atividade da
triacilglicerol lipase em animais induzidos ao diabetes através de estreptozotocina num
periodo de trés dias ap6s a injecdo desta droga. Essa diferenga de resultados pode ter como
causa o tempo ou forma de indug¢do do diabetes. No presente estudo, os animais foram
induzidos através de aloxana e permaneceram durante oito semanas com o quadro
diabético. No que se refere ao treinamento fisico, estudos prévios também nao encontraram

diferengas apo6s a pratica de exercicio cronico (GORSKI et al, 1990; JONES, 2004).
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GORSKI e colaboradores (1990) apontam que o treinamento fisico ndo altera a
concentragdo de triglicerideos no figado, mostrando que ainda existem contradi¢cdes a esse
respeito.

Para avaliar a natureza do crescimento tecidual hepatico foram considerados dois
tipos de crescimento a hiperplasia e a hipertrofia. O nimero de células (ou nucleos) pode
ser estimado pela determinacao do conteiddo de DNA tecidual, tornando-se um indicador de
hiperplasia. O tamanho ou area celular pode ser estimado pela razao proteina/DNA como
indicador de hipertrofia tecidual (BARROSO et al., 1998). No presente estudo, os valores
de proteina hepatica ndo apresentaram diferencas significativas entre os grupos estudados.
Todavia, o grupo diabético sedentario apresentou maiores valores de DNA hepatico
comparados aos animais do grupo controle sedentario que, por sua vez, foram
restabelecidos pelo treinamento fisico. Os animais diabéticos sedentarios também
apresentaram menores valores na razao proteina/DNA quando comparados aos animais
controles (CS e CT), que também foram restabelecidos pelo treinamento fisico. Nossos
dados corroboram com outros autores que demonstram haver alteragdes no tamanho e no
tipo de crescimento de animais diabéticos e treinados (KORC et al., 1981; LOMBARDO,
1978; REAVEN et al., 1973; MURAKAMI, 1997; LEME, 2006a). Em seus estudos,
JEFFERSON e colaboradores (1983) também encontraram aumento no contetido de DNA e
diminuicdo na razdo proteina/DNA de animais diabéticos utilizando outra forma de indugao
da patologia (linhagem espontanea BB/W).

O IGF-I ¢ alterado por diferentes fatores como idade, patologias, nutricio e
exercicio. No Diabetes Mellitus tipo 1 os valores de IGF-I séricos encontram-se alterados,

bem como outros membros do eixo GH-IGF, afetando o crescimento e desenvolvimento de
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seus portadores (CHIARELLI et al., 2004). No presente estudo, o diabetes causou reducao
significativa nos valores de IGF-I sérico, pois o conteido de IGF-I no sangue do grupo
diabético sedentario foi menor que os animais pertencentes aos grupos controles (CS e CT).
Em estudos desenvolvidos em nosso laboratorio, GOMES e colaboradores (2006) e LEME
e colaboradores (no prelo) apresentaram diminui¢ao nos valores de IGF-I sérico em animais
diabéticos aloxanicos. Outros autores também encontraram diminui¢ao neste parametro em
diversos modelos experimentais como indu¢do de diabetes em animais por estreptozotocina
(HAN & PARK, 2006) ou pancreatectomia parcial (FARREL et al, 1999). Estudo
realizados com humanos também obtiveram resultados similares, demonstrando diminuigao
do conteudo sérico de IGF-I em humanos portadores de diabetes tipo 1 (BEREKET et al.,
1999; FRYSTYK, 2004). Na busca da explicacdo para a diminuicdo dos valores deste
parametro em estado hipoinsulinémico, alguns resultados apontam para reducao nos valores
do GH circulante (YANG et al., 1990; GOMES et al., 2006) causado por altos niveis de
somatostatina (TANNENBAUM 1981), distarbio nos horménios tireoideanos (ORTIZ-
CARO et al., 1984) ou hiperglicemia (DAVIES et al., 1984). Alguns resultados também
apontam para um estado de resisténcia hepatica ao GH, causado pela hipoinsulinemia
(SHISHKO et al. 1994; SIMPSOM, 2004).

Se os efeitos da hipoinsulinemia diabética sobre o conteudo sérico de IGF-I sao
classicos, a influéncia do exercicio fisico neste parametro permanece incerta. Em nosso
estudo, os animais diabéticos que foram submetidos ao treinamento fisico (DT)
apresentaram recuperagdo aos niveis normais de IGF-I no sangue, exibindo diferenga
apenas quando comparados aos animais controles treinados. Na literatura sdo apresentados

diversos estudos envolvendo o eixo GH-IGF e exercicio, contudo, a relagdo precisa entre
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eles ainda ndo esta totalmente estabelecida. Em revisdo da literatura atual, ORENSTEIN e
FRIENDENREICH (2004) analisaram 115 estudos pertencentes a esta linha de pesquisa e
concluiram que 50% dos trabalhos ndo encontraram diferencas no conteudo total de IGF-I
como resultado de treinamento fisico; 37% dos estudos concluem que houve aumento e
13% diminuicdo. Os autores indicam que muitos fatores podem influenciar estes resultados,
entre os quais estd idade, condicionamento fisico, interferéncia de patologias, estado
nutricional, niimero de sessoes, intensidade e tipo de exercicio. No presente estudo, os
animais foram submetidos ao treinamento fisico aerdbio, ¢ a melhora nos animais
diabéticos treinados confirma o resultado obtidos por outros autores (FARREL et al., 1999;
GOMES et al., 2006). Alguns autores indicam que na relagdo entre treinamento fisico e
conteudo de IGF-I sérico pode existir uma resposta bifasica. Estudos prévios mostram que
o IGF-I circulante diminui em resposta ao treinamento fisico de curto periodo (menos que 5
semanas) enquanto estudos envolvendo periodos maiores de treinamento fisico (acima de 5
semanas) apresentam aumento nas concentragdes de IGF-I sérico (NINDL et al., 2004). Em
um estudo prévio realizado em nosso laboratorio, treinamento fisico com duracao de quatro
semanas causou diminui¢do na concentracdo sérica de animais controles e diabéticos
(LEME, no prelo). GOMES (2006) nao encontrou diferengas significativas em animais
controle treinados apds 6 semanas de treinamento, porém, animais diabéticos treinados
apresentaram diferenca significativa comparado aos animais diabéticos sedentarios. Estas
diferengas podem estar relacionadas a adaptagcdes envolvendo deficiéncia em energia e
proteina que pode acontecer com o treinamento fisico (BERG & BANG, 2004), podendo
ndo estar relacionadas as concentragcdes de GH, que ndo sdo alteradas com o treinamento

fisico (GOMES et al., 2006)
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A origem do aumento do conteudo sérico de IGF-I em diabéticos submetidos ao
treinamento fisico ainda ¢ incerta. GOMES e colaboradores (2006) demonstraram em seus
resultados que existe relagdo entre o aumento do IGF-I sérico e IGF-I muscular, refor¢gando
a hipdtese de produgdo local de IGF-I, particularmente no musculo esquelético onde ¢
reportada a secre¢do de uma isoforma de IGF-I denominada MGF (mechano growth factor)
cuja secrecdo ¢ estimulada pela contracdo muscular (YANG et al., 1996, FARREL et al.,
1999). O Figado ¢ principal responsavel pela producao de IGF-I, contudo, a relagdo entre o
conteudo sérico e as concentragdes hepdticas de IGF-I em individuos submetidos ao
treinamento fisico ou ao diabetes ainda ndo estdo estabelecidas.

Em nosso estudo, foram encontradas diferengas significativas nos valores de IGF-I
hepaticos dos animais diabéticos sedentarios quando comparados aos controles sedentarios,
mostrando que o diabetes diminuiu o conteido deste peptideo no figado. Cerca de 80% da
producao de IGF-I encontrado no sangue ¢ de origem hepatica, sendo esta a principal fonte
do total circulante. A hipoinsulinemia estd associada a diminuicdo nas concentracdes
hepaticas de IGF-I. LEAMAN e colaboradores (1990) encontraram declinio de 50% no
conteudo hepatico de IGF-I, bem como diminui¢dao no conteido muscular deste peptideo
em animais diabéticos induzidos por estreptozotocina. Em estudo semelhante, HAN e
PARK (2006) também encontraram diminui¢do nas concentracdes de IGF-I no figado bem
como no coragdo, apesar de aumento significativo nas concentragdes renais deste peptideo.
Através de analises utilizando a tecnologia de biologia molecular, os autores ainda
encontraram diminuicao da presenca de RNAm de IGF-I no figado de animais diabéticos
mostrando ainda que estes dados apresentam correlagdo com os niveis séricos deste

peptideo. Estudos anteriores realizados em nosso laboratério também apresentaram
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resultados semelhantes utilizando aloxana para inducao de diabetes, causando diminui¢ao
no conteudo hepatico de IGF-I (LEME, no prelo). LI et al., (2004) encontraram resultados
semelhantes, mostrando ainda que a diminui¢do da expressao génica de IGF-I no figado ¢
encontrada nos estagios iniciais do desenvolvimento do diabetes, causando downregulation
da expressao de IGF-I. Este estado progride com a severidade e a duragao da doenga, em
conformidade com as baixas concentragdes séricas de IGF-I, podendo indicar que a
diminui¢do do conteudo tecidual e da expressao génica de IGF-I no figado de diabéticos
contribui para reducao da presenca deste peptideo no sangue. Os dados encontrados em
nosso estudo portanto, estdo de acordo com a literatura atual. A ausé€ncia e/ou resisténcia a
acdo da insulina por si propria ¢ apontada como fator principal da diminui¢ao do IGF-I no
figado de diabéticos (KRAYTOR et al., 2001; GOYA, 1999), estando ainda relacionados a
diminui¢do ou auséncia do padrao pulsatil de GH (GOMES et al., 2006), diminui¢ao dos
receptores de GH nas células alvo (LANDAU et al., 2000) e anormalidade na presenca de
IGFBPs (KOBAYASHI et al., 1999). Estas alteracdes no conteudo hepatico de IGF-I
podem ser reduzidas com a insulinoterapia, demonstrando nao serem resultado da
toxicidade da aloxana ou estreptozotocina no figado (CATANESE et al., 1993).

Os estudos envolvendo treinamento fisico e contetdo de IGF-I hepatico sao
escassos. Nossos resultados indicaram recuperacao do contetido de IGF-I no figado dos
animais diabéticos submetidos ao treinamento fisico. Os animais controles submetidos ao
treinamento fisico, contudo, ndo apresentaram diferenca comparados aos sedentarios.
BRAVENBOER et al. (2001) também ndo encontraram diferencas no contetido hepatico
de IGF-I em animais sedentdrios e animais submetidos a 6 semanas de treinamento de

corrida em esteira, enquanto ZANCONATTO et al (1994) encontraram aumento apds 4
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semanas de treinamento. Estudo anterior realizado em nosso laboratorio apresentou
diminui¢do das concentracdes hepaticas deste peptideo apos 4 semanas de treinamento
fisico em animais controles e diabéticos (LEME, no prelo). No presente trabalho o
exercicio apresentou-se eficaz para restaurar o contetido de IGF-I no figado de diabéticos,
sem alterar os valores dos animais controles treinados. Entre os fatores que podem
influenciar esta recuperagdo encontra-se aumento do namero de receptores de GH (BERG
& BANG, 2004), aumento da proteina transportadora de GH (ROELEN et al.,1997) ,
aumento do numero e translocacdo de GLUTs e os ajustes metabodlicos causado pelo
treinamento em diabéticos (SIGNAL et al., 2004).

Além disso, a correlacdo entre as concentragdes séricas e hepaticas de IGF-I
confirma que o aumento na presen¢a de IGF-I hepatico contribui para o aumento de IGF-I
circulante. Este importante dado reforca a hipdtese que o IGF-I hepéatico, como principal
orgao produtor de IGF-I, assim como o tecido muscular, contribui para o efeito do
treinamento fisico na recuperagao do IGF-I sérico em diabéticos. Interessante observar que,
ainda ndo se sabe o que causa este aumento na concentracdo hepatica de IGF-I em

diabéticos treinados.
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7 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos neste estudo, conclui-se que o Diabetes Mellitus
aloxanico induz hiperglicemia, hipertrigliceridemia e aumento de glicogénio e triglicerideos
cardiacos. No figado, o diabetes aumenta os valores de DNA e reduz a razao
proteina/DNA. A doenca causa ainda diminui¢dao no IGF-I sérico e hepatico.

O treinamento fisico moderado realizado durante 8 semanas em meio liquido e com
sobrecarga de 5% diminui os valores séricos de glicose, recupera a trigliceridemia e os
valores de glicogénio e triglicérides cardiacos em animais diabéticos. O treinamento ainda
recupera os valores de DNA e a razdo proteina/DNA no figado dos ratos diabéticos. Além
disso, o protocolo de treinamento fisico aplicado neste estudo recuperou os valores de IGF-
I sérico e hepatico nos animais diabéticos.

O treinamento fisico aerdbio, portanto, promove determinadas adaptagdes
metabolicas e endocrinas que recuperam a homeostase glicémica e substratos cardiacos e
hepaticos alterando ainda o eixo GH-IGF, de forma que o aumento no IGF-I hepatico

contribui para a recuperacao do IGF-I sérico em animais diabéticos.
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ABSTRACT

To investigate the influence of aerobic physical training on IGF-I concentrations in
diabetic rats, male wistar rats were allocated into four groups: sedentary control, trained
control, sedentary diabetic and trained diabetic. Diabetes was induced by Alloxan (32
mg/kg b.w.) and training protocol consisted of swimming 1hour/day, 5 days/week, during 8
weeks, supporting 5% b.w. During the experimental period, rats weight, water and food
ingestion were weekly colected. In the 7th week, blood was collected for glicose and
insulin in fasting to Homa index determination. At the end of this period, rats were
sacrificed and blood was collected for determinations of serum glucose, insulin, albumin,
triglycerides, IGF-I and hematocrit. Gastrocnemius and soleus muscle samples were
collected for glycogen determination. Samples of myocardium were used to determine
glycogen and triglyceride contents and of liver to determine glycogen, triglyceride, protein,
DNA and IGF-I concentrations. Diabetes increased fasting and fed state glycemia,
triglyceridemia, cardiac glycogen and triglyceride younder hepatic DNA. The disease still
reduced fasting and fed state insulinemia, hepatic ratio protein/DNA and IGF-I
concentrations in blood and liver. Physical training protocol was able to reduce fasting and

fed state serum glucose, triglyceridemia, cardiac glycogen and trygliceride and hepatic
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DNA, to increase gastrocnemius muscle glycogen and to recover hepatic ratio
protein/DNA and blood and hepatic IGF-I concentrations in diabetic animals. In
conclusion, moderate physical training improved the metabolic and endocrine conditions,

particulary in GH-IGF axis, in diabetic rats.

Keywords: Diabetes; IGF; Liver; Physical Training.
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ANEXOS

Em seguida estdo artigos cientificos gerados a partir desta disserta¢do, na seguinte ordem:

1.

EFFECTS OF SHORT-TERM PHYSICAL TRAINING ON THE LIVER IGF-I IN
DIABETIC RATS
José Alexandre Curiacos de Almeida Leme, Ricardo José Gomes, Maria Alice

Rostom de Mello e Eliete Luciano
(Aceito pela revista GROWTH FACTORS)

MODERATE PHYSICAL TRAINING INCREASES BRAIN INSULIN
CONCENTRATIONS IN EXPERIMENTAL DIABETIC RATS
José Alexandre Curiacos de Almeida Leme, Ricardo José Gomes, Maria Alice

Rostom de Mello e Eliete Luciano.
(Submetido)

EFFECTS OF PHYSICAL TRAINING ON HEART METABOLISM IN
DIABETIC RATS
José Alexandre Curiacos de Almeida Leme, Rafael Fernando Silveira, Ricardo José

Gomes, Maria Alice Rostom de Mello e Eliete Luciano
(Submetido)

EFFECTS OF PHYSICAL TRAINING ON LIVER IGF-I IN DIABETIC RATS
José Alexandre Curiacos de Almeida Leme, Rafael Fernando Silveira, Ricardo José
Gomes, Maria Alice Rostom de Mello, Eliete Luciano

(Submetido)
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ABSTRACT

To investigate the influence of short-term physical training on IGF-I concentrations
in diabetic rats, male wistar rats were distributed into four groups: sedentary
control, trained control, sedentary diabetic and trained diabetic. Diabetes was
induced by Alloxan (32 mg/kg b.w.) and training protocol consisted of swimming
lhour/day, 5 days/week, during 4 weeks, supporting 5% b.w. At the end of this
period, rats were sacrificed and blood was collected for determinations of serum
glucose, insulin, albumin, IGF-I and hematocrit. Liver samples were used to
determine glycogen, protein, DNA and IGF-I concentrations. Diabetes reduced
insulin and IGF-I concentrations in blood and liver protein, ratio protein/DNA and
IGF-I concentrations in liver and increased glycemia. Physical training reduced
serum glucose and recovered hepatic glycogen stores in diabetic rats and reduced
serum and liver IGF-1 concentrations. In conclusion, short-term physical training
improved the metabolic conditions of diabetic rats, despite of impairing liver and

blood IGF-I concentrations.
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INTRODUCTION

The Insulin-like growth factor | (IGF-1) is a ubiquitous endocrine, paracrine
and autocrine polypeptide, which influences cells proliferation and differentiation in
many tissue playing essential roles on growth and development in humans and
animals. IGF-I is a component of the growth hormone (GH)-IGF-I axis, a system of
growth mediators, receptors, proteases and binding proteins. The IGF-I family
consists of a group of peptides, including three ligands, six IGF-binding proteins
(IGFBP), the acid labile subunit (ALS) and IGF receptors (Fedele et al., 2001;
Frystyk, 2004). IGF-1 has 48% amino acid sequence identity with proinsulin and
induces changes in protein and carbohydrate metabolism (Le Roith,1991).

Liver is the main source of circulating IGF-I, IGFBP-3 and ALS, which are
synthesized by hepatocites in a GH dependent manner (Yakar et al., 2002). More
than 80% of circulating IGF-I is carried by a trimeric complex composed of IGFBP-
3 and ALS. Several clinical studies have demonstrated that poorly controlled
diabetes is associated with growth retardation and with reduced serum IGF-I
(Fedele et al., 2001; Yang et al., 1990)

Diabetes mellitus is a metabolic disease characterized by hyperglycemia
resulting from defects in insulin secretion, insulin action or both. The hyperglycemia
of diabetes is associated with damage, dysfunction and failure in various organs
(ADA, 2006). These metabolic alterations may modify GH and IGF-I synthesis and

release (Tannebaum, 1981). The highest IGF-I expression is found in the liver, but
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the physiological role of liver-derived IGF-1 is unknown (Sjogren et al., 2003). GH
regulates the expression of its physiological mediator by altering the IGF-I
synthesis, stability, or both in liver (Roberts et al., 1986). In diabetes, GH secretion
is abnormally increased as a result of reduced portal insulin resulting in impaired
hepatic IGF-I (Holt et al., 2003). The total IGF-I status varies over time and an
acute bout of exercise or training are likely to contribute to this variation (Berg &
Bang, 2004). The effect of exercise on growth factors may be different in local
tissues than in the circulation. IGF-I also plays a central role in exercise-associated
muscle hypertrophy (Singleton & Feldman, 2001). Interestingly, prospective studies
have reported decreased circulating IGF-I levels after a short duration physical
training while prolonged training does result in an increased activity of the IGF
system and increased circulating IGF-I levels (Rosendal et al., 2002; Berg & Bang,
2004).

Regular exercise improves metabolic control in diabetic individuals and has
an important role in diabetes treatment (Lim et al., 2004). However less is known
about the role of moderate exercise on GH-IGF-I axis in diabetic organisms.
Therefore, in this study we investigate the effects of short time moderate physical

training on serum and hepatic IGF-I concentrations in diabetic rats.

METHODS
Study design
Male Wistar rats from the University of Botucatu Central Animal Breeding

Center were used in the experiments (175-200g; 38-day-old) and maintened in
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Biodynamic Laboratory in Departament of Physical Education, in UNESP-Rio
Claro. They were acclimated for 3 days at 25° with a light/dark cycle of 12h/12h,
and maintained on Purina rat food and water ad libitum. All experiments with the
animals were performed in accordance with the European Convention for the
Protection of Vertebrate Animals used for Experimental and other Scientific
Purposes (Council of Europe no123, Strasbourg, 1985).
Diabetes induction

Diabetes was induced by an intravenous injection (32 mg/kg b.w.) of Alloxan
(Sigma). After 5 days, blood samples were obtained with animals in the fed state to
determine the plasma glucose concentration. Rats that were not diabetic (<14,7
mmol/L) or too severely diabetic (>35,5 mmol/L) were eliminated from the study.
Experimental design

For the study, the rats were randomly distributed into four groups (n=8 per
group), Sedentary Control (SC), Trained Control (TC), Sedentary Diabetic (SD)
and Trained Diabetic (DT). Training included daily swimming with load of 5% of the
body weight,1 h/day, 5 day/wk, for 4 weeks. Along this period the rats were
weighed and had food and water registered once a week. A growth rate was
estimated by subtracting the body weight at the first day of experiment from the
body weight at the last day of experimental and dividing by the experimental period
in days.
Serum and tissue analyses

At the end of the training period, hematocrit was determined at rest, to

ensure that measurements of metabolite and hormone concentrations were not
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influenced by changes in plasma volume. A capillary tube blood sample was spun
at 3,000 rev/min for 3 min., for this determination. Then, the rats were sacrificed 48
h after their last exercise bout and the samples blood collected for glucose, insulin,
albumin and IGF-1 mensuraments. Samples of liver were collected for glycogen,

protein, DNA and IGF-I content evaluations.

Analytical Methods

Serum glucose concentration was measured by a colorimetric method
(Henry et al., 1974). Serum insulin concentration was determined by
radioimmunoassay (RIA, Kit Coat-A-Count, USA). Serum albumin was mensured
using bromocresol green (Henry et al., 1974). Serum IGF-1 concentration was
measured by Immunoradiometric assay (IRMA) using a commercially available kit
(DSL-5600, Diagnostic System Laboratories Inc. Kits, Webster, TX). Colorimetric
methods were employed for the mensuraments of liver glycogen (Dubois et al.,
1956), protein (Lowry et al, 1951) and DNA (Giles & Mayers, 1965)
concentrations. IGF-1 was extracted from liver as described by D’Ercole &
Underwood (1986).
Statistical Analyses

All dependent variables were analyzed by one-way analysis of variance
(ANOVA) and a significance level of p<0.05 was used for all comparisons. The
Bonferoni test was used for post-hoc comparisons. All results are expressed as

meanxSD.
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RESULTS

No differences were observed among the groups in body weight at the end
of the experiment and body weight gain during the experiment. Diabetes resulted in
an increase in ingest food in the SD and TD groups and ingest water in SD (table
1).

Table Il shows that both diabetic groups showed decrease in serum insulin
concentrations and increase blood glicose concentrations. However, training
reduced blood glucose in TD group. Blood IGF-I decreased in SD when compared
to SC and TD when compared to TC. Physical training also decrease serum
concentrations of this peptide in diabetic (TD) and control (TC) rats when
compared to the sedentary counterparts (SD and SC) and . Hematocrit and serum
albumin were similar among all groups.

Diabetic animals demonstrated lowered hepatic glycogen stores, but
physical training was able to recover this substrate in TD group. Liver protein
concentration were decreased in diabetic rats when compared to the TC group and
liver protein/DNA ratio decreased in both diabetic groups when compared to
controls groups (SC and TC), whereas liver DNA did not change (Table 1lI).

Figure 1 shows that physical training and diabetes decreased liver IGF-I

concentrations.

DISCUSSION
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Regular exercise improves metabolic control in diabetic organisms and is an
important component of diabetic treatment (Luciano et al. 2002). Many of the
health-promoting effects of exercise result from the interaction of specific
hormones and growth factors as IGF-I (Eliakim et al., 1997).

In the present study, alloxan induced-diabetes resulted in decreased blood
insulin in both sedentary and trained rats. In addition, diabetic animals showed
hyperglycemia and the training reduced blood glucose in TD group. Exercise and
insulin stimulate glucose utilization synergistically and in diabetic animals, chronic
exercise induces a decrease in blood glucose (Zinman et al., 2004; Eriksson et al.,
1997; Leme et al.,, 2006a ). Several mechanisms may act locally to improve
glucose uptake and disposal after exercise. These include increased muscle blood
flow, increased insulin binding to its receptor (the insulin receptor, IR), increased
IR turnover and increases glucose transport by stimulating GLUT4 translocation to
the muscle cell surface (Zinman et al., 2004; Manetta et al., 2002). Luciano et al.
(2002) showed that the increased responsiveness to insulin induced by chronic
exercise in rat skeletal muscle may result, at least in part, from the modulation of
the insulin signaling pathway at different molecular levels.

Many studies have demonstrated that glycogen in liver is important to
maintain physical performance during prolonged exercise (Murakami et al., 1997;
Leme et al., 2006b). The present study demonstrated that diabetes decreased
glycogen contents in liver and the physical training increased this substrate. These
results are in agreement with other studies, showing that endurance exercise

induces chronic adaptations in liver, enabling diabetic rats to restore their hepatic
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glicogen stores glycogen (Gomes et al., 2005; Leme et al., 2006b). The effects of
insulin lead to a decrease in phosphorylase activity and to an increase in glycogen
synthase activity over that caused by glucose (Witers & Avruch, 1978). Pettersen
(1998) showed that relatively high rates of net hepatic glycogen synthesis were
observed in hyperglycemia and hyperinsulinemia due to combined stimulation of
glycogen synthase flux and inhibition of glycogen phosphorylase flux. The exercise-
induced adaptations are in agreement with other studies which showed that trained
rats had a higher total hepatic glycogen synthetase activity a lower phosphorylase
activity and increased glycogen contents in liver (Galbo et al.,1979).

In analyzing tissue growth, it is necessary to consider the hyperplasic and
hypertrophic process. The number of cells or nuclei (indicator of hyperplasia) can
be estimated by determining the total DNA content, whereas the cell size or cell
area controlled by a single nucleus (indicator of hypertrophy) can be estimated by
the protein/DNA ratio (Barroso et al., 1998). The protein and protein/DNA ratio of
liver from diabetic rats were significantly lower than control groups. This could be
explained, at last in part, by the insulinopenic conditions of the diabetic rats. Insulin
increases protein synthesis in rat liver (Reaven et al., 1973; Leme, 2006a) and
decreases protein degradation (Mortimore & Mondon, 1970). Lombardo et al.
(1978) showed that insulin has an immediate anti-catabolic effect in the perfused
diabetic liver.

The IGF-I activity is disturbed in Type 1 Diabetes Mellitus (T1DM). Patients
with T1DM have reduced IGF-I concentrations and other abnormalities in the GH-

IGF axis, which contributes not only to exacerbate hyperglycemia, but may
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contribute to the pathogenesis of diabetes-specific complications, including diabetic
neuropathy, nephropathy, and retinopathy (Thrailkill, 2000). In this study, diabetes
decreased serum IGF-I concentrations. These results are in agreement with other
studies that showed that diabetics had lower IGF-I blood concentrations. Gomes et
al. (2005) also showed that circulating IGF-I was decreased in diabetic rats.
Mennon (1992), showed that T1DM increased serum GH and decreased serum
GHBPs, that leads to a state of GH resistance and to a decrease in the levels of
IGF-I. In addiction, insulinopenia decreased serum IGFBP-I levels leading to a
decrease in IGF-I bio-availability.

It is well established that IGF-I status varies over time and acute exercise or
training are likely to contribute to this variation, but exactly how this interference
occurs remains unclear. Previous studies showed that circulating IGF-I is actually
decreased in response to short-term physical training (<5 weeks) (Nindl et al.,
2004). Studies involving longer periods of training result in increased physical
training levels and show increased concentrations of IGF-I. Such findings have led
to the hypotheses that the IGF-1 system may exhibit a two-phased response (an
initial decrease, followed by an increased after 5 weeks). The physical training
protocol applied in our study lasting 4 weeks resulted in decrease in serum IGF-I in
both control and diabetic groups. Our findings are consistent with data of Rosendal
et al. (2002) and Eliakim et al. (1998), that demonstrated that 4 and 5 weeks of
physical training decreased IGF-I. On the other hand, Gomes et al.(2005) showed

that 6 weeks of training improved serum IGF-I levels in diabetic rats and Koziris et
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al. (1999) showed that serum levels of total and free IGF-I increased and were kept
at high levels in long-term training.

Almost all circulating IGF-1 is produced and secreted by the liver. The liver-
IGF-I deficient mouse has dramatically reduced (80%) serum IGF-I levels (Sjrogren
et al.,, 2002). Catanese and collaborators (1993) showed that untreated diabetics
had 10- to 100-fold reduction in hepatic IGF-I mMRNA and the magnitude of these
changes varied directly with the severity of diabetes. Basal insulin levels are
elevated in mice with a liver-specific deletion of IGF-I (Haluzik et al., 2003). On the
other hand, insulin may directly regulate liver IGF-1 expression or indirectly, by
increasing the number of GH receptors in hepatic cells (Haluzik,2003). In our
study, diabetes reduced liver IGF-1 peptide concentrations. These results are in
agreement with other studies which showed that hypoinsulinemia or insulin
resistance decrease IGF-I gene expression and hepatic IGF-1 peptide
concentrations (Han & Park, 2006; Li et al., 2004). Li et al. (2004) showed an early
reduction in IGF-I mRNA contents in liver tissue of alloxan-induced diabetic rats.
Hepatic IGF-I peptide changed in similar extent as that of mRNA content, indicating
the same effect of diabetic status on different translational levels and the severity
of which depended on glucose level and duration of diabetes. In accordance with Li
et al. (2004), our study showed that circulating IGF-I was decreased and there was
a similar change in hepatic IGF-l1 peptide. Our data are consistent with the
hypothesis that changes in the IGF system in the insulinopenic state are similar to
those occuring during nutritional deprivation and may serve to minimize IGF's

anabolic actions .
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The effects of training on liver-IGF-1 concentrations are apparently less
consistent. Liver IGF-I expression is largely dependent of nutritional factors and
GH status, which is influenced by age, body composition, body stature, concurrent
disease and others (Berg & Bang 2004). In this study, exercise decreased IGF-I
peptide concentrations in liver. Although, training caused no change among
diabetics rats. Bravenboer et al. (2001) showed that 6 weeks of run caused no
changes in serum and hepatic IGF-1 levels on females rats. Zanconato et al.
(1994) found an anabolic response to training that increased hepatic IGF-I mMRNA
in young female rats. These results indicate that marked differences of age and
sex could explain the differences in the liver IGF-1 observed among the studies.
Type, duration and intensity of exercise also can modulate these alterations.

In conclusion, our study showed that diabetes induced by alloxan reduces
serum insulin, liver IGF-1 peptide, total liver protein, ratio protein-to DNA and
hepatic IGF-I concentrations. Besides, moderate physical training reduced serum
glucose and recovered hepatic glycogen stores. Nevertheless, physical training
reduced serum and hepatic IGF-I concentrations. Future studies are required to

evaluate the extent of the exercise influence on liver IGF-I concentrations.
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ABSTRACT

Insulin is an important modulator of growth and metabolic function in the
central nervous system. The aim of this study was to investigate the influence of
physical training on brain insulin concentratioins in type 1 diabetic rats. Adult male
Wistar rats distributed into Sedentary Control (SC), Trained Control (TC),
Sedentary Diabetic (SD) and Trained Diabetic (TD) were used. Diabetes was
induced by alloxan (32 mg/bwe-i.v.). Training protocol consisted in swimming, at 32
*+ 10C, 1h/day, 5 days/week, overload equivalent to 5% of the body weight, during
4 weeks. At the end of the experiment the rats were sacrificed by decapitation and
blood samples for glucose, insulin, albumin, hematocrit determinations and brain
for insulin concentrations analyses were collected. The results were analyzed by
ANOVA at a significance level of 5%. Training attenuated hyperglycemia but had
no effect on insulinemia in diabetic rats. Hematocrit and blood albumin values
remained without changes. Brain insulin did not change in diabetic rats and
physical training increase this concetrations in both control and diabetics. It was
concluded that in this experimental conditions, diabetes did no influence in brain
insulin and moderate physical training increase this hormone in both control and
diabetic animals.

KEY-WORDS: Brain, Diabetes, Physical Training, Insulin
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INTRODUCTION

Insulin play a complex role in fuel homeostasis regulation and other anabolic effects
in peripheral tissues. The brain was considered to be an insulin-insensitive tissue, however,
molecular studies has indicated that insulin is present in several regions of the central
nervous system (SNC) acting as an neuromodulator, inhibiting food intake and stimulation
fat oxidation ',

As important aspect in insulin studies is its relashionsip with diseases. Diabetes is
associated with relative risk for developing dementia *°. Studies pointed an elevated risk

68 Studies realized with human

for Alzheimer disease (AD) in diabetics patients

postmortem brain tissue linked molecular and pathological features of AD to reduced

expression of the insulin and insulin-like growth factor (IGF) genes and their receptors °.
Brain insulin surce is incert, nevertheless, it was identified that human blood-brain

10

barrier insulin receptor can acts as a transport system . The hypotesis of insulin

biosyntesis in the brain were based on the disagreement between central and peripheral

>61L12 and presence of preproinsulin-I RNAm expressed in rat brain .

insulin profile
The effects of physical training on the brain insulin concentrations are observed in
studies that demonstrate increase in insulin receptors and insulin mRNA in hippocampus

after phisical and mental training '*'>. However, less is known about the role of swimming

exercise on the brain insulin concentrations in diabetic animals and humans. In this study,
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we investigated the effects of moderate physical training on the brain insulin concentrations

in diabetic rats.

METHODS
Study design

Male Wistar rats from the Sdo Paulo State University (UNESP), Botucatu Central
Animal Breeding Center, were used in the experiments (175-200g), maintened in
Biodynamic Laboratory in Departament of Physical Education, in S3o Paulo State
University (UNESP) Rio Claro, at 25° with a light/dark cycle of 12h/12h, and fed with
Purina rat food and water ad libitum. All experiments are with the animals were performed
in accordance with the European Convention for the Protection of Vertebrate Animals used
for Experimental and other Scientific Purposes (Council of Europe nol23, Strasbourg,
1985).
Diabetes induction and experimental design

Diabetes was induced by an intravenous injection (32 mg/kg b.w.) of Alloxan
(Sigma). After 5 days, blood samples were obtained with animals in the fed state to
determine the plasma glucose concentration. Rats that were not diabetic (<14,7 mmol/L) or
too severely diabetic (>35,5 mmol/L) were eliminated from the study.

For the study, the rats were randomly distributed into four groups (n=8 per group),
Sedentary Control (SC), Trained Control (TC), Sedentary Diabetic (SD) and Trained
Diabetic (DT). Training included daily swimming with load of 5% of the body weight, 1

h/day, 5 day/wk, for 4 weeks.



116

Serum and tissue analyses

After the training period, hematocrit was determined at rest, to ensure that
measurements of metabolite and hormone concentrations were not influenced by changes in
plasma volume. A capillary tube blood sample was spun at 3,000 rev/min for 3 min., for
this determination. Then, the rats were sacrificed 48 h after their last exercise bout and the
samples blood collected for glucose, insulin, and albumin. Samples of liver were collected

for glycogen and brain for insulin content evaluations.

Analytical Methods

Serum glucose concentration was measured by a colorimetric method'®. Serum
insulin concentration was determined by radioimmunoassay (RIA, Kit Coat-A-Count,
USA). Serum albumin was mensured using bromocresol green'. Colorimetric methods
were employed for the mensuraments of liver glycogen'’. The brain was weighted and
homogenized in 5 ml of insulin extractor liquid, centrifugued and 2 ml of the supernadant
were taken and neutralized. After another centrifugation 100 ml of the supernadant were

taken for radioimunnoassay dose’.

Statistical Analyses
All dependent variables were analyzed by one-way analysis of variance (ANOVA)
and a significance level of p<0.05 was used for all comparisons. The Bonferoni test was

used for post-hoc comparisons. All results are expressed as mean+SD.

RESULTS
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Table I shows that both diabetic groups showed decrease in serum insulin
concentrations and increase blood glicose concentrations. Physical training reduced blood
glucose in TD group. Hematocrit and serum albumin were similar among all groups (table
10).

Diabetic animals demonstrated lowered liver glycogen stores, but physical training
was able to recover this substrate in TD group (Figure 1).

Figure 2 show that brain insulin was not altered in diabetic animals and training

increase this values in diabetic and control rats (p<0,05).

DISCUSSION

It is well recognized that insulin has a fundamental role in neural growth,
differentiation and functions. Besides, atlterations in brain insulin concentrations has been
associated with the development of cognitive disturbances in olders, such as Alzheimer
disease °*%. In the present study, we evaluate the effects of physical training on brain
insulin concentrations in experimental diabetic animals.

As was expected, blood insulin was decreased and blood glucose was increased in
both diabetic groups (DS e DT). Physical training partially counteracted the blood glucose
alterations in the diabetic group (DT). Previous studies have also shown that chronic
exercise decreases serum glucose in diabetic animals and humans'™' because skeletal
muscle responds to chronic exercise via a series of structural and functional adaptations.
The mecanisms through that physical training improve glucose uptake include increased
muscle blood flow, increased insulin binding to its receptor (IR) and increased IR

20,21

turnover” >~ .The increased responsiveness to insulin induced by swimming exercise in rat
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skeletal muscle may result partly from modulation of the insulin signaling pathway at
different molecular levels™ . In particular, the IRS/PI3-kinase pathway may be linked to the
activation of glucose transport and glycogen synthesis in muscle, and an increase in this
association in the muscle of trained animals and humans may have an important role in the
responsiveness to insulin **%.

With regard to hematocrit and albumin, this study presented no differences among
groups, incating that the alterations observed in blood glucose were not influenced by
dehydratation®®.

In this study, diabetes decreased glycogen contents in liver and the physical training
restored this content in diabetics. These results are in agreement with other studies,
showing that endurance exercise induces chronic adaptations in liver, enabling diabetic rats
to restore their hepatic glicogen stores glycogen *>'°. The ausence of insulin lead to a
increase in phosphorylase activity and to decrease in glycogen synthase activity over that
caused by glucose *°. Pettersen *’ showed that relatively high rates of net hepatic glycogen
synthesis were observed in hyperglycemia and hyperinsulinemia due to combined
stimulation of glycogen synthase flux and inhibition of glycogen phosphorylase flux®, in
agrement, showed that trained rats had a higher total hepatic glycogen synthetase activity a
lower phosphorylase activity and increased glycogen contents in liver.

The present study demonstrated that experimental diabetes induced by alloxan did
not alter brain insulin concentrations. It is well established that insulin can cro ss blood-
brain barrier and reach CSN *7°. In the other hand, there is not yet a consesus among

13,14,29,31

researchers about insulin biosyntesis in the brain . In the present study, blood

insulin was decreased in diabetic animals and brain insulin was unaltered in the sedentary
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diabetic group. Our data indicate a dissociation between blood and brain insulin
concentrations, corroboring with the hypotesis that insulin synthesiis may occur in SNC, as
pointed in other studies™®.

The literature has demonstrated that type II diabetics were more suscetible to
development of cognitive distubes. Type II diabetes is caused by insulin resistance and
possibly is associated with decreased brain insulin concentrations, decreased memory in

elders and clinically detectable AD****

. Nevertheless, a great number of sudies
investigate type II diabetes, whereas studies with type I diabetes are scarce. In the present
study, despite we not invetigated directly AD, we observed that alloxan diabetes induction
did not alter brain insulin concentrations in type I diabetes rat model.

It is well recognized that physical and mental activities decrease the development of
AD in elders. Nevertheless, exactly mecanisms by which this occur is yet unknown ***°. In
the present study, we found significant increase on brain insulin concentrations in trained
groups (TC and TD). The increase in brain insulin concentrations in trained organisms may
be useful tool in AD prevention, although more studies on the subsect are required. Insulin
does have a significant effect in global brain glucose metabolism and this effect occurs
mainly in the cerebral cortex. Also, insulin modulate acetylcholine, norepinephrine and

436
. In

dopamine concentrations, important neurotransmitters for cognition process
summary, have we demosntrated that moderate physical training is able to increase brain
insulin content both in normal and diabetic rats. This increase in brain insulin induced by

physical training may contribute in AD prevention. More studies on this matter are still

required.
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Table 1. Blood glucose (mmol/L), insulin (pmol/L), albumin (g/dL) and hematocrit (%)
after fourt weeks of training. The values are the mean + SD of 8 rats/group. SC - sedentary

control, TC - trained control, SD - sedentary diabetic, TD - trained diabetic. ANOVA;

P<0.05.

Groups SC TC SD TD
Parameter
Glucose (mg/dL) 147 £ 10 150 + 13 459 £86™° 269+ 1132P°
Insulin (pUI/mL) 13+38 14+5 5+ 1% 341
Albumin (g%) 4.9+ 0.4 4.6+0.7 43£0.6 43+03
Hematocrit (%) 50£2 52+£5 52+£3 52+£3

ANOVA; P<0.05; a=SC; b#TC; c#SD; d=TD
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Figure 1. Liver glycogen (mg%) after 4 weeks of training. The columns are the mean + SD
of 8 rats/group. SC - sedentary control, TC - trained control, SD - sedentary diabetic, TD -

trained diabetic. ANOVA; P<0.05; a=SC; b=TC; c#SD; d#TD.
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Figure 2. Brain Insulin (pUI/mL) after 4 weeks of training. The columns are the mean +
SD of 8 rats/group. SC - sedentary control, TC - trained control, SD - sedentary diabetic,
TD - trained diabetic. ANOVA; P<0.05; a#SC; b#TC; c#SD; d=TD.
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ABSTRACT
To investigate the influence of moderate physical training on metabolic parameters and

heart onn diabetic rats, male wistar rats were allocated into four groups: sedentary control,
trained control, sedentary diabetic and trained diabetic. Diabetes was induced by Alloxan
(32 mg/kg b.w.) and training protocol consisted of swimming lhour/day, 5 days/week,
during 8 weeks, supporting 5% b.w. At the end of this period, rats were sacrificed and
blood was collected for determinations of serum glucose, insulin, albumin, triglycerides
and hematocrit. Heart samples were used to determine glycogen, triglycerides, protein and
DNA concentrations. Diabetes reduced insulin and increase glucose and tryglicerides
concentrations in blood. In addiction, diabetes increase heart glycogen, triglycerides and
DNA contents. Physical training was able to store serum glucose and triglycerides as well
as glycogen, triglycerides and DNA contents in the heart. In conclusion, aerobic physical

training improved metabolic conditions in diabetic rats.
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INTRODUCTION

Diabetes mellitus is a metabolic disease characterized by hyperglycemia resulting
from defects in insulin secretion, insulin action or both. The hyperglycemia of diabetes is
associated with damage, dysfunction and failure in various organs (1). These metabolic
alterations may lead to cardiac disfunction, a severe secondary effect of diabetes (32).
Insulin has an important regulatory effects on myocardial metabolism and growth. In
cardiac muscle, metabolic responses to insulin may include stimulation of glucose uptake,
glycolysis, and glycogen synthesis (38). Both glycolysis and heart lipid content are
important to cardiac metabolism and reduced glycolysis and lipid content may contribute to
diabetic cardiomyopathy (5).

Physical training, on the other hand, can potentially exert beneficial effects on the
cardiac muscle (14). Exercise is an effective nonpharmacological treatment in the
prevention of cardiovascular disease in type I diabetes (4), reducing the risk of heart disease
and improving diabetic-mediated cardiovascular abnormalities (12, 23, 28, 30).

However, less is known about the role of exercise on myocardial energy substrates
content in diabetic animals and humans. In this study, we investigated the effects of

moderate swimming training on heart energy substrates content in diabetic rats.
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METHODS

Study design

Male Wistar rats from the Sao Paulo State University (UNESP) of Botucatu Central
Animal Breeding Center were used in the experiments (175-200g) and maintened in the
Biodynamics Laboratory, Departament of Physical Education, UNESP-Rio Claro. They
were kept at 25° with a light/dark cycle of 12h/12h, and maintained on Purina rat food and
water ad libitum. All experiments with the animals were performed in accordance with the
European Convention for the Protection of Vertebrate Animals used for Experimental and
other Scientific Purposes (Council of Europe no123, Strasbourg, 1985).
Diabetes induction and experimental design

Diabetes was induced by an intravenous injection (32 mg/kg b.w.) of Alloxan
(Sigma). After 5 days, blood samples were obtained with animals in the fed state to
determine the plasma glucose concentration. Rats that were not diabetic (<14,7 mmol/L) or
too severely diabetic (>35,5 mmol/L) were eliminated from the study. Rats were randomly
allocated to one of four groups (n=6 per group), Sedentary Control (SC), Trained Control
(TC), Sedentary Diabetic (SD) and Trained Diabetic (DT). Training included daily
swimming 1 h/day, 5 day/wk, for 4 weeks, with load of 5% of the body weight. Along this
period the rats were weighet and had food and water registered once a week. A growth rate
ratio was estimated by the last day of experiment and the first day of experiment by
experimental length, in days.
Serum and tissue analyses

At the end of the training period, hematocrit was determined at rest, to ensure that

measurements of metabolite and hormone concentrations were not influenced by changes in
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plasma volume. A capillary tube blood sample was spun at 3,000 rev/min for 3 min., for
this determination. Then, the rats were sacrificed 48 h after their last exercise bout and the
samples blood collected for glucose, insulin, albumin and triglycerides. Samples of
sketletal muscle were collected for glycogen contents and heart for glycogen, triglyceride,
protein and DNA.
Analytical Methods

Serum glucose concentration was measured by a colorimetric method (11). Serum
insulin concentration was determined by radioimmunoassay (RIA, Kit Coat-A-Count,
USA). Serum albumin was mensured using bromocresol green (11). Serum triglycerides
values were obtined by photospectrometry (25). Colorimetric methods were employed for
the mensuraments of tissue glycogen (6), protein (18), DNA (8) and triglycerides (3)
concentrations.
Statistical Analyses

All dependent variables were analyzed by one-way analysis of variance (ANOVA)
and a significance level of p<0.05 was used for all comparisons. The Bonferoni test was

used for post-hoc comparisons. All results are expressed as mean£SD.

RESULTS

Table I shows that both diabetic groups had decreased serum insulin concentrations
and sedentary diabetics, increased blood glucose and triglycerides concentrations compared
to control. On the other hand, physical training reduced blood glucose and triglycerides in

TD group. Hematocrit and serum albumin showed no significant difference among groups.
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Heart glycogen and triglyceride showed increase in sedentary diabetic rats when
compared to control groups. Physical training was able to restore heart glycogen and
triglicerides values in diabetic animals. Heart protein and protein/DNA ratio showed no
diferenece among the groups, while DNA values increased in diabetic animals (SD) and

recovered with exercise (TD).

DISCUSSION

The present study using male rats made chronically diabetic for 8 weeks with
intravenous aloxan demonstrates several abnormalities, and physical training promoted
benefits in the experimental diabetic rats. As well stablished, regular exercise improves
metabolic control in diabetic organisms and is an important component of diabetic
treatment.

As was expected, blood insulin was decreased and blood glucose was increased in
both diabetic groups (DS e DT). Physical training partially counteracted hyperglycemia in
the diabetic group (TD). Exercise and insulin stimulate glucose utilization synergistically
and in diabetic animals, chronic exercise induces a decrease in blood glucose (7,15,40). The
mecanisms through that physical training improves glucose uptake include the increase on
muscle blood flow, increased insulin binding to its receptor (IR) and increased IR turnover
(17,22). The increased responsiveness to insulin induced by swimming exercise in rat
skeletal muscle may result partly from modulation of the insulin signaling pathway at
different molecular levels, how the IRS/PI3-kinase pathway that may be linked to the

activation of glucose transport and glycogen synthesis in muscle (19,39)
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The association between dyslipidemia, diabetes mellitus and lipoprotein
abnormalities described in patients with diabetes mellitus is classic in humans and animals
and has been related with decrease on synthetic rate and messenger RNA level of
lipoprotein lipase caused by hipoinsulinemia (26,27,37). In the present study, diabetic rats
showed hipertriglycerimia, that was recovered on trained diabetic rats. Physical training has
an important role in the control of dyslipidemia. The data of the present study are in
agreement with other studies that presented decrease in blood triglycerides in subjects
individuals with hipertrygliceridemia, as consequence of an increase in lipoprotein lipase
activity (11,13).

In the present study, diabetes increased heart glycogen content, whereas physical
training decreased this substract level in the cardiac tissue. Both normal and diabetic rats,
glycogen synthase is rate limiting for glycogen synthesis and increases of the activity of
this enzyme, increase heart glycogen content. Besides, occur decrease on GLUT 4
translocation and protein kinase B on diabetic models (24, 35). Previous studies that
applied similar physical training experimental model also showed decrease on cardiac
glycogen contents in diabetic rats founded on present study are in agreement with other
studies (20,21).

Storage of adipose tissue triglycerides and mobilization of this energy source as free
fatty acids are processes that are regulated by genetic, nutritional, hormonal, and paracrine
factors (16). In the present study, diabetic rats showed increased values of heart
triacylglycerol storage, that was recovered by physical training. Triglycerides accumulation
found in the diabetic heart may be due to both inhibition of lipolysis and enhancement of

synthesis, resulting from high levels of exogenous FFA and glucose. Probably as
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consequence of a decrease in neutral lipase activity and an increase in lipoprotein lipase
activity in myocytes (29,31,33,34). On the other hand, in the present study, physical
training was able to recover heart triglycerides, blood triglycerides and glycemia in diabetic
rats.

Considering tissue growth, it is necessary to analize the hyperplasic and
hypertrophic process. The number of cells or nuclei (indicator of hyperplasia) can be
estimated by determining the total DNA content, whereas the cell size or cell area
controlled by a single nucleus (hypertrophy) can be estimated by the protein/DNA ratio (2).
In the present study, neither diabetes nor physical training caused alterations in heart cell
size in rats, since no difference among the groups was observed in the protein/DNA ratio.
Although, diabetes increased the number of cells on heart (hyperplasia), this was recovered
by training. Hyperplasia in the heart of diabetics has been previously associated with
several failures founded in diabetics, particulary hypertension (9,36).

In conclusion, the present study demonstrates that diabetes caused heart metabolic
alterations in rats and that physical training was able to recover these alterations. This
information may be useful for the prevention of several diabetes complications. Additional

studies on heart of trained diabetic rats may help to clarify this issue.
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Table 1. Blood glucose (mmol/L), insulin (pmol/L), albumin (g/dL), triglycerides (mg/dL)
and hematocrit (%) after eight weeks of training. The values are the mean = SD of 6

rats/group. SC - sedentary control, TC - trained control, SD - sedentary diabetic, TD -

trained diabetic.

Groups SC TC SD TD
Parameter
Glucose (mg/dL) 5.9+0.7 58+0.8 213+32%" 13467
Insulin (pUT/mL) 0.5+0.1 05+02  0.1+0.01*® 0.1+0.01*
Albumin (g/dL) 34+0.3 3.6:04 3.5+0.3 3.6+04
Triglycerides (mg/dL) 180 + 59 169 + 59 291 +50*° 225 +£55
Hematocrit (%) 50+2 52+5 52+3 52+3

ANOVA; P<0.05; a=SC; b#TC; ¢#SD; d=TD
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Table 2. Heart protein (mg%), DNA (mg%) and ratio protein-to-DNA after eight weeks of
training. The values are the mean + SD of 6 rats/group. SC - sedentary control, TC - trained

control, SD - sedentary diabetic, TD - trained diabetic.

Groups SC TC SD TD
Parameter
Protein (mg%) 25+0.3 2.8+0.3 3.0£0.5 2.7+0.3
DNA (mg%) 0.08+0.01 0.06+0.02 0.1+0.04*" 0.08+0.02°
Ratio protein-to-DNA 31+4 44 + 12 33+ 10 3511

ANOVA; P<0.05; a#SC; b=TC; c¢£SD; d#TD
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Fig. 1- Heart glycogen (mg%o) after 8 weeks of training. The values are the mean + SD
of 6 rats/group. SC - sedentary control, TC - trained control, SD - sedentary diabetic,

TD - trained diabetic. ANOVA; P<0.05; a#SC; b#TC; c#SD; d=TD.
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Fig. 2- Heart triglycerides (mUl/ml) after 8 weeks of training. The values are the
mean + SD of 6 rats/group. SC - sedentary control, TC - trained control, SD -

sedentary diabetic, TD - trained diabetic. ANOVA; P<0.05; a#SC; b#TC; c#£SD;

d=TD.
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Abstract

Diabetes decrease serum IGF-I and physical training may recover this damage.
Almost all circulating IGF-I is produced and secreted by the liver. The aim of this study
was to examine the influence of moderate physical training on IGF-1 concentrations in
diabetic rats. Male Wistar rats were allocated to into four groups: sedentary control, trained
control, sedentary diabetic and trained diabetic. Diabetes was induced with alloxan (30
mg/kg b.w.). The training protocol consisted of a 1 h swimming session/day, five
days/week for eight weeks supporting 5% b.w.. At the end of the experimental period, rats
were sacrificed and blood was collected for determinations of hematocrit and serum
glucose, insulin, triglycerides, albumin and IGF-1 concentrations. Skeletal muscle samples
were used to determine glycogen content and liver samples to determine glycogen,
triglycerides, protein, DNA and IGF-I concentrations. The results were analyzed by
ANOVA with P<0.05 indicating significance. Diabetes reduced serum insulin and IGF-I
concentrations, ratio protein/DNA and IGF-I concentrations in liver beside increased liver
DNA, glycemia and triglyceridemia. Physical training reduced glycemia, triglyceridemia
and liver DNA, increased muscle glycogen and recovered liver ratio protein/DNA beside
serum and liver IGF-I in diabetic rats. In conclusion, chronic exercise improved the
metabolic conditions and induced increase on liver and blood IGF-I concentrations in

diabetic rats .

Key words: Diabetes Mellitus, Insulin-like growth factor (IGF-1), Liver, Training.

1. Introduction

Insulin like growth factor-I (IGF-I) is major endocrine, paracrine and autocrine

regulator of growth and metabolism with important actions on normal tissue growth and
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regenetarion in humans or animals. Almost all circulating IGF-I is produced and secreted
from the liver [1] and IGF-I concentrations change in several patologic states [2].

Diabetes Mellitus is a metabolic disease characterized by hyperglycemia resulting
from defects in insulin secretion, insulin action or both. The hyperglycemia of diabetes is
associated with damage, dysfunction and failure in various organs [3]. Diabetes impair
growth modifing IGF-I synthesis and release [4-6] and in liver, decrease in IGF-I
concentrations [7]. The exact cause of decrease on IGF-I concentration is unclear, being
poited circulating GH reduction or impairment on tissue GH reponsiveness [6,8].

Physical training can positivaly moderate glucose homeostasis in diabetics, avoided
several damages by increase in insulin sensivity and responsiveness [9,10]. Several effects
of exercise result from the interaction of specific hormones and growth factors such as
insulin-like growth factor-1 (IGF-1) [11]. The relashionship between IGF-I and physical
training is uncertain. Studies showed that exercise decrease, increase or not change IGF-I
concentrations [12]. Previous studies hypotetized that the IGF-I adaptation to physical
training show a two-phase response, being reported that short term (3 day to 5 wk) physical
training decrease circulating IGF-I levels whereas prolonged (> 5-6 wk) training increase
circulating IGF-I levels [13.,14]. Previews studies show that short-term (4 weeks) physical
training decrease blood IGF-I concentrations in normal and diabetic rats, whereas 6 weeks
of physical training no change blood IGF-I concentrations in control rats and recovery this
parameter in diabetic rats [6,15]. The muscular concentrations of IGF-I is decreased in
diabetics and recovered by chronic exercise, mighting be associated with blood IGF-I
recovery [6]. Nevertheless, total source of blood IGF-I recovered in trained diabetic

organism remain uncert.
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The liver-IGF-I deficient mouse have daramatically reduced (>80%) serum IGF-I
levels [16] showing that liver is the principal source of blood IGF-I. In this study, we
investigated the effects of moderate physical training on serum and hepatic IGF-I

concentrations in diabetic rats.

2. Methods

2.1. Study design

Male Wistar rats from the Sdo Paulo State University (UNESP) of Botucatu Central
Animal Breeding Center were used in the experiments (175-200 g; 38 days old). The rats
were mainteined in the Biodynamics Laboratory, Departament of Physical Education,
UNESP, Rio Claro, kept 25° on a 12 h light/dark cycle and received Purina rat chow and
water ad libitum. All experiments with the animals were performed in accordance with the
specific Brazilian resolutions of the Bioethics of Experiments with animals (law N°® 6.638
of May 8™ 1979; Decree N° 24.645 of July 10 ™ 1934, Brazilian College of Animal
Eperimentation). Diabetes was induced by an i.v. injection of alloxan (30 mg/kg b.w.;
Sigma). After 5 days, blood samples were obtained with animals in the fed state to
determine the plasma glucose concentration. Rats that were not diabetic (<14,7 mmol/L) or

too severely diabetic (>35,5 mmol/L) were eliminated from the study.

Experimental design

The rats were randomly allocated into four groups (n=6 per group): sedentary
control, trained control, sedentary diabetic and trained diabetic. Protocol training included

daily swimming with load of 5% of the body weight,1 h/day, 5 day/wk, for 8 weeks. These
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conditions were chosen because we had previously demonstrated that swimming training
with a supporting overload corresponding to 5% of the body weight improved the physical
condition of rats [17]. In addition, Gobatto et al. [18] showed that swimming training was

as efficient as treadmill running training [19] in improving the physical condition of rats.

Serum and tissue analyses
At the end of the training period, hematocrit was determined at rest. A capillary tube
blood sample was spun at 3,000 rev/min for 3 min., for this determination. Rats were
sacrificed 48 h after their last exercise bout and the samples blood collected for glucose,
insulin, triglicerides, albumin and IGF-1 mensuraments. Samples of gastrocnemius were
collected for glycogen and liver for glycogen, triglicerides, protein, DNA and IGF-I content

evaluations.

Analytical Methods

Serum glucose concentration was measured by a colorimetric method [20]. Serum
insulin concentration was determined by radioimmunoassay (RIA, Kit Coat-A-Count,
USA). Serum triglycerides values was obtined by photospectrometry [21]. Serum albumin
was mensured using bromocresol green [20]. Serum IGF-1 concentration was measured by
Immunoradiometric assay (IRMA) using a commercially available kit (DSL-5600,
Diagnostic System Laboratories Inc. Kits, Webster, TX). Colorimetric methods were
employed for the mensuraments of muscle and liver glycogen [22], triglycerides were
employed by photospectrometry [23], protein [24] and DNA [25] concentrations. IGF-1

was extracted from liver as described by D’Ercole & Underwood [26].
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Statistical analysis

All results were expressed as the mean + SD. Statistical comparisons were done
using one-way analysis of variance (ANOVA) followed by the Bonferroni test. A value of

P<0.05 indicated significance.

3. Results

Both diabetic groups showed glycemia increased and decreased insulinemia.
Sedentary diabetic group showed triglyceridemia increased. Physical training was able to
decrease glycemia and to recover triglyceridemia in diabetic rats. Hematocrit and albumin
has no change between experimental groups (Table 1).

Liver glycogen showed difference only when SD is compared to TC. Diabetes
increase liver DNA and decrease protein/DNA values, both recovered in diabetic animals
submitted to physical training. Liver triglicerides and protein no changed between studied
groups (table 2). Skeletal muscle glycogen was increased in trained groups (Fig 1).

Figure 2 show that diabetes decrease serum and hepatic IGF-I concentrations and

physical training recovered this damage.

Table 1. Blood glucose (mmol/L), insulin (pmol/L), albumin (g/dL), triglycerides (mg/dL)

and hematocrit (%) after eight weeks of training. The values are the mean = SD of 6
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rats/group. SC - sedentary control, TC - trained control, SD - sedentary diabetic, TD -

trained diabetic.

Groups SC TC SD TD
Parameter
Glucose (mmol/L) 59+0.7 58+0.8 213+3.2%° 13+6.7%°°
Insulin (pmol/L) 0.5+0.1 05+02  0.1+0.01*® 0.1+0.01*
Triglycerides (mg/dL) 180 + 59 169 + 59 291 +50*° 225 +£55
Albumin (g/dL) 3.4+03 3.6+ 0.4 3.5+0.3 3.6+04
Hematocrit (%) 50+2 52+5 52+3 52+3

ANOVA; P<0.05; a=SC; b#TC; ¢#SD; d=TD
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Fig 1. Gastrocnemius muscle glycogen (mg%) concentrations after eight weeks of

training. The columns are the mean + SD of 6 rats/group. SC - sedentary control, TC -

trained control, SD - sedentary diabetic, TD - trained diabetic. ANOVA; P<0.05; a=#SC;

b#TC; c#SD; d#TD.
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Fig. 2 Serum insulin-like growth factor (IGF-1; ng/ml) concentrations after eight weeks of

training. The columns are the mean + SD of 6 rats/group. SC - sedentary control, TC -

trained control, SD - sedentary diabetic, TD - trained diabetic. ANOVA; P<0.05; a=SC;

b#TC; c#SD; d=TD.
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Table 2- Liver glycogen (mg%), triglycerides (mUI/ml), protein (mg%), DNA (mg%) and
ratio protein/DNA after eight weeks of training. The values are the mean £ SD of 6

rats/group. SC - sedentary control, TC - trained control, SD - sedentary diabetic, TD -

trained diabetic.

Groups SC TC SD TD
Parameter
Glycogen (mg%) 40,1423,8 60,8+9,8 24,3+9,8" 32+28,1
Triglycerides (mUI/ml) 6,9+0,7 5,9+0,7 7+0,6 6,840,5
Protein (mg%) 2,5+0,3 2,840,7 2,4+0,5 2,6£0,5
DNA (mg%) 0,15+0,03 0,17+0,06 0,2240,03° 0,18+0,03
Ratio protein/DNA 1644 1742,6 1140,4*° 14,1+1,7
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Fig 3. Liver insulin-like growth factor (IGF-1; ng/g) concentrations after eight weeks of
training. The columns are the mean + SD of 6 rats/group. SC - sedentary control, TC -
trained control, SD - sedentary diabetic, TD - trained diabetic. ANOVA; P<0.05; a=SC;

b#TC; c#SD; d=TD.
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Discussion
Regular exercise has been considered a cornerstone of diabetes management, along
with diet and medication improving metabolic control in diabetic animals and humans

[27]. IGF-I has a important role in exercise benefits effects in diabetic organisms [6].

In consequence of B cells damage by alloxan, both diabetic groups in present study
showed decrese on serum insulin levels. Diabetic groups showed hyperglycaemia,
although, in this parameter, physical training was able to decrease blood glucose levels. It is
well stablished that benefits effects of chronic exercise on glucose transport occur
independent of insulin [10]. This adaptive response of diabetic organism involve
mechanisms that may act locally to improve glucose uptake and disposal including
increased muscle blood flow, increased insulin binding to its receptor (IR) and increased IR
turnover [28,29]. Luciano [30] showed that swim-training resulted in a significant increase
in responsiveness to insulin in rat skeletal muscle and this may result, in party, from
modulation of the insulin signaling pathway at different molecular levels, in particular, the
IRS/PI3-kinase pathway that may be linked to the activation of glucose transport and
glycogen synthesis in muscle, and an increase in this association in the muscle of trained
animals and humans may have an important role in the responsiveness to insulin [30,31].

Is classic the presence of hyperlipidaemia associated with hyperglycaemia in type 1
diabetes, with decrease on adipose tissue lipoprotein lipase (LPL) activity and these
abnormalities can usually be reversed with glycemic control [32,33]. Altura et al. [34]

showed that alloxan diabetic rats exhibite progressive elevations in levels of serum glucose
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and triglycerides, and that hyperglycemia precede hypertriglyceridemia. In the present
study, diabetic animals showed serum triglycerides increased and physical training
recovery this parameter. This datas corroborate with previous studies that showed that
exercise improve not only insulin sensitivity and glycemic control but also lowered serum
triglyceride levels in diabetics, regulating LPL activity [35,36].

In the present study, serum albumin and hematocrit not showed changes in
experimental period, being a important indicative that has no dehydrate [37,38]. Muscular
glycogen increase in both groups trained animals. This results are in agreement with
previous studies that indicate a correlation between PI3-kinase activity and glycogen
synthesis in muscle, being a indicative of physical training efficacy [39]

In liver parameters, triglycerides and proteins values not showed difference between
studied groups and in glycogen levels, only SD was decreased when compared with TC,
showing that diabetes or physical training may not to alter this reserves in liver.
Nevertheless, diabetes increase DNA levels, decrease ratio protein/DNA levels and
physical training recovered both parameters. The diabetes-induced increase in DNA levels
may to indicate hyperplasia, characterized by greater cell number. Loss of cellular
components resulted in a higher DNA content when expressed on the basis of tissue weight
[40]. In the other hand, the cell size or cell area controlled by a single nucleus (indicating
hypertrophy) can be estimated by the protein/DNA ratio, been diabetes reduction in this
parameter, a indicator of hypotrophy. The diabetes-induced liver hypotropy and hyperplasia
and physical training recovery is in angrement with previews studies [40,15].

Serum IGF-I change in front of pathologic state. Type 1 diabetes change the serum

IGF-I concentations affecting growth and development [42,43]. In the present study,
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diabetes decrease serum IGF-I. This results are in agreement with other studies realized
with alloxan [6,15], streptozotocin [7] and pancreatectomy [42] beside studies with type 1
diabetic humans [2]. The reduction on serum GH [6] and GH respossiveness decreased on
liver [44] are pointed whyle pricipals causes to IGF-I impairmant in diabetic organisms.

The relashionship between IGF-I and exercise is less consistent. Previous studies
are apparently unconcise, been pointed, in several studies, decrease in serum IGF-I after
short term physical training (3 days-5 weeks) and increase after long term physical training
(<5 weeks), sugering a two-phase response. After short-term (4 weeks) physical training in
our laboratory, was found significant reduction blood IGF-I [15]. In the present study, long
term (8 weeks) physical training not altered serum IGF-I in controls, although, recovered
this parameter in diabetic rats. [6] showed that long term physical training increase serum
and muscular IGF-I in diabetic rats. Is possible that this adaptation mimick the recovery in
energy-deficient and catabolic states [12]. Therefore, if exercise may induce increase in
IGF-I production in diabetic muscle, its effect in liver IGF-I production is unclear. The
major part (> 80%) of serum IGF-I is liver-derived.

It is recognized that diabetes decrease liver IGF-I concentrations and the expression
levels of their mRNA in liver [7,15].0ur results are in agreement with the literature,
pointed decrease in liver IGF-I in diabetic rats. This decrease as well as in serum, may be
associated with reduction on serum GH [6] and GH respossiveness decreased on liver [43].
In the other hand, physical training recovered IGF-I levels in diabetic rats. This result may
indicate that liver-IGF-I increase may contribute to recovery serum IGF-I in diabetic rats.
In diabetic rats, serum GH is decreased and may be associated with decrease in serum IGF-

I. Although, physical training not alter GH levels in diabetic rats [6] and to clear the
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relationship between GH and liver-IGF-I in trained diabetic organism is necessary future

elucidates.
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