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RESUMO

Para investigar os efeitos do treinamento fisico moderado nas concentracdes de
grelina, leptina, GH e IGF-I em ratos diabéticos, ratos wistar foram distribuidos nos
seguintes grupos: controle sedentario, controle treinado, diabético sedentério e
diabético treinado. A inducdo do diabetes foi feita por aloxana (32 mg/kg). Apos
determinacdo da carga equivalente a maxima fase estavel do lactato (MFEL), o
protocolo de treinamento fisico de natacdo consistiu de 1 hora/dia, 5 dias/semana
durante 8 semanas suportando uma carga equivalente a 90% da MFEL. Durante o
periodo experimental foram registradas semanalmente a massa corporal e ingestao
hidrica e alimentar. Ao final do periodo experimental, foi feita a eutanasia dos
animais e o sangue foi coletado para determinacdo das concentracdes de glicose,
insulina, albumina, triglicerideos, GH, IGF-I, grelina acilada e leptina. A massa do
estbmago foi registrada e foram coletadas amostras dos seguintes tecidos: figado
para determinagdo de IGF-l, proteina, DNA e triglicerideos; péancreas para
determinacdo de IGF-I, proteina e DNA; hipofise para determinacdo de GH,
estbmago para determinacao de grelina, proteina e DNA e tecido adiposo epididimal
para determinacdo de leptina, proteina e DNA. O diabetes experimental reduziu a
massa e comprimento corporal além das concentragdes no sangue de insulina,
leptina, GH e IGF-lI, mas aumentou as ingestbes hidrica e alimentar, e as
concentracdes de triglicerideos, glicose e grelina acilada sanguineas. Nos animais
diabéticos, o exercicio fisico promoveu reducdo da ingestdo alimentar, diminuiu as
concentracdes sanguineas de glicose e triglicerideos e recuperou os valores de IGF-
I. No figado, o diabetes reduziu os valores de IGF-I, proteina e razao proteina/DNA,
aumentou os valores de triglicerideos que foram recuperados pelo treinamento
fisico. O diabetes ainda reduziu as concentracdes de GH hipofisario, que nao foi
alterado pelo treinamento fisico. Por outro lado, o treinamento aumentou os valores
de IGF-I e a razdo proteina/DNA no pancreas dos animais diabéticos. No estdmago,
o diabetes reduziu o teor de DNA e aumentou a massa e a concentracao de grelina
acilada, enquanto o treinamento fisico reduziu a massa e a concentracao de grelina
acilada nos animais diabéticos. O diabetes ainda reduziu os valores de leptina no
tecido adiposo epididimal e aumentou o teor de DNA e a razdo proteina/DNA neste
tecido. O treinamento fisico recuperou a leptina tecidual e o teor de DNA no tecido
adiposo. Estes resultados suportam as seguintes conclusfes: 1) A recuperacao das
concentracdes de IGF-1 no sangue e figado de animais diabéticos treinados ocorreu
de forma independente de alteragBes nas concentracdes séricas e hipofisarias de
GH; 2) O treinamento fisico aerobio promoveu aumento das concentracdes de IGF-I
no pancreas, bem como da razao proteina/DNA, que pode indicar hipertrofia celular;
3) O treinamento fisico aerdbio amenizou a hiperfagia diabética e esta melhora pode
estar relacionada a recuperacdo dos baixos valores de leptina no tecido adiposo
epididimal, reducédo da concentracdo de grelina na regido fundica do estbmago e
reducdo na massa do estdbmago. Desta forma, o treinamento fisico realizado em
intensidade equivalente a 90% da MFEL promove adaptacdes metabdlicas e
hormonais que podem contribuir para preservar o organismo diabético.

Palavras-chave: Diabetes. Treinamento Fisico. Grelina. Leptina. IGF-I.



ABSTRACT

In order to investigate the effects of moderate physical training in the concentrations
of ghrelin, leptin, GH and IGF-I in diabetic rats, Wistar rats were distributed in four
groups: sedentary control, trained control, sedentary diabetic and trained diabetic.
Experimental diabetes was induced by alloxan (32 mg / bw). After workload
determination equivalent to maximal lactate steady-state (MLSS), the exercise
training protocol consisted in swimming 1 h / day, 5 days / week during 8 weeks
supporting a load equivalent to 90% of the MLSS. During the experimental period,
weekly body mass, and water and food intake were recorded. At the end of the
experiment, euthanasia was performed and the blood was collected to determine the
level of glucose, insulin, albumin, triglycerides, GH, IGF-I, acylated ghrelin and leptin.
The weight of the stomach was recorded and samples of the following tissues were
collected: liver to determine IGF-I, protein, DNA and triglycerides; pancreas to
determine IGF-I, protein and DNA, pituitary to determine GH; stomach to determine
of ghrelin, protein and DNA and epididymal adipose tissue to determine leptin,
protein and DNA. In addition to body weight and length, experimental diabetes also
reduced blood concentrations of insulin, leptin, GH and IGF-l. Nevertheless, it
increased water and food intake, and also the concentrations of triglycerides, blood
glucose and acylated ghrelin. In diabetic rats, exercise caused a reduction of food
intake, blood concentrations of glucose and triglycerides, and recovery blood IGF-I.
In the liver, diabetes reduced the IGF-I, protein and protein/DNA ratio values, and
increased triglycerides level, which was recovered by physical training in these
parameters. Diabetes also reduced pituitary GH concentrations, which did not alter
by physical training. On the other hand, training increased IGF-I and protein / DNA
ratio values in the pancreas of diabetic rats. In the stomach, diabetes reduced the
concentration of DNA and increased weight and ghrelin acylated concentration
whereas physical training reduced mass and ghrelin acylated concentration in
diabetic animals. Diabetes also reduced leptin levels in epididymal adipose tissue,e
and increased DNA content and the protein/DNA ratio in this tissue. Physical training
restored tissue leptin and DNA content in adipose tissue. These results support the
following conclusions: 1) The recovery of blood and liver IGF-I of trained diabetic rats
occurred independently of changes in serum and pituitary GH, 2) Exercise training
increased concentrations of IGF-I in the pancreas, as well as the protein / DNA ratio,
which may indicate cellular hypertrophy, 3) Exercise training attenuated diabetic
hyperphagia. This improvement may be related to the recovery of low levels of leptin
in epididymal adipose tissue, reduced concentration of ghrelin in the fundus of the
stomach and reduction of stomach weight. Thus, physical training performed in
intensity equivalent to 90% of MLSS promotes metabolic and hormonal changes that
can preserve the diabetic organism.

Keywords: Diabetes Mellitus. Physical Training. Ghrelin. Leptin. GH. IGF-I.
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1 INTRODUCAO

Dados do Atlas do Diabetes da International Diabetes Federation (2009)
revelaram que o Diabetes Mellitus afeta cerca de 246 milhdes de pessoas no
mundo. A prevaléncia mundial atual (2010) do diabetes € estimada em 6% e as
projecbes estimam que em 2025 seja de 7,3%. No Brasil, em 2010, existem
aproximadamente 7,6 milhdes de pessoas diabéticas e a estimativa é que o diabetes
atinja 7,7% da populacdo em 2030 (IDF, 2007). Mais especificamente o diabetes
mellitus tipo 1, atualmente, afeta aproximadamente 22,4 milhdes de pessoas no
mundo. Um aumento na incidéncia deste tipo de diabetes entre criancas e jovens
ocorreu na segunda metade do século passado e, possivelmente, continuara nos
proximos anos, particularmente para criancas e jovens europeus (GALLE et al.,
2002; PATTERSON et al., 2009).

A comunidade cientifica tem intensificado os esfor¢cos em desvelar os fenbmenos
e mecanismos de acdo da fisiopatologia diabética no objetivo de encontrar formas
de prevencéo e tratamento. Um dos importantes focos de pesquisas envolve as
alteracbes enddcrino-metabdlicas decorrentes da deficiéncia na producdo da
insulina.

Dentre as alteracBes enddcrino-metabdlicas da hipoinsulinemia estdo as
encontradas no eixo horménio do crescimento(GH)-fator de crescimento semelhante
a insulina(IGF), que séo de fundamental importancia no desenvolvimento do quadro
diabético, prejudicando o crescimento corporal e os desenvolvimentos teciduais.
Estudos realizados em animais diabéticos aloxanicos demonstraram reducfes nas
concentracdes séricas de GH e IGF-I, bem como das concentracfes de IGF-I em
importantes tecidos como musculo esquelético, figado e hipocampo (LI et al., 2004,
GOMES et al., 2006, 2009; LEME et al., 2009).

A hiperfagia diabética, outra importante caracteristica desta doencga, também
pode estar relacionada a alteragcbes hormonais. A insulina, a leptina e, mais
recentemente descoberta, a grelina estdo envolvidas no controle da fome e da
saciedade e alteragbes nas concentracdes destes hormoénios parecem estar

associadas a hiperfagia diabética.
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A insulina e a leptina tem fun¢des semelhantes no controle da fome, contribuindo
para agbes anorexigénicas no hipotdlamo. A auséncia da producédo da insulina ou
mesmo 0 prejuizo em sua agao, podem alterar a leptinemia.

De grande relevancia para o quadro diabético é o fato da grelina, que estimula os
neurdnios orexigenos e atua como secretagogo do GH, estar alterada nas condi¢ces
de hipoinsulinemia. Contudo, a relacdo entre estes hormoénios no quadro diabético
necessita de esclarecimentos mais profundos.

Diversos agentes farmacoldgicos e ndo farmacolégicos tém papel importante ao
amenizar os efeitos deletérios do quadro diabético. Dentre estes agentes esta o
exercicio fisico, apontado como pedra fundamental na prevencdo e tratamento
diabético.

Estudos tém evidenciado o importante papel do treinamento fisico ao reduzir
alguns dos prejuizos causados pelo diabetes no eixo GH-IGF e no controle da fome.
Porém diversas lacunas ainda necessitam ser preenchidas como as concentracdes
de GH na hipofise e IGF-I no pancreas. Igualmente, os efeitos do treinamento fisico

nos hormonios grelina e leptina no organismo diabético foram pouco investigados.
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2 OBJETIVOS

Esta tese foi delineada para investigar os efeitos do treinamento fisico aerdbio
realizado na intensidade equivalente a 90% da maxima fase estéavel do lactato sobre
hormonios relacionados ao eixo GH-IGF-I e hormonios relacionados ao controle da

fome e da saciedade.

Os objetivos especificos foram avaliar os efeitos do treinamento fisico aerdbio

em animais diabéticos aloxanicos sobre as seguintes concentracdes:
- Séricas de glicose, albumina, insulina e triglicerideos;
- GH no sangue e hipdfise;

- IGF-1 no sangue, figado e pancreas, bem como triglicerideos, proteinas e DNA

hepaticos além de proteina e DNA pancreaticos;
- Grelina no sangue e estbmago, bem como proteina e DNA gastricos;

- Leptina no sangue e no tecido adiposo epididimal, bem como proteina e DNA no

tecido adiposo epididimal.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 DIABETES E TREINAMENTO FIiSICO

O Diabetes Mellitus é um grupo heterogéneo de distlrbios metabdlicos que
tém como caracteristica comum a deficiéncia na producao e/ou acéo da insulina que
resulta em anormalidades metabdlicas, particularmente a hiperglicemia. A insulina,
um polipeptidio anabdlico produzido pelas células beta do pancreas, ativa na célula
alvo uma cascata de reacdes que intermedeiam o transporte da glicose para o
interior celular, finalizada com a aproximacéo dos transportadores de glicose (GLUT)
junto @ membrana. Além da hiperglicemia, a auséncia ou ineficacia da acdo da
insulina pode reduzir a entrada de aminoacidos nos musculos e aumentar a lipdlise
(ADA, 2010).

O diabetes pode ser classificado em suas diversas formas, dentre as quais 0s
mais comuns sédo o Diabetes Mellitus tipos 1 e 2 (ADA, 2010). O Diabetes Mellitus
tipo 2 (DMT2) é caracterizado por extensa resisténcia a insulina e relativa ou
nenhuma deficiéncia na secrecdo deste horménio (REAVEN et al., 1976; POTIER et
al., 2005) ndo sendo encontrada destruicdo auto-imune das células beta
pancreaticas. Fatores de predisposicdo genética e adquiridos influenciam na
reducdo da sensibilidade a insulina, podendo levar a diminuicdo da concentracdo e
da atividade quinase do receptor de insulina, da concentracéo e da fosforilacdo dos
substratos do receptor (IRS-1 e -2), da atividade da fosfatidilinositol 3-quinase (PI13-
K), da translocag¢do dos GLUTs e da atividade de enzimas intracelulares (PESSIN;
SATIEL, 2000). O risco de desenvolvimento desta doenga aumenta com a
obesidade, sedentarismo e idade, prevalecendo em individuos adultos (ZIMMET,
1992). O Diabetes Mellitus tipo 1 (DMT1) é definido como resultado de fatores
ambientais agindo em individuos geneticamente susceptiveis resultando em
absoluta deficiéncia na secrecdo da insulina. Dentre os fatores ambientais que
podem estar envolvidos no desenvolvimento da doenca estdo micrébios (LAMMI et
al., 2005), dieta e toxinas (COSGROVE, 2004).

A instauracdo do diabetes gera determinados sintomas como polilria,

polidipsia, perda de peso, polifagia, perda da clareza na visdo, prejuizo no
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crescimento, susceptibilidade a infeccbes e posterior cetoacidose. A permanéncia do
quadro diabético pode causar dano, disfuncdo ou deficiéncia em diversos 6rgaos.
Dentre os tecidos mais comumente afetados estdo os olhos, rins, nervos, coracao e
vasos sanguineos. As complicacfes do diabetes sado desenvolvidas em longo prazo,
oriundos da hiperglicemia e demais prejuizos metabdlicos e de micro e
macroangiopatias, podendo culminar em retinopatia com perda crescente da visao,
nefropatia, neuropatia, disfuncdes gastrintestinais, geniturinarias, cardiovasculares e
sexuais (ADA, 2006).

Para prevencéo e controle do Diabetes Mellitus sao indicados medicamentos
orais, injecdo de insulina, balanco nutricional e atividade fisica (ADA, 2005). Os
primeiros achados que associavam desenvolvimento do diabetes ao estilo de vida
sedentario remetem ao seéculo XVIII, nos quais era estimulada a utilizacdo
terapéutica do exercicio fisico no tratamento diabético (WARREN e CONSTANTINI,
2000). Contudo, os primeiros resultados experimentais parecem estar nos estudos
de Pentzoldt e Noorden (PENTZOLDT; NOORDEN apud DISPENSARIES, 1899)
gue realizaram uma série de experimentos em pacientes diabéticos, investigando a
influéncia do trabalho muscular nas concentracfes de glicose na urina e concluiram
que a glicosuria diminuiu regularmente nestes individuos. Em trabalho publicado em
1899, Dispensaries apresenta o ciclismo como benéfico no tratamento do diabetes.
Desde entdo, diversos estudos buscam intensamente desvendar estes fendbmenos
relacionados ao exercicio e diabetes, bem como os mecanismos de acdo que 0s
induzem. Apesar dos esfor¢os da comunidade cientifica, ainda ha muitas questfes

importantes a serem respondidas nesta linha de pesquisa.

Em cuidadosa revisdo, Weltman e colaboradores (2009) corroborando com o
consenso previamente realizado pela Associagcdo Americana de Diabetes (ADA) em
2006, concluiram afirmando que o exercicio fisico € eficaz para a prevencédo de

diabetes tipo 2, bem como tratamento para diabetes tipo 1 e tipo 2.

Estas alteracdes podem ser encontradas no exercicio agudo e/ou cronico. A
insulina e o exercicio tém efeitos similares estimulando a translocacdo dos GLUT-4,
contudo estes efeitos ocorrem por diferentes vias, sendo que, mesmo na auséncia
de insulina a atividade contratil muscular € capaz de estimular a translocacdo de
GLUT-4. O mecanismo exato para haver a translocacdo permanece incerto, sendo

propostas algumas hipoteses. A participagcdo da proteina quinase ativada por
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mitdogenos (MAPK) parece ser um ponto chave, sendo aumentada sua atividade na
contracdo muscular o que promove a translocagéo das vesiculas contendo GLUT-4.
O aumento das concentracfes de calcio miocelular e a presenca de Oxido nitrico
também séo aceitos como mediadores para translocacdo dos GLUT-4 estimulados
pela contracdo 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 concentracao de insulina para alcancar 50% da resposta
maxima de transporte de glicose (HOLLOSZY, 2005). Tal aumento é mediado pela
translocacdo de maior numero de GLUT4 para a superficie celular em resposta ao
estimulo da insulina (HOLLOSZY, 2005). Além disso, ocorre aumento na ligacdo da
insulina ao seu receptor (IR). O treinamento contribui para potencializar outros
pontos da via de sinalizacéo da insulina. Luciano e colegas (2002) mostraram que o
aumento da fosforilagdo do IRS e aumento da atividade da PI3-kinase causados
pelo treinamento fisico induzem melhora na responsividade & insulina em animais
diabéticos aloxanicos. Em cuidadosa revisdo da literatura, Pauli e colaboradores
(2009) apresentaram novos mecanismos de a¢éo do exercicio fisico na resisténcia a
insulina induzida pela obesidade, dentre os quais destacam a reducao da expressao
e/ou atividade de proteinas intracelulares que afetam a sinalizacdo da insulina, tal
como a proteina tirosina fosfatase 1B (PTP1B), jun N-terminal quinase (JNK),

inibidor kappa quinase (IKK) e 6xido nitrico sintetase induzivel (iNOS).
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3.2 EIXO GH-IGF-I, DIABETES E TREINAMENTO FiSICO

O crescimento corporal esta relacionado a diversos fatores, dentre os quais esta o
eixo GH-IGF, uma complexa interligacdo de horménios, proteinas transportadoras e
receptores.

O horménio do crescimento (GH) é uma molécula protéica composta por 191
aminoéacidos que circula, ao menos em parte, ligado a proteinas transportadoras do
GH denominadas GHBPs, que podem prolongar a atividade biologica deste
hormdnio. Até o momento, sabe-se que secrecdo do GH pela hipdfise anterior é
estimulada pelo hipotdlamo, que secreta o horménio liberador de GH (GHRH) e pela
grelina, horménio predominantemente secretado pelas células Gr do trato
gastrointestinal (KOJIMA et al., 1999). Contudo, o hipotdlamo também sintetiza a
somatostatina (SS), responsavel pela inibicdo da secrecdo de GH. Sabe-se que a
secrecdo do GH no homem e também em ratos, segue um padrao pulsatil de
secrecdo (ORTIZ-CARO et al., 1984; LEROITH et al., 2001).

Em experimentagdo animal, diversos estudos demonstraram haver redugdo nas
concentracbes de GH no sangue em animais diabéticos, quer seja o diabetes
induzido por aloxana (LUCIANO; MELLO, 1998; GOMES et al., 2003, 2006) ou por
estreptozotocina-STZ (BLUET-PAJOT et al., 1983) de forma evidente quando esta &
administrada em Unica e alta dose (KIM et al., 2006). Também as concentracdes de
GH na hipofise sdo reduzidas nos animais diabéticos apesar de ndo haverem
alteracbes nas representacbes somatotropicas (BLUET-PAJOT et al., 1983;
OLCHOVSKY et al., 1991). Desta forma, a secrecdo de GH pela hipofise parece ser

diminuida em animais diabéticos experimentais (OLCHOVSKY et al., 1991).

Se por um lado, o treinamento fisico aerdbio tem demonstrado interessantes
resultados em amenizar diversos prejuizos causados pelo diabetes, as baixas
concentracbes de GH no sangue de animais diabéticos parecem nao ser alteradas
pelo treinamento fisico aerébio moderado (LUCIANO; MELLO, 1998; GOMES et al.,
2006). Desta forma, estas evidéncias suportam a formulacdo de novas questdes,

dentre as quais estédo as relacionadas ao comportamento da hipofise neste contexto.
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O estudo das concentracfes hipofisarias de GH em animais diabéticos treinados

pode contribuir para esclarecer um pouco mais sobre este fenébmeno.

Outro elemento muito importante para o crescimento corporal € o fator de
crescimento semelhante a insulina (IGF). Os IGFs séo polipeptidios constituidos por
70 aminoacidos e sao responsaveis por intermediar as a¢des do GH que, ao se ligar
ao receptor, induz uma cascata de eventos que culminam na secrecao do IGF. Por
essa funcéo fora originalmente chamado de somatomedina. O IGF pode atuar de
forma enddcrina, paracrina ou autécrina estimulando o crescimento, proliferacéo e
diferenciacao celulares em diversos tecidos. Participam do sistema IGF dois ligantes
primérios o IGF-I e —ll, trés receptores de membrana (receptores de IGF-I, IGF-Il e
insulina), proteinas transportadoras de IGF (IGFBPs) e uma glicoproteina
denominada subunidade acido labil-ALS (FRYSTICK, 2004).

O principal 6rgédo sintetizador de IGF-I circulante € o figado, responsavel por
cerca de 75% da producao total, demonstrado por Sjogren e colaboradores (1999)
ao estudarem animais com completa auséncia da producdo de IGF-lI pelos
hepatocitos. Todavia, este peptideo € sintetizado pela maioria das células
(SJROGREN, 2002). Tal sintese pode ocorrer em resposta a ativacdo promovida
pelo GH ou de forma independente (POLLAK; ROSEN, 1999).

Em experimentagdo animal, a inducdo do diabetes por aloxana ou STZ causa
reducdo nos valores das concentracdes de IGF-I sérico em ratos Wistar e Sprague
Dawley (LI et al., 2004; GOMES et al., 2006; LEME et al., 2007). Alteragbes no IGF-I
tecidual também pode ser observada em determinados 6rgdos de animais
diabéticos. A concentracdo deste peptideo, analisada através de técnica de
dosagem de IGF-I em amostras teciduais, esteve diminuida no figado (LI et al.,
2004; LEME et al., 2007), musculo (GOMES et al., 2006) e em regibes do cérebro
como hipocampo (GOMES et al.,, 2009). No tecido pancreatico, Hansson e
colaboradores (1988) usando técnica similar demonstraram nao haver alteracdes no
IGF pancreatico de animais diabéticos. No mesmo estudo, o autor realizou
hipofisectomia e observou reducdo do RNAm de IGF-I nas células alfa, beta e delta
pancreaticas, sendo possivel, nesta situagcdo, um efeito direto da auséncia do GH. A
reducdo das concentracdes de GH em animais diabéticos dificulta a compreensao

desta relacdo neste modelo experimental. Aléem da auséncia de alteracdes nas
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concentracbes de IGF-I no péancreas diabético, estudos mais recentes foram
direcionados para observar os possiveis efeitos do IGF-I no pancreas diabético.

Apesar da evidente relevancia, estudos envolvendo os efeitos do IGF-I na
regeneracao pancreatica apresentam resultados conflitantes. Estudos realizados
com animais que superexpressam IGF-I pancreatico demonstraram recuperacao do
diabetes induzido por STZ apés acelerada regeneracéo das células beta (GEORGE
et al., 2002). Robertson e colaboradores (2008) demonstraram que, em condi¢des
normais, a superexpresséo de IGF-I no pancreas n&o promove o crescimento celular
nas ilhotas pancreéaticas enquanto que pouco tempo apos a injecdo de STZ os
animais transgénicos demonstraram reduzida apoptose das células beta. Contudo,
outros estudos tém contestado a importancia do IGF-I para regeneracdo de células
beta, demonstrando que o IGF-I tem um efeito inibitério, mesmo que indireto, no

crescimento celular das ilhotas (LU et al., 2004).

Em sintese, o eixo GH-IGF é um dos aspectos no qual o treinamento fisico
parece contribuir para amenizar determinados prejuizos no organismo diabético.
Todavia, existem questdes a serem respondidas, tais como relacionadas aos efeitos
do treinamento no organismo diabético nas concentracfes teciduais de GH na
hipdéfise e IGF-1 no pancreas, bem como as concentra¢des da grelina, um importante

secretagogo do GH (Figura 1).
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Figura 1. Esquema resumido de alguns efeitos do treinamento fisico no eixo GH-IGF-I em
animais diabéticos aloxanicos. A secrecdo do horménio do crescimento (GH) pela hipdfise é
estimulada (+) pelos horménios GHRH e grelina e inibida (-) pela somatostatina. A ligacédo
do GH ao seu receptor promove a secrecdo de IGF-1 nos tecidos alvos para efetuar acdes
de forma enddcrina, paracrina e autocrina. A secre¢do de GH, por sua vez, é influenciada
por alca inibitoria pelas concentracdes do proprio GH e IGF-I no sangue. Da mesma forma,
a producao e secrecao de grelina é inibida pela presenca sanguinea de GH. O diabetes
experimental aloxanico (D) parece aumentar (1) as concentragdes de grelina no sangue,
reduzir (|) as concentracbes de GH no sangue e hipofise, de IGF-I no sangue, figado,
musculo esquelético e hipocampo, sem alterar (=) no pancreas. O treinamento fisico aerébio
em animais diabéticos experimentais (Tr) parece recuperar (R) as concentracdes de IGF-|
no sangue, figado, muasculo e hipocampo, sem alterar o0 GH sanguineo. Em animais
diabéticos experimentais, os efeitos do treinamento fisico aer6bio nas concentragcbes de
IGF-I no pancreas, GH na hipdfise e grelina no sangue e estbmago néo sédo conhecidas.
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3.3 ACOES DA GRELINA NO EIXO GH-IGF E NO CONTROLE DA FOME

Na busca por esclarecer melhor a interacdo entre as substancias envolvidas
no eixo GH-IGF, a partir de 1984, com estudos de Bowers e colaboradores, foi
inserida uma nova classe de secretagogos de GH (GHS), melhor entendida apés a
clonagem do receptor de GHS (GHS-R) apresentada nos trabalhos de Howard e
Pong e devidos colaboradores (1996). Desta forma, em 1999, foi isolado por Kojima
e colaboradores um novo peptideo nas células enddcrinas gastricas, que ativa a
secrecdo de GH pela ligacdo e ativacdo do GHS-R que, entdo, fora chamada de
grelina. O nome grelina € oriundo do inglés ghrelin (Ghre em linguagem proto-indo-
européia corresponde a grow que significa crescimento) (KOJIMA et al., 2005).

A grelina € composta de 28 aminoacidos com uma modificagdo octandica no seu
grupo hidroxil sobre a serina 3 e foi isolada da mucosa oxintica do estdmago
(KOJIMA et al., 1999). Dois tergos da grelina circulante é produzida nas células Gr
da mucosa oxintica do estbmago (DATE et al., 2000). Pequenas quantidades de
grelina, contudo, sdo também produzidas em outros tecidos como pancreas,
placenta, gbnadas, tireéide, adrenal, rim, coracdo, olhos, pituitaria e hipotalamo,
entre outros, produzindo efeitos principalmente autécrino/paracrino (VAN DER LELY
et al., 2004; HOSODA et al., 2006; KOJIMA; KANGAWA, 2006; DAVENPORT et al.,
2005; KOJIMA et al., 2005; TRITOS; KOKKOTOU, 2006; ROCHA-SOUSA et al.,
2006; GNANAPAVAN et al., 2002).

Para agir, a grelina se liga ao seu receptor (GHS-R1) que é classificado em
duas variantes, GHS-R1a e GHS-R1b. O efeito da grelina na secre¢do de GH inicia
com a sua ligacdo ao receptor GHS-R1a nas células somatotréficas da pituitaria,
ativando-o (MALAGO'N et al., 2003), simultaneamente ao aumento da secrecdo de
GHRH e a diminuicdo de somatostatina pelos neurdnios hipotalamicos. Isto é
demonstrado com a administracdo de grelina exdégena que inicia um rapido, forte e
dose-dependente aumento na secrecdo de GH. Por outro lado, alta dose de GH
exdgeno diminui os niveis de grelina, reforcando a hipétese que ocorre um feedback
gue inibe a secrec¢ao de grelina na presenca de GH. A expressdo de RNAm de GHS-
R1 é inibida pelo GH e IGF-I e aumentada pelo GHRH (VESTERGAARD et al.,
2007).
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O fato de ser produzida no estbmago e o GHS-R1a ser vastamente expresso nao
apenas na pituitaria, mas também no hipotdlamo, fomentaram a hipétese de que,
além de secretagogo do GH, a grelina poderia estar relacionada ao controle da
fome, consumo alimentar e balanco energético (WILLESEN et al., 1999; ASAKAWA
et al., 2001). O GHS-R1 é, ainda, expresso em areas do sistema nervoso central que
afetam ritmos bioldgicos, cogni¢do, disposicdo, memdria e aprendizado. Nos tecidos
periféricos o GHS-Rla é encontrado no estdémago, intestino, pancreas, tiredide,
gbnadas, adrenal, figado, ossos, coracdo e sistema vascular, podendo ser
futuramente encontradas outras func¢des para a grelina (VAN DER LELY et al., 2004;
HOSODA et al.,, 2006; KOJIMA; KANGAWA, 2006; DAVENPORT et al., 2005;
KOJIMA et al., 2005; TRITOS; KOKKOTOU, 2006; ROCHA-SOUSA et al., 2006;
GNANAPAVAN et al., 2002).

No que se refere a regulacdo da fome e peso corporal, a grelina tem funcdo na
fome pré-refeicdes. A infusdo de grelina estimula em animais e humanos a ingestéo
espontanea de alimento (LAWRENCE et al., 2002; WREN et al., 2001). Além destas
importantes funcdes, os niveis de grelina correlacionam-se inversamente as
alteracdes no peso corporal (CUMMINGS et al., 2002), diminuem o gasto energético
(YASUDA et al., 2003), lipélise (BARAZZONI et al., 2005), apoptose de adipécitos
(KIM et al., 2004), atividade do sistema nervoso simpatico (YASUDA et al., 2003),
temperatura corporal (TSUBONE et al., 2005), producdo de citosinas pro-
inflamatorias (DIXIT et al., 2004) e atividade locomotora (TANG-CHRISTENSEN et
al., 2004).

Recentes pesquisas também demonstraram os efeitos da grelina no
metabolismo de glicose e lipideos. A grelina tem efeitos hiperglicémicos estimulando
a producédo hepatica de glicose e gliconeogénese (MURATA et al., 2002). A glicose
e insulina, por outro lado, influenciam negativamente a secrecéo de grelina (SHIIYA
et al., 2002).

As acdes da grelina podem ser reguladas por: 1) expressdo e secre¢ao de
grelina; 1) expressdo do receptor; lll) alteragbes na sensibilidade do receptor a

grelina.

Determinados hormonios e substancias como a insulina (FLANAGAN et al.,
2003), GH (QI et al., 2003), IGF-I (GRINSPOON et al., 2004), testosterona
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(PAGOTTO et al.,, 2003) afetam as concentragbes de grelina circulante. Assim
também, condi¢des clinicas como diabetes mellitus tipos 1 e 2 podem contribuir para
alterar estas concentracdes (CELI et al., 2005; POYKKO et al., 2003). A regulacéo
da expressdo de GHS-Rla também apresenta uma funcdo chave nas acdes da
grelina nos tecidos alvos. A expressédo de GHS-R1a pode ser inibida pelo GH, IGF-I
(KAMEGAI et al., 2005) e leptina (NOGUEIRA et al., 2004) e aumentada pelo GHRH
(KINEMAN et al., 1999).

Além desses fatores, a concentragcdo de grelina circulante € responsiva ao
desbalanco energético agudo ou crénico, como aumento pré-prandial e diminuicdo
pos-prandial, tendo picos de secrecdo precedendo a ingestdo alimentar e na
privagcdo alimentar durante a noite (CUMMINGS et al., 2004; TOLLE et al., 2002;
CUMMINGS et al., 2001). Os mecanismos de regulagdo pré-prandial da grelina
provavelmente sao disparados pelo SNC (MUNDINGER et al.,, 2006) enquanto a
intensidade e duracdo da supresséo da concentracdo de grelina esta relacionado ao
namero de calorias ingeridas e tipo de alimento, sendo os lipideos menos eficazes
que carboidratos ou proteinas (OVERDUIN et al., 2005).

3.4 GRELINA E EXERCICIO FiSICO

Os efeitos do exercicio fisico nas concentragcbes de grelina tém sido
estudados recentemente. Um estudo interessante, realizado por Dall e colegas
(2002) demonstrou que o exercicio submaximo predominantemente aerdbio foi
suficiente para aumentar a secrecdo de GH em sujeitos saudaveis, mas insuficiente
para sujeitos com producdo deficiente de GH. Em ambos 0s grupos, contudo, as
concentracdes plasmaticas de grelina ndo sofreram alteracdes. Este resultado pode
indicar ainda que a grelina pode néo estar envolvida na estimulacdo da secrecdo de

GH induzida pelo exercicio.

Outros estudos também n&do encontraram alteracdes nos valores de grelina

no exercicio agudo em diferentes intensidades (SCHIMIDT et al., 2004,
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POMERANTES et al.,, 2006; JURIMAE et al., 2007), enquanto outros autores
demonstraram diminuicdo (GHANBARI-NIAKI et al., 2006; BROOM et al., 2007,
VESTERGAARD et al., 2007 ).

Alguns estudos mais recentes tém buscado esclarecer as relacbes entre
exercicio fisico cronico e grelina. Ebal (2007) e Ghanbari-Niaki (2009) com seus
colaboradores demonstraram que o exercicio fisico crénico reduz os valores de
grelina no sangue e musculo séleo de ratos. Em humanos, o treinamento fisico
aerobio aumentou os valores de grelina em mulheres obesas (FOSTER-SCHUBERT
et al., 2005), mas nao alterou este parametro nos estudos de Morpugo e
colaboradores (2003). De forma relevante, Kraemer e Castracane (2007) em mini-
revisdo, e Leidy e colaboradores (2004) em artigo original apontam para outros
fatores que podem estar diretamente relacionados a alteragbes na grelina em
resposta ao exercicio fisico crénico, como alteracées na massa corporal ou funcao

reprodutiva.

A hiperfagia encontrada no diabetes experimental e os efeitos do treinamento
fisico nesta excessiva ingestao alimentar podem ser interessantes modelos para o
estudo do comportamento da grelina e demais hormdnios relacionados a fome como
a leptina, visto que ambas estdo ligadas a hiperfagia diabética (SINDELAR et al.,
1999; ISHII et al., 2002).

3.5 LEPTINA, HIPERFAGIA DIABETICA E EXERCICIO FiSICO

A leptina (do grego leptos, i.e. magro) € uma proteina com estrutura helicoidal
similar a citosinas que foi descoberta em 1994 a partir do isolamento do gene ob
(ZHANG et al., 1994). O local onde a expresséo de leptina é mais abundante é o
tecido adiposo. Porém, a leptina também €& expressa pelo musculo esquelético,

epitélio mamario, placenta e o cérebro (KRAEMER et al., 2002).

A principio, a leptina foi identificada por sua habilidade em regular a fome e o

peso corporal via hipotalamo, inibindo a formacéo de neuropeptidios relacionados a
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fome (JACOB et al, 1997; SPIEGELMAN; FLIER, 2001). Contudo, tém-se
evidenciado outras funcbes importantes da leptina em diversos 6rgdos incluindo

placenta, ovarios, musculo esquelético e estomago (HARVEY, 2007).

O nivel de RNAm no tecido adiposo e da concentracdo sanguinea de leptina
variam em determinados quadros patoldgicos. Estudos realizados envolvendo
diabetes tipo 1 apresentaram diminuicdo nos niveis plasméticos de leptina, o que
contribui para hiperfagia diabética (SINDELAR et al., 1999).

A insulina e a leptina sédo secretadas em proporcao aos estoques de gordura
e ingestao alimentar. A deficiéncia de insulina (diabetes) e leptina (ratos ob/ob) séao
associadas com marcada hiperfagia, caracteristica clinica do diabetes (SINDELAR et
al.,, 1999). A secrecao de leptina é dependente da estimulacdo da insulina no
adipdcito (HAVEL et al., 1998). Assim, no diabetes induzido por drogas como a STZ
foram observadas diminuigcbes nas concentracdes de leptina, podendo este fato
estar relacionado a reducdo no transporte de glicose no tecido adiposo, o que pode
contribuir para diminuicdo na producao de leptina (HAVEL et al., 1998). Desta forma,
as concentracbes plasmaticas de leptina estdo relacionadas positivamente aos
indices de secrecdo de insulina e negativamente a sensibilidade a insulina (LARSON
et al., 1996). Estudos tém demonstrado que a leptina tem efeito hipoglicemiante
podendo contribuir na prevencao e terapia diabética (OGAWA et al., 1999; IDAKA,
2002).

A relacdo entre eixo GH-IGF-I e a leptina ainda € incerta. Alguns estudos
demonstraram que a leptina regula a secrecdo de GH em roedores (CARRO et al.,
1999; TANNENBAUM et al., 1998; VUAGNAT et al., 1998; LAPAGLIA et al., 1998) e
que a deficiéncia de GH aumenta a concentracdo sérica de leptina

proporcionalmente a taxa de gordura corporal (MARZULO et al., 2002).

Estudos demonstraram que o IGF-I exdgeno pode reduzir a expresséao de leptina
no tecido adiposo (BONI-SCHNETZLER et al.,1999; YAMAZA et al.,, 2007) nao
sendo possivel, contudo, afirmar que a expressdo de RNAm de leptina seja
controlada pelo IGF-I (HOUSEKNECHT et al., 2000). Um estudo interessante
realizado em ratos com auséncia total da producdo de IGF-I hepatico (IGF-I

knockout) apresentou que neste modelo experimental os animais tém niveis maiores
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de leptinemia, aproximadamente o dobro da concentragdo desse hormoénio no
sangue (SJROGREN et al., 2001).

A expressdo de RNAmM e a concentracdo sérica de leptina séo influenciadas por
determinados fatores ambientais. Entre estes fatores estdo a exposicdo ao frio, o
jejum e o exercicio fisico. O exercicio fisico parece agir como regulador da leptina,
contudo os resultados até 0 momento sédo controversos. Alguns autores relatam nao
haver alteracdo apds exercicio agudo ou treinamento, enquanto outros apontam

diminuic&o nos valores séricos e teciduais de leptina.

Mota e Zanesco (2007), apds revisao da literatura, concluiram que os estudos
gue tém investigado os efeitos do exercicio fisico na leptina ainda ndo apontam uma
resposta clara. As razfes para isto sdo os diferentes protocolos de exercicio fisico e
diferencas genéticas quando os estudos sao realizados com humanos, pois

polimorfismos em alguns genes acarretam diferentes respostas frente ao exercicio.

Em estudos envolvendo exercicio crbnico alguns autores ndo encontraram
diferencas significativas (DIRLEWANGER et al., 1997; PERUSSE et al., 1997;
MORAES et al., 2005), enquanto outros encontraram reducdo tanto em humanos
(PASMAN et al., 1998; RESELAND et al., 2001) quanto em ratos (JEN et al., 2003;
ESTADELLA et al., 2004) apds treinamento fisico, bem como reverséo parcial da
resisténcia a leptina induzida pela dieta hiperlipidica (STEINBERG et al., 2004).

O estudo dos efeitos do treinamento fisico na hiperfagia diabética, bem como nos
hormdnios grelina e leptina, podem contribuir para esclarecer esta relagéo e apontar
vias pelas quais o exercicio fisico pode contribuir para melhoria do quadro diabético

sendo a hiperfagia um de seus principais aspectos.
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4 MATERIAL E METODOS

Para desenvolver este estudo, foram utilizados cerca de 110 ratos adultos da
linhagem Wistar (Rattus Norvegicus Albinus Wistar) com aproximadamente 45 dias
de idade, provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual Paulista
(UNESP) de Botucatu e mantidos no biotério do laboratorio de Biodindmica do
Departamento de Educacao Fisica, Instituto de Biociéncias da UNESP-Rio Claro-SP.
Os animais foram alojados em gaiolas de polietileno (3-4 ratos por gaiola), mantidos
a temperatura controlada de 25° C e fotoperiodo controlado de 12 horas claro/12
horas escuro e alimentados com racdo balanceada padrdo Purina® e agua “ad
libitum”. Todos os procedimentos utilizados neste trabalho seguiram as
determinacdes éticas do Colégio Brasileiro para Experimentacdo Animal e foram
revisados e aprovados pelo Comité de Etica para Experimentacdo Animal da
Universidade de Taubaté (CEEA/UNITAU n° 025/08), sob protocolo n® 026/2005.

4.1 INDUCAO DO DIABETES E DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os ratos foram anestesiados moderadamente com éter etilico e, em seguida,
receberam aloxana monoidratada Sigma® (32 mg/kg de peso corporal) dissolvida em
tampéo citrato 0,01M, pH 4,5. Em seguida, os animais foram recolocados nas
gaiolas e receberam durante o primeiro dia apos a aloxana, uma solugéo de agua e
glicose (15%), além de racdo (LUCIANO; LIMA, 1997). Sete dias apos a
administracdo da droga, foi realizado teste de glicemia (Kit comercial- Laborlab®
método enzimatico colorimétrico da glicose oxidase-peroxidase) para comprovacao
do estado diabético dos animais. Foram considerados diabéticos apenas aqueles

gue apresentaram glicemia igual ou superior a 250 mg/dL.
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Apbs estes procedimentos, foi registrada a massa corporal dos animais para
serem distribuidos nos grupos sedentérios e treinados conforme a massa corporal
para animais controles e glicemia e massa corporal para animais diabéticos, com
objetivo de obter igual distribuicdo dos animais nos grupos baseada nestes

parametros.
Desta forma, os animais foram distribuidos nos grupos:

Controle Sedentario (CS) - ratos controles que ndo foram submetidos ao

protocolo de exercicios fisicos (n=10);

Controle Treinado (CT)- ratos controles que foram submetidos ao protocolo de
exercicios fisicos(n=9);

Diabético Sedentario (DS) - ratos diabéticos aloxanicos que ndo foram
submetidos ao protocolo de exercicios fisicos(n=10);

Diabético Treinado (DT) - ratos diabéticos aloxanicos que foram submetidos

ao mesmo protocolo de exercicios fisicos do grupo controle treinado (n=9).

4.2 PROTOCOLOS DE TREINAMENTO

Antes de iniciar o treinamento fisico, os animais foram submetidos a um
periodo adaptativo para reduzir a resposta a situacdo estressora e adapta-la ao
exercicio fisico de natacao.

Todos os ratos que participaram do treinamento fisico foram submetidos a
testes de esforco para a identificacdo da maxima fase estavel de lactato (MFEL). A
MFEL equivale a mais alta concentracdo de lactato sanguineo onde sua entrada na
circulacdo € compensada pela remoc¢éo durante exercicios com cargas constantes.
Segundo Heck e colaboradores (1985) sua determinacdo tem se mostrado util na
prescricdo de exercicios e na avaliacdo do condicionamento aerdbio. Gobatto seus
colaboradores (2001) descreveram um protocolo para a determinagéo da MFEL para
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ratos durante exercicio de natagdo, que foi utilizado no presente estudo. Em sintese,
os animais foram submetidos a uma série de testes de natagdo suportando
sobrecargas constantes em relacdo ao peso corporal. Estas cargas foram
crescentes entre os testes até que ndo fosse mais possivel estabilizacdo das
concentragdes de lactato sanguineo durante a sessdo de exercicio. No presente
estudo, cada teste consistiu de 30 minutos de natagdo continua suportando uma
carga, com coleta de sangue, por corte na extremidade da cauda a cada 5 minutos
para a determinacdo das concentracdes de lactato. Uma Unica inciséao foi suficiente
para obter as amostras, nas quais a concentracdo de lactato foi determinada em
analisador de lactato. Houve intervalo de 48 horas entre os testes. O critério de
estabilizacdo empregado foi a diferenca igual ou inferior a 1,0mM de lactato
sanguineo entre 10 e 25 minutos de exercicio.

A figura 2 apresenta os valores das porcentagens de peso corporal das
cargas encontradas equivalentes a MFEL dos grupos controle e diabético. Houve
diferenca entre os grupos (P<0,05).

Cargas de treinamento (%)

Cargas de treinamento (%)

Grupos

Figura 2. Cargas em porcentagem do peso corporal correspondentes a MFEL dos animais
controles e diabéticos (P<0,05 - teste de Mann Whitney).

Apo6s a determinagdo da MFEL, foi iniciado o protocolo de treinamento que
consistiu de natacdo por 60 minutos diarios, 5 dias por semana, durante 8 semanas
consecutivas, suportando sobrecarga equivalente a 90% da MFEL determinada de
forma individual.
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As sessdes de natagdo foram realizadas em recipiente de amianto com 100
centimetros (cm) de comprimento, 70 cm de largura e 60 cm de altura. Os
recipientes foram preenchidos com agua numa profundidade de 40 cm, de tal forma
gue os animais ndo pudessem apoiar a cauda no fundo do tanque. A temperatura da
agua foi controlada por meio de um aquecedor elétrico, sendo mantida em 31° C +
1° C, durante a realizac&o do exercicio (AZEVEDO, 1994).

Um teste agudo (25 minutos suportando uma carga equivalente a 90% da
MFEL) foi realizado na sétima semana para confirmar a eficacia do treinamento
fisico. Neste teste agudo as concentracfes de lactato ao repouso e apos 5,10, 15,
20 e 25 minutos de exercicio foram analisados (tabela 1). Neste parametro, os

animais treinados tiveram valores de lactato menores que os animais nao treinados.

Tabela 1 — Concentragdo de lactato (mmol/l) durante os 25 minutos de exercicio fisico
agudo com carga equivalente a 90% da MFEL

Lactato 0 5 10 15 20 25
durante o
Xercicio
Grupos
CSs 1,5+0,5 4,7+15 7+0,6 7,5+1,3 8,3+0,9 8,5+0,4
CT 1+0,1 41+1.1 6,1+0,52 59+14 6,2+1° 5,5+1,72
DS 1,5+0,7 4,812 6,5+0,9 6,9+1,1 8,1+0,5° 8,1+1,5°
DT 1,4+1.7 42+15 55+1°% 5,1+1,3 5,9+0,9*° 5,3+1,3%°

Valores expressos como média + desvio padréo. a # de CS; b # de CT; b # de DS. (ANOVA,
post-hoc de Bonferroni; p<0,05).
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4.3 AVALIACOES PREVIAS AO SACRIFICIO DOS ANIMAIS

Durante o periodo experimental, foram registrados semanalmente os valores
de massa corporal, ingestdo alimentar e hidrica para posterior analise. Com o
mesmo obijetivo, ao final do experimento foram coletados o comprimento e massa
corporal dos animais. Os resultados de ingestdo alimentar e hidrica foram
registrados por gaiola e apresentados em gramas ou mililitros ingeridos por quilo de
rato, proporcionalmente a soma das massas dos animais mantidos na gaiola. Foram

também realizadas avaliacGes de glicemia para confirmacéo do diabetes.

4.4 AVALIACOES APOS O SACRIFICIO DOS ANIMAIS

Ao final do periodo experimental, os animais foram mantidos em repouso por
48 horas ap0s a Ultima sessdo de exercicios, sem jejum prévio. ApGs a eutanasia,
ocorrida com prévia anestesia em camara de gas carbonico (CO2) e posterior
decapitacdo, o sangue foi coletado e posteriormente centrifugado a 3000 rotacdes

por minutos (RPM) por 10 minutos. Do soro foram realizadas as seguintes analises:

*Glicemia: A concentragdo de glicose sérica foi determinada pelo método
enzimatico colorimétrico da glicose oxidase-peroxidase através de kit comercial
(Laborlab®) (HENRY, 1974).

sInsulinemia: Para determinagdo da concentragdo de insulina sérica foi
utilizado método de radioimunoensaio (RIA) - Kit Coat-A-Count da Diagnostic

Products Corporation (DPC) de fase soélida.

Albuminemia: A concentracdo seérica de albumina foi determinada pelo
meétodo colorimétrico do verde de bromocresol lido em espectofotometro (HENRY,
1974)
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Trigliceridemia: foi determinada pelo método enzimatico- colorimétrico atraves

do kit triglicerideos GPO-PAP (Laborlab) e lido em espectrofotémetro.
O sangue também foi coletado para as seguintes anélises:

* GH: Foi determinado pelo método de RIA pela técnica duplo anticorpo/PEG
utilizando kit comercial — (Rat Growth Hormone -Linco)

* IGF-I: Foi determinado pelo método de ensaio imuno-enzimético (ELISA)

utilizando kit comercial (DSL- Diagnostic Systems Laboratories).

 Leptina: Foi determinada pelo método de ELISA pela técnica double-sandwich
antibody utilizando kit comercial (Mouse/Rat Leptin Enzyme Immunoassay Kit-

Spibio-Cayman).

» Grelina: Apos coleta de 500 ul de sangue em tubo contendo 5ul de acido p-
hidroximercuribenzéico (PHMB), este foi centrifugado e acrescido &cido cloridrico
(HCL) ao sobrenadante. Apds nova centrifugacao o sobrenadante foi utilizado para
determinacdo da grelina pelo método de ELISA pela técnica double-sandwich
antibody utilizando kit comercial (Rat Acylated Ghrelin Enzyme Immunoassay Kit-

Spibio-Cayman).

* Avaliagdes teciduais: O estdbmago foi retirado e pesado. Em seguida, foi lavado
com soro fisiolégico (NaCl-0,9%) e pesado novamente. Foram retiradas amostras
dos seguintes tecidos: amostras do figado para avaliacdo de proteina, DNA e IGF-I;
do pancreas para proteina, DNA e IGF-I; da hipo6fise para GH; do tecido adiposo
branco para avaliacdo de proteina, DNA e leptina; e do fundo do estdmago para

avaliacdo de proteina, DNA e grelina.

* Proteinas: Foram obtidas pelo método proposto por LOWRY et al. (1951),

sendo lidas em espectrofotdbmetro.

* DNA: Foi avaliado pelo método da difenilamina e lido em espectrofotdmetro
(GILES; MAYERS, 1965).

» Triglicerideo (TG): As amostras foram sonicadas em tubos contendo tritonX-
100 (0,1%) e o sobrenadante foi extraido para a determinacdo do TG pelo método
enzimatico- colorimétrico através do kit triglicerideos GPO-PAP (Laborlab) e lido em
espectrofotometro (BELMONT, 2004).
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* IGF-1 tecidual: As amostras dos tecidos hepatico e pancreatico foram
homogeneizadas e, em seguida, adicionado acido acético (1M) na propor¢do 5 ml
por grama de tecido. ApOs centrifugacdo do material foi realizada a extracdo por
acido aceético. 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 concentracfes do peptideo IGF-I foram entdo

obtidas pelo método de ELISA utilizando-se kit comercial.

* GH tecidual: A amostra da hipofise foi homogeneizada em polytron e a
extracao feita por acido acético aminometano —HCL- buffer (pH 7.8) dos métodos de
Dércole e colaboradores (1986) e Davalli e colaboradores (1999). As concentracdes
de GH foram determinadas pelo método de radioimunoensaio (RIA) (Rat Growth

Hormone Ria Kit- Linco)

.» Leptina tecidual: A amostra do tecido adiposo epididimal foi homogeneizada
em polytron em buffer Krebs-Ringer suplementado com HEPES contendo 0,1mg/ml
de fenilmetilsulfonilfluorido e 200 IU/ml de aprotinina. O homogenato foi centrifugado
(10000/10 min). A dosagem foi feita pelo método de ELISA pela técnica double-
sandwich antibody utilizando kit comercial (Mouse/Rat Leptin Enzyme Immunoassay
Kit Spibio-Cayman) (ATTOUB et al., 1999).

* Grelina tecidual: A amostra da regido do fundo do estdmago foi pesada
(aproximadamente 200 mg) e homogeneizada no polytron em tubo contendo 2 mL
de solucdo HAc/HCI. O homogenato foi fervido (20 minutos) e centrifugado (3000
rpm/5min). O sobrenadante foi separado, neutralizado para pH 6,9. Em seguida, foi
realizada a dosagem do horménio pelo método de ELISA utilizando a técnica
double-sandwich antibody utilizando kit comercial (Rat Acylated Ghrelin Enzyme
Immunoassay Spibio-Cayman) (LEE et al., 2002).
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4.5 ANALISES ESTATISTICAS

A andlise estatistica foi realizada inicialmente pelo teste de normalidade de
Kolmorogorov-Smirnov e homocedasticidade de Bartlett e, em seguida, os
resultados foram avaliados estatisticamente por meio da analise de variancia
(ANOVA), com aplicagao do teste “post-hoc” de Bonferroni ou teste t com correcao
de Bonferroni quando necessério, para os valores que apresentaram normalidade e
homocedasticidade. Para os demais valores foi utilizado o teste ndo-paramétrico de
Kruskal-Wallis. O nivel de significancia foi estabelecido em 5% (p<0,05). Os
resultados foram expressos como média + desvio padréo. Os softwares Statistica® e

GraphPad Prism® foram utilizados para os testes estatisticos.
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5 RESULTADOS

A tabela 2 e figura 3 apresentam os valores de massa e comprimento corporal
ao final do periodo experimental e a diferenca entre valores inicial (primeira semana)
e final (Gltima semana) da massa corporal. Nestes parametros, o diabetes causou
reducdo e o treinamento fisico ndo alterou estes valores nos animais controles nem

nos animais diabéticos.

Tabela 2 - Massa corporal (g), diferenca final-inicial da massa corporal (g) e comprimento
corporal (cm) dos animais pertencentes aos grupos controle sedentario (CS),
controle treinado (CT), diabético sedentario (DS) e diabético treinado (DT) ao
final do periodo experimental.

Grupos CS CT DS DT
Parametros
Massa corporal 508+65 463+38 30650 *°  298+582°
Diferenca final-inicial da  111+30 72412 -12+742P  -16+272P
massa corporal
Comprimento 26,5+1,1 26,6+0,7  23,9+1%° 23,9+142P

Valores expressos como média + desvio padrdo. a # de CS; b # de CT. (ANOVA, post-hoc
de Bonferroni; p<0,05).
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Figura 3. Valores de massa corporal final (A), diferenca da massa final e inicial (B) e
comprimento naso-anal (C) dos animais pertencentes aos grupos controle sedentario (CS),
controle treinado (CT), diabético sedentario (DS) e diabético treinado (DT). Em (A) e (C) os
dados foram registrados no ultimo dia das oito semanas do periodo experimental. Em (B), os
dados foram registrados nas semanas inicial e final do periodo experimental. a # CS e b #
CT. ANOVA, Post hoc de Bonferroni (P<0,05).
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As ingestdes alimentar e hidrica foram aumentadas nos grupos diabéticos
(DS e DT) comparados aos controles (CS e CT). Os animais diabéticos treinados
ingeriram, em média, menores quantidades de comida que os diabéticos sedentarios
(tabela 3 e figura 4).

Tabela 3 - Valores médios de ingestao alimentar (g/kg de rato) e ingestédo hidrica (ml/kg de
rato) dos animais pertencentes aos grupos controle sedentario (CS), controle
treinado (CT), diabético sedentario (DS) e diabético treinado (DT) coletados
semanalmente durante o periodo experimental.

Parametros
Ingestao alimentar 58,2+3,4  60,4+2,3 194,1+8,2 3%  162,6+20,13P°¢
Ingest&o hidrica 98,4421,2 100,8+30,5 931,7+147,12P  759,5+74,22°

Valores expressos como média = desvio padrdo. a # de CS; b # de CT; C # de DS.
(ANOVA, post-hoc de Bonferroni; p<0,05).
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Figura 4. Valores médios de ingestdo alimentar (A) e ingestdo hidrica (B) dos animais
pertencentes aos grupos controle sedentario (CS), controle treinado (CT), diabético
sedentario (DS) e diabético treinado (DT) coletados semanalmente durante o periodo
experimental. a # CS; b # CT; ¢ # DS. (ANOVA, post-hoc Bonferroni p<0,05).
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Os valores de glicemia e trigliceridemia foram aumentados nos animais
diabéticos (DS e DT) e ambos foram reduzidos no grupo diabético treinado quando

comparados aos valores do grupo diabético sedentario (tabela 3 e figuras 5B e 5C).

A tabela 4 e o grafico 5A apresentam os valores de insulina sérica. A inducao
do diabetes reduziu estes valores nos animais de ambos os grupos (DS e DT) e o
treinamento fisico ndo alterou os valores deste parametro. A albumina sérica foi
igual em todos os grupos, ndo sofrendo alteragcdes nem pela indugédo da doenca,
nem pelo treinamento fisico (tabela 3 e figura 5D).

Tabela 4 - Valores de insulinemia (ng/ml), glicemia (mg/dl), trigliceridemia (mg/dl) e
albuminemia (g/dl) dos animais pertencentes aos grupos controle sedentario
(CS), controle treinado (CT), diabético sedentario (DS) e diabético treinado
(DT) ao final do periodo experimental.

Parametros

Insulinemia 0,38+0,18 0,39+0,19 0,04+0,02®°  0,04+0,012°
Glicemia 129,7+12,1 106,6+15,1 396,8+42,8*" 360,2+34,52"°
Trigliceridemia 97,7#17,3 121,7412,9 238,2+#38%"  189,3+61,6 *"°
Albuminemia 4,2+0,4 4,3+0,6 4+0,5 3,8+£0,5

Valores expressos como média + desvio padrdo. a # CS; b # CT; ¢ # DS. (Para glicose,
triglicerideos e albumina: ANOVA, post-hoc Bonferroni p<0,05; Para insulina: ANOVA, teste
ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis).



37

Insulinemia (ng/dL)

Glicemia (mg/dL)

0.8-
500+ ab

o ab,c
3 ~ 4004 1

(o] o

= >

o T £ 300+

£ ; ©

@ e Z ol

£ :E:E:E:E:E: § 200

2 e 2

£ il ap 2P o

S
i = rmim
o & > o & I
Grupos Grupos
A B
Trigliceridemia (mg/dL) Albumina Sérica (g/dL)

T 300 a,b 61

o ab,c

S 1T T -

= g

© 200+ \9

£ g

)] =

S T E

3 '™ S 2

2 e <

o e

|: 0- T T

& & & &
Grupos Grupos
C D

Figura 5. Valores de insulinemia (A), glicemia (B), trigliceridemia (C) e albuminemia (D) dos
animais pertencentes aos grupos controle sedentario (CS), controle treinado (CT), diabético
sedentario (DS) e diabético treinado (DT) ao final do periodo experimental. a # CS; b # CT; ¢
# DS. (Para glicose, triglicerideos e albumina:ANOVA, post-hoc Bonferroni p<0,05; Para

insulina: ANOVA, teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis).
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O conteudo de horménio do crescimento (GH) sérico esteve reduzido nos
grupos diabéticos sedentario e treinado, comparados ao grupo controle sedentério.
Resposta semelhante foi encontrada no conteudo de GH hipofisario (tabela 5 e

figura 6).

Tabela 5 - Contetdo de horménio do crescimento (GH) sérico (ng/ml) e hipofisario (ng/mg)
dos animais pertencentes aos grupos controle sedentario (CS), controle
treinado (CT), diabético sedentério (DS) e diabético treinado (DT) ao final do
periodo experimental.

Parametros

GH sérico 1,3+0,7  0,9+0,3 0,6+0,3% 0,5+0,1%

GH hipofisario 1,3+0,3 1,1+0,5 0,8+0,2° 0,7+0,1°

Valores expressos como média + desvio padrdo. a # de CS; (ANOVA, post-hoc Bonferroni
p<0,05).
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Figura 6. Valores de conteudo de horménio do crescimento (GH) sérico (A) e hipofisario (B)
dos animais pertencentes aos grupos controle sedentario (CS), controle treinado (CT),
diabético sedentario (DS) e diabético treinado (DT) ao final do periodo experimental. a # CS
(ANOVA, post-hoc Bonferroni p<0,05).
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As concentracdes do fator de crescimento semelhante a insulina-I (IGF-I)
foram analisadas no sangue, figado e pancreas. O IGF-| sérico e hepético esteve
reduzido nos animais diabéticos sedentarios comparados aos controles (CS e CT).
Os animais diabéticos treinados, contudo, ndo apresentaram diferencas quando

comparados aos demais grupos estudados (tabela 6 e figura 7).

O contetudo de IGF-I pancreatico diferiu do comportamento encontrado no
sangue e figado. Os valores deste parametro nos animais diabéticos treinados foram
maiores que os demais grupos estudados. Os valores dos animais do grupo DS

foram maiores comparados aos animais do grupo CT (tabela 6 e figura 7C).

Tabela 6 - Conteudo de fator de crescimento semelhante a insulina-1 (IGF-I) sérico (ng/ml),
hepético (ng/g) e pancreético (ng/g) dos animais pertencentes aos grupos
controle sedentario (CS), controle treinado (CT), diabético sedentario (DS) e
diabético treinado (DT) ao final do periodo experimental.

Parametros

IGF-I sérico 20,8445 20,5+2,3 15,0+2,6 2° 16,5+1,5
IGF-I hepético 43,7436 39,7474 32,7456 36,5+3,9
IGF-I pancreéatico 26,2+#17,1 155+9,9 37,2+20,3" 62,3+38,32P°

Valores expressos como média + desvio padréo. a # de CS; b # de CT; ¢ # de DS. (ANOVA,
post-hoc Bonferroni p<0,05).
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Figura 7. Conteudo de fator de crescimento semelhante a insulina-I (IGF-1) sérico (A),
hepatico (B) e pancreatico (C) dos animais pertencentes aos grupos controle sedentario
(CS), controle treinado (CT), diabético sedentario (DS) e diabético treinado (DT) ao final do
periodo experimental. a # CS; b # de CT; ¢ # de DS. (ANOVA, post-hoc Bonferroni p<0,05).
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A tabela 7 e a figura 8 (A-D) apresentam valores relacionados a parametros
hepéticos. A dosagem do conteddo de proteinas no figado, bem como a razéo
proteina/DNA demonstrou valores menores nos animais do grupo DS comparado
aos controles para estes dois parametros. Os animais do grupo DT tiveram valores
menores de razéo proteina/DNA apenas quando comparados aos animais do grupo
CT. Os valores de DNA néao diferiram entre os grupos estudados (figura 8A-C).

Com relacdo aos valores de triglicerideos hepaticos, os animais diabéticos
sedentarios tiveram, em média, valores menores que 0s animais dos grupos
controles (CS e CT). O valor do grupo DT néo foi diferente de nenhum dos grupos
estudados (tabela 7 e gréafico 8D).

Tabela 7 - Valores hepéticos de proteina (mg/100mg), DNA (mg/100mg), razéo
proteina/DNA e triglicerideos (mg/g) dos animais pertencentes aos grupos

controle sedentario (CS), controle treinado (CT), diabético sedentéario (DS) e
diabético treinado (DT) ao final do periodo experimental.

Parametros
Proteina hepatica 4,4+0,4 4,9+0,7 3,6+0,5%° 4,2+0,6
DNA hepatico 0,10+0,01 0,11+0,02 0,11+0,03 0,12+0,01

Razdo proteina/DNA hepatico  44,3+43 446+28  35+8,6%° 36,5+6,2"°

Triglicerideos hepaticos 10+£3 10,1+2,7 15+2,9 &P 12,1+4,1

Valores expressos como média + desvio padréo. a.# de CS; b.# de CT; (ANOVA, post-hoc
Bonferroni p<0,05).
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Figura 8. Valores de proteina (A), DNA (B), razao proteina/DNA (C) e triglicerideos (D) no
figado dos animais pertencentes aos grupos controle sedentario (CS), controle treinado
(CT), diabético sedentario (DS) e diabético treinado (DT) ao final do periodo experimental. a
# CS; b # CT. (ANOVA, post-hoc Bonferroni p<0,05).
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Ao avaliar os parametros de proteina, DNA e a razao destes no pancreas
foram encontrados os valores apresentados na tabela 8 e figura 9. Os grupos
estudados nao tiverem valores diferentes de proteina. O grupo diabético sedentario,
contudo, apresentou valor maior de DNA pancreatico que 0S grupos controle
treinado e diabético treinado, enquanto nos valores de razao proteina/DNA apenas o
valor do grupo DT foi maior que o DS.

Tabela 8 - Valores pancreéticos de proteina (mg/100mg), DNA (mg/100mg) e razéo
proteina/DNA dos animais pertencentes aos grupos controle sedentéario (CS),
controle treinado (CT), diabético sedentario (DS) e diabético treinado (DT) ao
final do periodo experimental.

Grupos CS CT DS DT
Parametros
Proteina pancreética 12,9+3,8 15,8+4,3 13,1+3,8 13,8+3,5
DNA pancreético 0,2+0,08 0,19+0,04  0,28+0,06° 0,17+0,03°

Razao proteina/DNA pancreatica  67,6+11,8 66,7+14,2 48+14,3 86,3+18,1°

Valores expressos como média * desvio padréo. b # de CT; ¢ # de DS (Para DNA: ANOVA,
post-hoc Bonferroni p<0,05; para proteina e razao proteina/DNA; teste ndo-paramétrico de
Kruskal-Wallis).
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Figura 9. Valores pancreaticos de proteina (A), DNA (B) e razdo proteina/DNA (C) dos
animais pertencentes aos grupos controle sedentario (CS), controle treinado (CT), diabético
sedentario (DS) e diabético treinado (DT) ao final do periodo experimental. b # de CT; c # de
DS (Para DNA: ANOVA, post-hoc Bonferroni p<0,05; para proteina e razdo proteina/DNA;

teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis).
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Na tabela 9 e figura 10 (A e B), podem ser observados os valores de grelina
plasmatica e gastrica. Os valores de grelinemia dos animais diabéticos (DS e DT)
foram maiores que dos animais dos grupos controles (CS e CT). O conteudo de
grelina gastrica fundica foi aumentado pelo diabetes, mas diminuido pelo

treinamento fisico apenas nos animais diabéticos.

Tabela 9 - Contetdo de grelina no sangue (pg/ml) e no estbmago (pg/mg) dos animais
pertencentes aos grupos controle sedentario (CS), controle treinado (CT),
diabético sedentério (DS) e diabético treinado (DT) ao final do periodo
experimental.

Grupos CS CT DS DT
Parametros
Grelina plasmatica 55,1+48.4 61,3+49,6 133,9+90,4P 139,9+62,1 2P
Grelina tecidual 209,8474,1 308,1+83,4 433,5+115,3%" 303,7+73,9°¢

Valores expressos como média + desvio padrdo. a # de CS; b # de CT; c # de DS. (teste
ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, p<0,05).
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Figura 10. Conteudo de grelina no sangue (A) e no estdmago (B) dos animais pertencentes
aos grupos controle sedentario (CS), controle treinado (CT), diabético sedentério (DS) e
diabético treinado (DT) ao final do periodo experimental. a # de CS; b # de CT; c # de DS.
(teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, p<0,05).
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Buscando esclarecer possiveis alteracdes no estdmago causadas pelo
diabetes ou treinamento fisico, foram analisados os teores de proteina, DNA e a
razdo destes. Os valores do contetudo de proteina foram reduzidos nos grupos DS e
DT comparados ao CT e no grupo DT comparado ao CS. O teor de DNA no
estbmago dos animais diabéticos (DS e DT) foram menores comparados aos
controles (CS e CT) e a razao proteina DNA foram maiores no grupo CT comparado
aos grupos CS e DT. Estes dados estdo apresentados na tabela 10 e figura 11 (A-
Q).

Tabela 10 - Contetdo de proteina (mg/100mg), DNA (mg/100mg) e razéo proteina/DNA do
estbmago dos animais pertencentes aos grupos controle sedentario (CS),
controle treinado (CT), diabético sedentario (DS) e diabético treinado (DT) ao
final do periodo experimental.

Parametros

Proteinas do estdmago 3+0,7 3,8+0,8 2,7+0,4° 2,2+0,42°
DNA do estémago 0,1+0,02 0,1+0,02  0,08+0,012°  0,08+0,01 2"
Raz&o proteina/DNA do estémago  29,2+6,8 36,1+3,82 34,4+4,1 28,4+3°

Valores expressos como média + desvio padréo. a # de CS; b # de CT; (ANOVA, post-hoc
Bonferroni p<0,05).
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Figura 11. Conteudo de proteina (A), DNA (B) e razdo proteina/DNA (C) do estdbmago dos
animais pertencentes aos grupos controle sedentéario (CS), controle treinado (CT), diabético
sedentario (DS) e diabético treinado (DT) ao final do periodo experimental. a # de CS; b # de
CT; (ANOVA, post-hoc Bonferroni p<0,05).
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Os valores de massa do estbmago com conteudo (total) e sem conteudo
(vazio), bem como a massa do contetdo géastrico estdo apresentados na tabela 11 e
figura 12. Quando analisadas a massa total do esttmago e do conteudo gastrico
observamos que os animais diabéticos sedentéarios tiveram valores maiores que 0s
demais grupos estudados. Quando fora retirado o contetudo gastrico, a massa do
estbmago vazio dos animais diabéticos sedentarios também foi maior, quando
comparados aos demais grupos estudados. Com relacdo a massa do estdbmago

vazio, o grupo DT também teve valores maiores que os grupos CT e CS.

Tabela 11 - Massa total do estdmago (g), massa do estbmago vazio (g) e massa do
conteldo gastrico (g) dos animais pertencentes aos grupos controle sedentario
(CS), controle treinado (CT), diabético sedentario (DS) e diabético treinado
(DT) ao final do periodo experimental.

Grupos CS CT DS DT
Parametros
Massa total do estdbmago 5,6+2,2 59+28 12,4+48?%° 775+31°
Massa do estdmago vazio 2+0,3 1,840,2  2,4+0,2®P 2 1+0,32P°

Massa do contetido gastrico  3,6+2,2 41427  10,1+4,72° 5,7+3°

Valores expressos como média + desvio padrdo. a.# de CS; b.# de CT; c.# de DS. (Para
massa total e conteddo gastrico: ANOVA, post-hoc Bonferroni p<0,05; para massa do
estdbmago vazio: teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis ANOVA, p<0,05).
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Figura 12. Massa total do estdbmago (A), massa do estdbmago vazio (B) e massa do
contetdo gastrico (C) dos animais pertencentes aos grupos controle sedentario (CS),
controle treinado (CT), diabético sedentario (DS) e diabético treinado (DT) ao final do
periodo experimental. a # de CS; b # de CT; ¢ # de DS. (Para massa total e conteudo
gastrico: ANOVA, post-hoc Bonferroni p<0,05; para massa do estdbmago vazio: teste nao-
parameétrico de Kruskal-Wallis ANOVA, p<0,05).
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Os valores de leptina estdo apresentados na tabela 12 e figura 13. A
leptinemia foi reduzida pelo diabetes em ambos os grupos diabéticos (DS e DT) e o
treinamento fisico ndo alterou estes valores nos animais diabéticos, apesar de
reduzir nos animais controles (CT<CS). Por outro lado, o conteudo de leptina no
tecido adiposo epididimal dos animais diabéticos sedentarios foi reduzido
comparado ao grupo controle sedentario. Interessante que o grupo diabético
treinado ndo apresentou diferenca quando comparado aos animais controles
sedentarios ou treinados.

Tabela 12 - Conteudo de leptina sérica (ng/ml) e no tecido adiposo epididimal (ng/mg) dos
animais pertencentes aos grupos controle sedentario (CS), controle treinado

(CT), diabético sedentario (DS) e diabético treinado (DT) ao final do periodo
experimental.

Parametros
Leptina sérica 19,9+4 11+5,8%  3,5+2,32° 3,7+3,12°
Leptina tecidual 0,15+0,36 0,14+0,23 0,1+0,47 2P 0,11+0,34

Valores expressos como média + desvio padréao. a # de CS; b # de CT; (teste nao-
paramétrico de Kruskal-Wallis, p<0,05).
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Figura 13. Conteudo de leptina no sangue (A) e no tecido adiposo epididimal (B) dos
animais pertencentes aos grupos controle sedentario (CS), controle treinado (CT), diabético
sedentario (DS) e diabético treinado (DT) ao final do periodo experimental. a # de CS; b # de
CT; (teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, p<0,05).
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Para estudar o tecido adiposo epididimal, foram analisados os conteudos de
proteina, DNA e a razdo proteina/DNA. Neste tecido, o grupo DS teve maiores
teores de DNA comparado ao CS. Com relacéo a razdo proteina/DNA, os controles
sedentarios tiveram valores maiores que os demais grupos estudados (tabela 13 e
figura 14).

Tabela 13 - Contetdo de proteina (mg/100mg), DNA (mg/100mg) e razéo proteina/DNA do
tecido adiposo epididimal dos animais pertencentes aos grupos controle
sedentéario (CS), controle treinado (CT), diabético sedentario (DS) e diabético
treinado (DT) ao final do periodo experimental.

Parametros

Proteina do tecido adiposo 5+1 4,6+1 7,414,8 4,5+1,1
DNA do tecido adiposo 0,03+0,01 0,04+0,01 0,08+0,5% 0,05+0,02

Raz&o proteina/DNA do tecido adiposo 196,2+70,2  116,5+#41,9°  98,4+21,4%  88+123°

Valores expressos como média = desvio padrdo. a # de CS (Para : ANOVA, post-hoc
Bonferroni p<0,05; para proteina; teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis).
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Figura 14. Conteudo de proteina (A), DNA (B) e razao proteina/DNA (C) do tecido adiposo
epididimal dos animais pertencentes aos grupos controle sedentéario (CS), controle treinado
(CT), diabético sedentario (DS) e diabético treinado (DT) ao final do periodo experimental.
Valores expressos como média + desvio padrao. a # de CS (Para DNA e razdo: ANOVA,
post-hoc Bonferroni p<0,05; para proteina: teste nao-paramétrico de Kruskal-Wallis).
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6 DISCUSSAO

Os efeitos do treinamento fisico em animais diabéticos sdo de profundo
interesse para a comunidade cientifica, sendo intensivamente pesquisados. Apesar
de todo o esforco dedicado, h4 muito ainda que percorrer na busca de
esclarecimentos, através da ciéncia basica, dos fendmenos e seus mecanismos de
acao envolvidos para que a posteriori possam, comprovados e direcionados pela

ciéncia aplicada, contribuir para prevencao e tratamento desta doenca.

Para isso, a utilizacdo de modelos experimentais que mimetizem com
precisdo os sintomas e complicacdes do diabetes é de fundamental importancia. O
modelo de diabetes experimental induzido por drogas como aloxana ou
estreptozotocina cuja administracao destroi seletivamente as células B pancreaticas,
apresenta uma seérie de caracteristicas comuns ao diabetes mellitus. Desde sua
descoberta como agente diabetogénico apresentada por Dunn e colaboradores em
1943, a aloxana é reconhecida indutora do estado diabetogénico. Isto é alcancado
apos a completa desgranulacédo e perda de integridade das células beta (LENZEN,
2008). Em estudo prévio, apresentamos que brevemente apds ser injetada a
aloxana causa determinadas caracteristicas do diabetes mellitus nos animais, como
polidipsia (24 horas) e hiperglicemia (192 horas) enquanto outras caracteristicas séo
desenvolvidas posteriormente (LEME et al., 2010).

No presente trabalho, uma série de caracteristicas do diabetes experimental
pode ser observada como reducdo da massa corporal, do comprimento e da
diferenca entre as massas final e inicial; presenca de polifagia e polidipsia,
demonstradas pelos aumentos das ingestdes alimentar e hidrica; bem como
hiperglicemia, hipertrigliceridemia e hipoinsulinemia. Esta instauragdo do quadro
diabético foi também demonstrada em estudos previos utilizando doses semelhantes
da droga e é de fundamental importancia para demonstrar a eficacia da indugéo do
diabetes (LERCO et al., 2003; LENZEN, 2008; LEME et al., 2010).

A insulinopenia, demonstrada no presente estudo, € o marco inicial da
diabetogenicidade da aloxana nos animais e € esperada pela lesdo seletiva das

células beta, devido ao ciclo redox e geracdo de espécies reativas de oxigénio. A



54

acdo da droga se inicia logo ap6s sua infusdo, quando os animais apresentam
hipoglicemia leve, devido a inibicdo da glicoquinase, com posterior aumento da
concentracdo de glicose no sangue causado por inibicdo da secrecdo de insulina.
Nesta fase, que dura entre 2 a 4 horas, as células beta apresentam importantes
alteracdes morfologicas como dilatacdo do reticulo endoplasmético, diminuicdo da
area de Golgi e reducéo dos granulos secretérios e do contetdo de insulina. A fase
posterior é caracterizada por severa hipoglicemia originada pelo vazamento da
insulina para a corrente sanguinea como resultado da ruptura dos granulos
secretérios e da membrana celular. A completa perda da integridade das células
beta ocorre entre 12 e 48 horas apds a injecdo, sendo instaurado o quadro de

auséncia da insulina sanguinea (LENZEN, 2008).

Como consequéncia a insulinopenia, os animais diabéticos aloxanicos do
presente estudo tiveram concentracdes elevadas de glicose e triglicerideos no
sangue. A insulina exerce importantes funcbes no organismo como reducdo da
glicogendlise e gliconeogénese hepaticas e aumento da entrada de glicose nas
células de forma dependente do transportador de glicose GLUT-4. A auséncia da
insulina, portanto, desregula esse controle glicémico, gerando hiperglicemia.
Concomitantemente ao aumento da glicemia, mas de forma mais lenta, o progresso
da doenca causa elevacao da concentracdo de triglicerideos no sangue junto a
reducdo de tecido adiposo. Na primeira semana da inducdo do diabetes aloxanico
parece ndo haver aumento significativo da trigliceridemia (LEME et al., 2010).
Contudo, uma elevacéo progressiva pode ocorrer (ALTURA et al., 1981), associada
a reducédo da atividade catalitica da enzima lipase lipoprotéica (LPL) no tecido
adiposo (SIMSOLO et al, 1992). O tratamento com insulina reduz a
hipertrigliceridemia e aumenta nos adipécitos a atividade e expressdo de RNAm da
LPL, diminuido principalmente no tecido adiposo de animais diabéticos (TAVANGER
et al., 1992; ONG et al., 1998).

Uma das consequéncias do desequilibrio glicEmico em organismos diabéticos
€ 0 aumento da ingestao hidrica, oriundo da polidria e da polidipsia. A hiperglicemia
resulta em aumento da osmolaridade sanguinea, glicosuria e perda excessiva de
agua e eletrolitos, particularmente o sédio, numa busca da manutencdo do equilibrio
osmatico. Como consequéncia a desidratacdo, a sede funciona como mecanismo

compensatorio por ativagdo dos osmoreceptores cerebrais, aumentando a ingestdo
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hidrica (ALBERTINI et al., 1998; LERCO et al., 2003). Por outro lado, a auséncia de
alteracdes na albuminemia, pode demonstrar a auséncia da desidratacéo, visto que,
em estado de privacdo de ingestdo hidrica ocorre aumento da albuminemia
(PETERS et al., 1982; TAWAR et al., 1989).

Tendo comprovado as instauracdo de diversas caracteristicas do diabetes
nos animais que receberam a injecdo de aloxana, é possivel estudar com seguranca
os efeitos do treinamento fisico nestes animais. Para isso, foi escolhido o
treinamento  fisico realizado abaixo (90%) da transicdo metabdlica
aerObia/anaerobia. Em nosso estudo, os valores das cargas em porcentagem do
peso corporal foram determinadas de forma individual, apos realizacdo do teste de
maxima fase estavel do lactato (GOBATTO et al., 2001). Os valores das cargas dos
animais diabéticos foram menores, corroborando com estudo realizado por Oliveira e

colaboradores (2007) utilizando o teste de lactato minimo.

O valor de glicemia do grupo diabético treinado continuou maior que oS
animais controles (CS e CT), porém foi menor que o valor do grupo diabético
sedentario demonstrando o efeito do treinamento fisico em amenizar a hiperglicemia
diabética. Também foi encontrada reducdo das concentracbes séricas de
triglicerideos nos animais diabéticos treinados, apesar da ndo alteracdo da
insulinemia. Estes efeitos benéficos do treinamento fisico também foram
encontrados em outros estudos realizados em animais diabéticos utilizando
treinamento em esteira ou natacdo (COSKUN et al., 2004; GOMES et al., 2006;
LEME et al., 2009). Em um estudo interessante, Coskun e colegas (2004)
demonstraram que o treinamento fisico aerobio realizado em trés diferentes
intensidades foi eficaz em reduzir a glicemia dos animais diabéticos treinados, além
de prevenir parcialmente o desenvolvimento do diabetes quando realizado antes da
injecdo da aloxana. Todavia, existem autores que ndo encontraram alteragdes na
glicemia de animais diabéticos submetidos ao treinamento fisico, sendo necessarias
investigacdes mais profundas com relacdo ao tipo, intensidade e duragdo do
treinamento, bem como forma de inducgéo ou intensidade da doenca (GOODYEAR et
al., 1988; HOAWERT et al., 2009).

Dentre os mecanismos que podem estar envolvidos nestas respostas
benéficas da glicemia ao treinamento fisico estdo a melhoria da resposta a insulina,

envolvendo mecanismos relacionados a sua sinalizacado apoés a ligacdo ao receptor
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como aumento na fosforilagdo do substrato do receptor de insulina (IRS-1 e -2) e da
PI3-kinase e do nimero de GLUT-4, mas ainda na atividade do complexo enzimético
piruvato desidrogenase (LUCIANO et al., 2002; NAKAI et al., 2002). Com relac&o ao
TG, a reducdo pelo treinamento fisico parece estar relacionada a diminuicdo da
secrecdo de TG hepatico e aumento da remogdo pela musculatura esquelética por
aumento da atividade da lipase lipoprotéica, além de recuperagdo da massa adiposa
em animais diabéticos (MONDON et al., 1984, HAMILTON et al., 2001).

A insulinopenia aumentou também as concentracfes de TG no figado. Isso
ocorre possivelmente pelo aumento da resterificacdo hepética, bem como pela
reducdo da atividade da lipase lipoprotéica (MEIER et al., 1972). Interessante que a
insulina tem seu efeito no acumulo de TG no figado influenciado pelo estado do
organismo. Isso foi demonstrado em estudo realizado por Zammit e colaboradores
(1999) que demonstraram haver efeitos opostos da insulina no organismo diabético
alimentado e ndo diabético em jejum comparados a ndo diabético em estado
alimentado, sendo estimulador da secre¢cdo de TG hepatico nos primeiros e inibidor
no segundo. A auséncia de leptina também pode estar envolvida na associacao
entre diabetes e aumento do TG hepético (SHIMABUKURO et al.,, 1997). O
treinamento fisico reduziu parcialmente os valores de TG hepético nos animais
diabéticos, pois apesar de nao ter apresentado diferenca significativa comparado ao
DS, o DT também nao diferiu dos grupos controles. Uma possivel explicacdo para
reducdo deste parametro estd na diminuicdo do fluxo de acidos graxos livres no
figado (BARAKAT et al., 1987). Nos demais parametros estudados no figado, o
diabetes causou reducédo da razdo proteina/DNA nos animais diabéticos, podendo

ter reduzido o tamanho das células neste 6rgéao.

A comprovacdo da instauragdo do quadro diabético e de alteracdes
desencadeadas pelo treinamento fisico aerdbio nos animais diabéticos permite
estudar o comportamento de outros parametros pouco ou nada apresentados pela
literatura. No presente estudo, investigamos as influéncias do diabetes e treinamento

fisico nos horménios GH, IGF-I, grelina e leptina.

O eixo GH-IGF esta altamente relacionado ao crescimento corporal,
particularmente do tecido 6sseo. Dentre os dados estudados antes da eutanasia dos
animais, o diabetes reduziu a massa e o0 comprimento dos animais, mas o

treinamento fisico n&o foi eficaz em recuperar. E possivel que alteragdes no eixo
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GH-IGF estejam envolvidas neste prejuizo, acentuando os efeitos diretos da
insulinopenia. O GH sérico também foi reduzido pelo diabetes e ndo sofreu
alteracdes pelo treinamento fisico. Estes resultados corroboram com estudos
prévios, considerando que a reducdo do GH em animais diabéticos induzidos por
aloxana ou STZ foi documentada por uma série de estudos (KIM et al., 2006,
BLUET-PAJOT et al., 1983; OLCHOVSKY et al., 1990), enquanto outros estudos
demonstraram que treinamento fisico aerdbio ndo altera esta reducdo nos animais
diabéticos (LUCIANO; MELLO, 1998; GOMES et al., 2003, 2006).

Para investigar possiveis mecanismos relacionados a esta reducdo no GH
circulante foram verificadas as concentraces teciduais de GH na hipdfise, o sitio
sintetizador e secretor deste hormoénio. Nossos resultados corroboram com estudos
prévios que demonstraram haver reducdo no contetdo peptidico de GH na hipofise
de animais diabéticos (BLUET-PAJOT et al., 1983; OLCHOVSKY et al., 1990). A
reducdo no aporte de GHRH em contraste a auséncia de alteracbes nas
caracteristicas cinéticas da somatostatina sdo possiveis responsaveis sinérgicos
pela diminuicdo na concentracdo de GH hipofisario (BLUET-PAJOT et al., 1983;
OLCHOVSKY et al., 1990). Além disso, elevados valores de IGF-I hipofisario foram
encontrados em animais diabéticos, podendo contribuir nessa supressdo da
producdo de GH (OLCHOVSKY et al., 1991). Interessante que no presente estudo
as concentracdes de GH na hipofise de animais diabéticos ndo foram alteradas pelo
treinamento fisico aerdbio, mantendo-se reduzidas quando comparadas aos
controles. E possivel que o mecanismo que induz a reducéo deste parametro em
animais diabéticos ndo seja alterado pelo treinamento fisico, sendo um campo de

pesquisa para futuros estudos.

Assim como ao GH, o diabetes experimental reduziu as concentracdes de
IGF-I sérico e hepatico, corroborando com estudos previamente realizados
utilizando animais diabéticos induzidos por aloxana (GOMES et al., 2006; LEME et
al., 2007), STZ (HAN e PAR, 2006) e pancreatectomia parcial (FARREL et al., 1999).
A diminuicdo das concentracdes sanguineas de insulina (KRAYTOR et al., 2001), de
GH (GOMES et al., 2006), diminuicdo dos receptores de GH nas células alvo
(LANDAU et al., 2000) e anormalidade na presenca de IGFBPs (KOBAYASHI et al.,
1999) podem contribuir de forma sinérgica para reduzir as concentracfes séricas e
hepéticas de IGF-1 no modelo experimental de diabetes.
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Por outro lado, os efeitos do treinamento fisico nas concentracdes de GH e
IGF-I em animais diabéticos do presente estudo foram distintos. Os animais
diabéticos treinados tiveram concentracfes de GH sérico e hipofisario menores que
os controles (CS e CT), mas as concentracdes de IGF-1 sérico e hepatico destes
animais nao apresentaram reducdes quando comparados aos animais controles
sedentarios ou treinados. Essa resposta do IGF-I foi apresentada em diversos
estudos anteriores que envolveram mesmo modelo de inducdo de diabetes e
protocolo de treinamento fisico semelhante (GOMES et al., 2006; LEME et al., 2009;
GOMES et al., 2009).

A relagéo entre exercicio fisico e IGF-I € complexa e envolve uma série de
fatores como tipo, intensidade e duracédo do exercicio, periodo e nimero de sessdes
do treinamento ou idade, estado nutricional e condicionamento fisico dos sujeitos
(FRIENERICH, 2004). No presente estudo, o treinamento fisico de natagdo foi
realizado durante 8 semanas e em intensidade equivalente a 90% da maxima fase
estavel do lactato (MFEL). Em estudos prévios realizados em nosso laboratdrio com
intensidade e duracdo proximas aos realizados no presente estudo e sendo o
diabetes induzido por aloxana em condicbes semelhantes, também foram
encontradas recuperacfes nos valores de IGF-I no sangue, musculo e figado de
animais diabéticos treinados (GOMES et al., 2006, LEME et al., 2009). Em relevante
estudo, Zanconatto e colaboradores (1994) demonstraram que o treinamento fisico
aumentou significativamente (~30%) o RNAmM do IGF-I no figado de animais com
supressdo de GH, demonstrando ser o treinamento um estimulo parcialmente
independente do GH para aumentar a producéo de IGF-I. Além disso, a recuperagao
do IGF-I de forma independente do GH pode estar relacionada as alteragbes na
resisténcia hepatica ao GH encontrada nos animais diabéticos (JOHANSEN et al.,
2003). Futuros estudos podem analisar a resposta dos animais diabéticos treinados

ao GH e o mecanismo de acdo deste hormanio.

Além de estudar as concentracdes de IGF-lI sérico e hepético, esta tese
apresenta resultados do contetdo de IGF-I no pancreas. Os valores de IGF-I neste
orgao foram aumentados nos animais diabéticos submetidos ao treinamento fisico
comparados aos demais grupos. O grupo diabético sedentario ndo apresentou
diferenca comparado ao controle sedentario, corroborando com estudo prévio
realizado por Hansson e colaboradores (1988). O aumento encontrado em animais
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diabéticos submetidos ao treinamento fisico ndo foi apresentado em nenhum estudo
prévio na literatura. Acreditamos que o treinamento fisico associado ao diabetes
tenha potencializado alguma resposta pancreatica em relacdo ao referido fator de

crescimento.

Também estudamos possiveis alteracdes nas células pancreéticas, através
das técnicas de quantificacdo do contetado de proteina, DNA e razdo entre eles.
Estas analises contribuem para investigar a natureza do crescimento, sendo
observados dois tipos de crescimento: a hiperplasia e a hipertrofia. O namero de
células ou nucleos pode ser estimado pelo teor de DNA tecidual, tornando-se um
indicador de hiperplasia. O tamanho ou &rea celular pode ser estimado pela razéo
proteina/DNA como indicador de hipertrofia tecidual (BARROSSO et al., 1998).
Nestes parametros, ocorreu aumento da razdo proteina/DNA, o que pode indicar
hipertrofia nas células pancreaticas dos animais diabéticos treinados. A auséncia de
alteracbes no conteido de DNA pancreatico indica que pode ndo ter havido
hiperplasia nessas células. Em estudo realizado com ratos Lewis, Montanya e
colaboradores (2000) demonstraram que as células beta tém forma de crescimento
dependente da idade, ocorrendo aumento do nimero e tamanho das células nos
meses iniciais de vida, e hipertrofia nos meses posteriores. Estudos envolvendo
exercicio e massa de células beta sdo muito raros. Ao estudar os efeitos do
treinamento em animais pancreatectomizados (90% de pancreatectomia), Choi e
colaboradores (2005) concluiram que o treinamento estimulou 0 aumento da massa
de células beta pancreaticas como resultado de hiperplasia pela ativacdo da cascata
de sinalizacao IGF-l/insulina via IRS-2.

E relevante, todavia, ressaltar a auséncia de altera¢cbes na insulinemia, n&o
havendo recuperagéo deste parametro nos animais diabéticos treinados. Além disso,
em nosso estudo, nao foi diferenciado o tipo celular, sendo demonstrados apenas 0s
fendbmenos de aumento das concentracdes de IGF-I e possivel hipertrofia das
células pancreaticas que pode ser resultante dos niveis de IGF-I aumentados neste

orgao.

Se os efeitos do diabetes e exercicio fisico em determinados parametros
pertencentes ao eixo GH-IGF tém sido apresentado por uma série de estudos, por
outro lado os efeitos destes na grelina sdo muito escassos. Isto porque este
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importante secretagogo do GH foi descoberto recentemente (KOJIMA et al., 1999). E
importante ressaltar que a grelina € gerada de um precursor, a pré-progrelina, que
apos clivagem perde o sinal peptidico, tornando-se o0 peptideo pro-grelina
(ROMERO et al., 2010). A pro-grelina € novamente clivada para originar a grelina
que, antes de ser secretada, pode sofrer a acdo da enzima GOAT (ghrelin
Oacyltransferase) que promove a de um acido graxo a serina, 0 terceiro
aminoacidos dos 28 que constituem a grelina, por ligacdo a um acido n-octandico e,
em menor extensdao, a um decanoil (KOJIMA et al., 1999; KOJIMA; KANGAWA,
2005; YANG et al., 2008). A grelina é classificada como acilada quando a molécula
sofre acilacdo ou ndo-acilada quando é secretada sem a acilagdo. No presente
estudo, ndos investigamos as concentracdes de grelina acilada no plasma e
estbmago dos animais, pois esta relacionado as funcdes de estimuladora da fome e

secretagogo do GH.

O aumento das concentracfes plasmaticas de grelina nos animais diabéticos
corrobora com estudos prévios (ISHII et al., 2002; MASAOKA et al., 2003,
TSUBONE et al., 2005). Este efeito ocorre a despeito das reducbes das
concentracdes de GH e IGF-I, apesar de sua importante fungcdo como secretagogo
do GH. Por outro lado, a reducdo no GH sanguineo pode contribuir para o aumento
da grelinemia (ISHII et al., 2002). Possiveis alteracbes no mecanismo de acéo da

grelina na hipdéfise podem contribuir para estas alteracoes.

Todavia, além de agir como secretagogo do GH, a grelina acilada foi
apresentada como peca chave na estimulagdo da fome (WREN et al., 2000). Ap6s
essa descoberta, os pesquisadores buscaram encontrar uma relacao entre a grelina
e a hiperfagia diabética. Em 2002, Ishii e colegas apresentaram um importante
estudo onde verificaram de forma pioneira as relagdes entre grelina e hiperfagia em
animais diabéticos induzidos por STZ. Neste estudo, os autores demonstraram que
quatorze dias apo0s a inducdo, 0s animais apresentaram aumento da ingestao
alimentar e concomitante aumento da grelina sérica. Além disso, o diabetes reduziu
a leptinemia e aumentou a expressao de RNAmM do peptideo orexigénico
neuropeptideo Y (NPY) nos neurbnios do ndcleo arqueado. Nesse trabalho, porém,
Ishii e seus co-autores apresentaram valores de grelina total no sangue (acilada e

nao-acilada). Masaoka e seus colegas (2003) avaliaram as concentracdes de grelina
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acilada de forma isolada, e apresentaram semelhante aumento da grelina acilada

nos animais diabéticos.

Ao estudar a concentracdo de grelina acilada em seu principal sitio produtor,
a regiao fundica do estbmago, encontramos aumento das concentracfes nos
animais diabéticos de forma similar as concentracdes séricas e a ingestdo alimentar.
Neste parametro, porém, o presente estudo nao corrobora com os resultados de
Masaoka e colegas (2003), que apresentaram reducao deste parametro nos animais
diabéticos. Dentre os fatores que podem contribuir para esclarecer esta diferenca
esta o fato da eutanasia ter sido realizada com os animais em jejum no estudo de
Masaoka enquanto, em nosso trabalho, optamos por estudar os animais em estado
alimentado. Sendo assim, o contetdo gastrico dos animais diabéticos sedentarios foi
maior que nos demais grupos, podendo esta variacdo ter contribuido para inibir a
secrecdo de grelina, aumentando sua concentracdo (armazenamento) nas células
produtoras. O aumento da massa do estdbmago vazio do presente estudo também
pode ter contribuido para esta alteracéo, considerando que no estudo de Masaoka o
diabetes ndo alterou o peso do estdmago. E importante citar, contudo, que nos
estudos de Tsubone e colaboradores, (2005) foram encontrados valores
aumentados de RNAm de grelina no estbmago de animais diabéticos comparados

aos controles.

Buscando estudar o principal 6rgdo secretor de grelina, além do registro da
massa do estdbmago, foram feitas as analises de proteina e DNA deste 6rgédo. A
reducdo no DNA pode indicar auséncia de hiperplasia no aumento da massa do
estbmago dos animais diabéticos (DS e DT). Concomitante ao aumento da grelina
acilada no sangue e estbmago e da massa do estdbmago, ocorreu aumento da
ingestdo alimentar pelo diabetes. A hiperfagia diabética ocorre posteriormente ao
aumento da grelina circulante, tendo o peptideo uma funcdo causal no
desenvolvimento desta desordem (GELLING et al, 2004). Alias, Dong e
colaboradores (2006) demonstraram que o0 aumento na grelinemia é primario na
inducdo da hiperfagia diabética, havendo apenas posteriormente 0 aumento da

expressdo de NPY e reducéo da expressao de a-MSH.

Se os estudos que investigaram grelina e diabetes tém esclarecido essa

relacdo, estudos que avaliaram a relacdo entre treinamento fisico e grelina em ratos
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sdo muito raros. Dentre estes poucos artigos, Ebal e colaboradores (2007)
demonstraram reducdo na ingestdo alimentar e na grelinemia em animais
submetidos ao treinamento de forca. O grupo de Ghanbari-Niaki realizou dois
estudos. Em um estudo publicado em 2009, Ghanbari-Niaki e seus co-autores
demonstraram haver redugcdo na grelinemia em animais treinados em esteira
durante 6 semanas. Porém, em um recente estudo (2010), Fathi, Ghanbari-Niaki e
Kraemer demonstraram haver aumento nos valores de grelina sérica de maneira
intensidade-dependente e reducdo nos valores de grelina no estdbmago. Um fator
determinante para a diferenca entre os dois resultados é a eutandsia ter sido feita no
estado alimentado no primeiro e de jejum no segundo artigo.

Em nosso estudo, o treinamento fisico ndo alterou o conteddo plasmatico ou
tecidual de grelina acilada nos animais controles. Por outro lado demonstramos, até
onde sabemos de forma pioneira, que o treinamento fisico reduziu as concentracdes
de grelina acilada na regido fundica do estdbmago dos animais diabéticos,
apresentando valores iguais aos controles. Interessante que o treinamento fisico
aerobio também reduziu a ingestdo alimentar e a massa do estbmago nos animais
diabéticos, podendo haver contribuicdo da reducdo da concentracdo da grelina

fundica em amenizar a hiperfagia em animais diabéticos treinados.

Também ao estudar o efeito do treinamento fisico, é necessario levar em
conta que nosso estudo foi realizado com o0s animais em estado alimentado,
controlando o conteudo gastrico através de registro do peso deste apos a eutanasia.
Neste parametro, o conteddo gastrico no DT foi menor que no DS podendo ter
contribuido para aumentar as concentracdes de grelina no sangue. Porém, se em
animais controles a reducdo da grelinemia € quase imediata a ingestao alimentar,
em animais diabéticos nao treinados ela parece ser mais lenta, sendo mantido nivel

constante mesmo apos a alimentagdo (ARIGA et al., 2008).

Para o controle da fome, porém, uma serie de outros componentes é exigida,
dentre os quais esta a leptina. Em nosso estudo foi encontrada redugédo nas
concentracbes de leptina no sangue e no tecido adiposo epididimal dos animais
diabéticos sedentarios. Estes resultados corroboram com estudos prévios que
demonstraram haver reducdo de leptina no quadro de diabetes concomitantemente
a hiperfagia (HAVEL et al., 1998; HIKADA et al., 2001) ,
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A reducdo da leptina parece ser causal na elevacdo da grelina plasmatica,
posto que sua administracdo a animais diabéticos reduz a grelinemia sem alterar a
insulinemia (TSUBONE et al., 2005). Por outro lado, a administracdo de grelina
parece reverter os efeitos da leptina na ingestdo alimentar em ratos normais
demonstrando possuir efeitos regulatérios uma a outra (KIM et al., 2004). Em um
editorial com o sugestivo titulo: “Ghrelin—Leptin Tango in Body-Weight Regulation”
Cummings e Foster (2003) apontam evidéncias que sugerem uma ac¢ao em paralelo
da grelina e leptina com efeitos contrapostos uma a outra na regulacdo da massa
corporal e controle da fome. Porém, ambas parecem sofrer a interferéncia da
insulina para controlarem a ingestao alimentar (PATEL et al., 1998; TSUBONE et al.,
2005).

A reducdo da leptinemia parece estar relacionada de forma priméaria a
hiperfagia diabética (SINDELAR et al.,, 1999), visto que, apesar do efeito
anorexigénico da insulina, a leptina € o modulador chave para recuperar a ingestao
alimentar em STZ tratados com insulina (HIDAKA et al., 2001).

Desde os primeiros estudos que demonstraram a hiperfagia no diabetes
experimental, as descobertas posteriores contribuiram para esclarecer este
fenbmeno demonstrando aumento nos neuropeptideos hipotalamicos orexigénicos
como NPY e peptideo agouti (AgRP) e reducao de pré-opiomelanocortina (POMC) e
horménio liberador de corticotropina (CHR) (Fujikawa et al., 2010). Posteriormente,
foi demonstrado que o balanco entre grelina, leptina e insulina é sinalizacéo
fundamental para o controle da fome e balanco energético no organismo (Cummings
e Foster, 2003). No presente estudo as modificagcbes desencadeadas pela
insulinopenia alteraram as concentracbes de leptina e grelina culminando na

hiperfagia.

Com relagédo aos efeitos do treinamento fisico na leptina, trés resultados
podem ser destacados: a reducéo da leptinemia nos animais controles treinados; a
auséncia de alteragdes na leptinemia de animais diabéticos treinados comparados
aos diabéticos sedentérios; e a recuperacdo da leptina tecidual nos animais

diabéticos treinados.
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A reducédo da leptina no grupo controle treinado ocorreu em conjunto a outros
parametros encontrados: a auséncia de alteragbes na ingestédo alimentar, na grelina
acilada e na insulinemia, bem como a reducdo na razdo proteina/DNA do tecido
adiposo epididimal. A manutencao da ingestdo alimentar a despeito da reducédo da
leptinemia pode estar relacionada a melhorias na resposta a leptina e a insulina.
Flores e colaboradores (2006) demonstraram que 0 exercicio agudo parece
melhorar a sensibilidade hipotalamica a leptina e a insulina. Em exercicio crénico,
Roppelle e colaboradores (2010) demonstraram que o0 exercicio pode promover
reducdo na fosforilacdo de I[Kappa] kinase beta (IKKb) e aumento da expressao de
I[kappa]B alpha (IkBa), bem como redugédo nos marcadores de estresse de reticulo
endoplasmatico hipotalamico através da estimulacdo da producéo de interleucinas
(IL) antiinflamatérias como IL-6 e IL-10. Esse conjunto de efeitos pode melhorar a
sensibilidade do hipotalamo a leptina. Essa poderia ser uma hip6tese que
contribuiria para explicar a possivel melhoria na acdo da leptina causada pelo

treinamento fisico.

O aumento da razao proteina/DNA pode indicar hipertrofia, demonstrando que
a possivel reducdo do adipdcito pode estar relacionada a reducdo da leptinemia.
Este fato concorda com estudo de Myazaki e colegas (2010) no qual foi apresentado
gue a diminuicdo na leptinemia pelo treinamento fisico € intermediada pela acao
deste em reduzir o tamanho do adipécito. Interessante também que, apesar do
treinamento fisico depender da reducédo do adipdcito para diminuir a leptinemia, no
presente estudo isto aconteceu de forma independente de alteracbes na ingestao

alimentar, grelinemia e insulinemia.

Nos animais diabéticos, o treinamento fisico n&do alterou as baixas
concentracdes de leptina no sangue, mas recuperou a concentracdo deste peptideo
no tecido adiposo epididimal. Desta forma, pode ter ocorrido manutencdo da leptina
no tecido adiposo pela reducdo de sua secrecao, o que pode estar relacionado a
melhoras na funcdo do tecido adiposo como aumento do GLUT-1 e GLUT-4
(FERRARA et al., 1998). Em nosso estudo ainda houve reducao da trigliceridemia,
podendo estar relacionada a melhoria na funcdo do tecido adiposo. Além das

alteracdes morfolégicas no sitio produtor, pode ocorrer também melhoria na
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sinalizagdo hipotalamica da leptina e da insulina causada pelo treinamento fisico,
aumentando a eficacia de sua acao (ROPPELE et al., 2010).

Se para a grelina o treinamento fisico alterou suas concentracdes teciduais, a
leptina tecidual teve aumento sutil (cerca de 10%) nos animais diabéticos treinados e
aproximou este valor dos controles, ndo apresentando diferenga por um lado quando
comparado aos controles, mas também aos animais diabéticos sedentarios. Este
efeito pode caracterizar preservagao da leptina no sitio produtor, pois mesmo sem

alteracdes séricas, o treinamento fisico causou reducdo na ingestédo alimentar.

As concentracfes de insulina, leptina e grelina afetam diretamente o controle
da fome e da saciedade, bem como, o armazenamento da energia obtida na
ingestdo alimentar. Desta forma, influenciam diretamente na manutengdo da
homeostase da energia no organismo. A contribuicdo do treinamento fisico em
reduzir a hiperfagia diabética mesmo sem alterar os valores de insulina, sendo
possivelmente intermediado pela reducédo da concentracédo de grelina no estbmago e
recuperacdo da leptina no tecido adiposo pode auxiliar o organismo diabético na
manutencdo da homeostase da energia. Estudos futuros poderdo ser realizados
utilizando outras técnicas que permitam analisar 0os mecanismos de acao
hipotalamico destes horménios e, assim, contribuir para avancos no entendimento
das relacdes entre as alteragdes causadas pelo treinamento fisico nestes horménios
e, consequentemente no controle da fome e homesotase da energia em animais

diabéticos.
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7 CONCLUSOES

O treinamento fisico realizado numa intensidade equivalente a 90% da MFEL
amenizou determinados prejuizos causados pelo diabetes experimental nas
condicdes estudadas. Nos parametros bioquimicos sanguineos, o treinamento fisico
aerobio reduziu a glicemia e trigliceridemia em animais diabéticos a despeito da
auséncia de alteracdes na insulinemia. Apesar da reducdo, ndo retornaram aos

valores dos animais controles.

Com relacdo ao eixo GH-IGF, o treinamento fisico aerdbio recuperou o0s
valores de IGF-I no sangue e no figado de forma independente de alteracdes nas
concentracbes de GH no sangue e hipdéfise. Todavia, o treinamento fisico também

ndo alterou o comprimento ou massa corporal dos animais diabéticos.

Nestas condicdes experimentais, o treinamento fisico aumentou a
concentragcdo de IGF-I no pancreas dos animais diabéticos, sendo ainda encontrado
aumento da razdo proteina/DNA no pancreas destes animais, podendo indicar

hipertrofia nas células deste tecido.

O treinamento fisico amenizou a hiperfagia diabética ao longo do periodo
experimental, mesmo sem alterar a insulinemia, causando ainda redu¢cdo na massa
do estbmago. A reducdo nas concentracdes de grelina acilada no estbmago a
recuperacdo da leptina no tecido adiposo epididimal e a redugcdo na massa do
estbmago podem ter contribuido para diminuicdo da ingestao alimentar. A auséncia
de alteracdes destes horménios no sangue, porém, pode estar relacionada a
reducdo no conteudo géastrico dos animais diabéticos treinados com relagdo a

grelina e possiveis melhorias na agéo da leptina.

Desta forma, o treinamento fisico realizado em intensidade equivalente a 90% da
MFEL promove adaptacdes metabodlicas e hormonais que podem contribuir na

preservacao do organismo diabético.
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9 APENDICE

Durante o periodo de desenvolvimento desta tese, uma série de artigos
relacionados diretamente a tese ou de pesquisas paralelas foram publicados.

Neste apéndice esta a primeira pagina contendo o resumo destes artigos.
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10 ANEXO

Folha contendo a aprovacéo do Comité de Etica para Experimentacdo Animal
da Universidade de Taubaté (CEEA/UNITAU n° 025/08), sob protocolo n°
026/2005.



96



	CAPA
	FOLHA DE ROSTO
	AGRADECIMENTO
	EPÍGRAFE
	RESUMO
	ABSTRACT
	LISTAS
	LISTA DE TABELAS
	LISTA DE FIGURAS

	SUMÁRIO
	1 INTRODUÇÃO
	2 OBJETIVOS
	3 REVISÃO DE LITERATURA
	3.1 DIABETES E TREINAMENTO FÍSICO
	3.2 EIXO GH-IGF-I, DIABETES E TREINAMENTO FÍSICO
	3.3 AÇÕES DA GRELINA NO EIXO GH-IGF E NO CONTROLE DA FOME
	3.4 GRELINA E EXERCÍCIO FÍSICO
	3.5 LEPTINA, HIPERFAGIA DIABÉTICA E EXERCÍCIO FÍSICO

	4 MATERIAL E MÉTODOS
	4.1 INDUÇÃO DO DIABETES E DELINEAMENTO EXPERIMENTAL
	4.2 PROTOCOLOS DE TREINAMENTO
	4.3 AVALIAÇÕES PRÉVIAS AO SACRIFÍCIO DOS ANIMAIS
	4.4 AVALIAÇÕES APÓS O SACRIFÍCIO DOS ANIMAIS
	4.5 ANÁLISES ESTATÍSTICAS

	5 RESULTADOS
	6 DISCUSSÃO
	7 CONCLUSÕES
	8 REFERÊNCIAS
	9 APÊNDICE
	10 ANEXO

