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RESUMO

Objetivo: Avaliar os marcadores de glicemia, proliferacdo e estresse oxidativo de ratas com
diabete moderado submetidas ao exercicio fisico (natacdo) de intensidade moderada durante
a prenhez.

Meétodo: Foram utilizadas ratas da linhagem Wistar. O diabete moderado foi induzido em
recém-nascidos (RN) fémeas no primeiro dia de vida (100 mg de Streptozotocin®/kg de peso
corpdreo, via subcutanea). Para compor o grupo ndo diabético, os RN receberam o veiculo em
volume e periodo similares ao grupo diabético. Na fase adulta, todos os animais foram
submetidos ao acasalamento e, confirmada a prenhez, foram distribuidos em quatro grupos:
ndo diabético ndo exercitado, ndo diabético exercitado, diabético ndo exercitado e diabético
exercitado. As ratas dos grupos submetidos a natacdo de intensidade moderada durante a
prenhez carregaram cargas equivalentes a 4% do peso corpdreo. No 182 dia de prenhez, as
ratas foram anestesiadas e mortas para analise do desempenho reprodutivo, marcadores
bioquimicos e de estresse oxidativo e andlises morfométrica e imunoistoquimica do pancreas
materno.

Resultados: A natacdo alterou o metabolismo glicémico de forma positiva e melhorou a
capacidade de defesa antioxidante em ratas ndo diabéticas, contribuindo para o bom
desempenho reprodutivo materno. Em animais diabéticos, a natacdo ndo alterou a funcao
pancreatica, aumentou danos musculares, diminuiu a defesa antioxidante, causou estresse
oxidativo, mas ndo causou prejuizo ao desenvolvimento fetal.

ConclusGo: Portanto, a natacdo de intensidade moderada para ratas ndo diabéticas foi
benéfica. Essa mesma condicdo de exercicio estabelecida para animais saudaveis, no entanto,
ndo deveria ser aplicada a ratas diabéticas frente as diferentes respostas do organismo

apresentadas em nosso estudo apods a aplicagdo do exercicio fisico.

Palavras-chave: diabete; prenhez; rata; exercicio; estresse oxidativo; pancreas.



ABSTRACT

Objective: To evaluate glycemic, proliferation and oxidative stress markers in moderate
diabetic rats submitted to moderate intensity swimming during pregnancy.

Methods: Wistar rats were used. At birth, female rats were assigned either to control or
diabetic group (100 mg of streptozotocin/Kg, subcutaneously). At adulthood, the female rats
were mated and confirmed the pregnancy, were divided into four groups: nondiabetic non
exercised, nondiabetic exercised, diabetic hon exercised and diabetic exercised. The exercised
groups carried loads equivalent to 4% of body weight. The rats were used for analysis of
reproductive performance, oxidative stress biochemical markers and morphometric and
immunohistochemical analysis of endocrine pancreas.

Results: Swimming altered carbohydrate metabolism positively and improved the antioxidant
defense in nondiabetic rats, which contributes to good maternal reproductive performance. In
diabetic animals, swimming did not affect pancreatic function, increased muscle damage,
decreased antioxidant defense, but did not cause damage to fetal development.

Conclusions: Therefore, swimming moderate exercise was beneficial to nondiabetic rats. This
same exercise conditions established for healthy animals, however, should not be applied to
diabetic rats because it have different responses presented in our study after the

implementation of the exercise.

Keywords: diabetes; pregnancy; rat; exercise; oxidative stress; pancreas.



LISTA DE ILUSTRAGOES

Figura 1. Sequéncia experimental de ratas Wistar. A. Antes da prenhez; B. Durante a
(o] Q=T 0] o2 PRSP 20
Figura 2. Fluxograma do numero de animais utilizados no experimento. A. Grupo ndo
diabético; B. Grupo de ratas com diabete moderado.........ccccceeeiieieciiiiiiiiieeee e 24
Figura 3. Teste oral de tolerancia a glicose no 172 dia de prenhez de ratas nao
diabéticas (A) e diabéticas (B) submetidas ou ndo ao exercicio fisico de natacdo. (C)
Area sob a curva de glicemia durante o teste oral de tolerancia a glicose.................... 25
Figura 4. Desempenho reprodutivo materno de ratas ndao diabéticas e diabéticas
submetidas ou nao ao exercicio fisico de natacao durante a prenhez..........cccuueeeenn. 26
Figura 5. Area das ilhotas pancreaticas de ratas ndo diabéticas e diabéticas submetidas
ou nao ao exercicio fisico de natacdo durante a prenhez..........ccccoeeevvveeeeeiciieeee e, 27
Figura 6. Imunomarcagao para insulina no pancreas de ratas nao diabéticas e
diabéticas submetidas ou ndo ao exercicio fisico de natacao durante a prenhez......... 28
Figura 7. Imunomarcacdo para glucagon no pancreas de ratas ndo diabéticas e
diabéticas submetidas ou ndo ao exercicio fisico de natacao durante a prenhez......... 29
Figura 8. Imunomarcacao para PDX-1 no pancreas de ratas ndo diabéticas e diabéticas
submetidas ou ndo ao exercicio fisico de natacdo durante a prenhez...........ccccceuvunnnne 30
Figura 9. Imunomarcacao para KI-67 no pancreas de ratas nao diabéticas e diabéticas

submetidas ou ndo ao exercicio fisico de natacdo durante a prenhez...........ccceeeuunnnns 31



LISTA DE TABELAS
Tabela 1. Biomarcadores do metabolismo de ratas ndo diabéticas e diabéticas submetidas ou

nao ao exercicio fisico de natacdo durante a Prenhez.........eeeeeeciiiee e 32



SUMARIO

INTRODUGAD .....ovveeeeveteeeeee ettt et et et ssetetetesessetesess et et et essesstesessesatesess st eseseasssetesensssstesensasesesenssesseneasanas 16
MATERIAIS E METODO .......oecvveeeeieeete ettt etsae st ae s sae st et aesesassessassesessssessssesessnsesanansenans 18
RESULTADOS .....oooeeeeeeveveiete ettt et s s s e s et es s e sete st s s s aes et et e s s sssssetes et s ssasaesesesesesssansesesesesanasansesesessanans 23
DISCUSSAD ..ottt st a e et a et es et s s st s s e s s e st s st e s as s s s s et s asse s s aesesasaesesansesanassenans 33
CONGCLUSAOD ..ottt ettt ettt ettt ettt ettt ettt e b et et e s e aessssasas st es et eb s beseb et et esebeseseseseseaesnaens 37
AGRADECIMENTOS. ....cocvvvteeeceetete e eeeeseetete s e s s s esaesese st s sassssesesesssssasaeses et s s seaesesesas s snaesesesessanssaetesesanas 37

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ...ttt et e e e e e et et et eeeeeeeeeeeeeeeeeeee et et eeeeeeeeeeeeeseeeee et eeeeeeeens 37



16

INTRODUGAO

O pancreas enddcrino é um “pequeno 6rgao” que é essencial para a homeostase da
glicose. Possui cinco tipos de células, sendo que a célula beta (B) é a mais importante. Esta
célula sintetiza e secreta a quantidade necessdria de insulina para um étimo controle da
homeostase da glicose. O pancreas era considerado um 6rgdo estdtico e lento, mas é
reconhecido que as células B respondem de forma dindmica ao aumento sistémico na
demanda de insulina, ou seja, a demanda metabdlica aumentada, e a massa dessas células é
determinada pelo seu nimero e tamanho (Rieck & Kaestner, 2010). O aumento da demanda
de insulina leva a expansdao da massa funcional de células B em roedores e possivelmente em
humanos, como mostrado na gravidez (Sorenson & Brielje, 1997), obesidade (Kloppel, 1985),
resisténcia a insulina (Bruning, 1997) e idade avancada (Matveyenko et al., 2008). As
mudancas compensatdrias na massa de células B sdo controladas pelo aumento no tamanho
das células e ajustes na proporcdo entre a proliferacdo e apoptose de células B pancreaticas.
Com relacdo a sobrevivéncia das células B, existe um fator de transcricdo denominado
Pancreatic Duodenal Homeobox 1 (PDX-1) que possui papel central nestas células, ja que é um
dos reguladores-chave da expressdo de genes da insulina e é essencial para o desenvolvimento
do pancreas, mais provavelmente pela determinacdo na maturacao e diferenciacdo de células
precursoras pancreaticas que sdo comuns ao desenvolvimento do intestino (Jonsson et al.,
1994; Kim & Hebrok, 2001).

Evidéncias sugerem que uma diminuicdo na taxa proliferativa é uma caracteristica
essencial na patogénese do diabete. Na gravidez, se houver falta de reserva funcional
adequada no pancreas enddcrino, manifesta-se o Diabetes mellitus (DM) gestacional ou
exacerba-se o DM tipo 1 e o tipo 2 (Parsons et al., 1992; Butler et al., 2010). Pelo fato da
hiperglicemia oriunda do diabete tornar-se crbnica, a glicose em excesso leva a efeitos
deletérios nas estruturas e fungbes de 6rgdos, dentre eles as ilhotas pancreaticas. Diversas vias
bioquimicas e mecanismos de acdo da glicotoxicidade tém sido sugeridos, como a auto-
oxidacdo da glicose, glicacdo de proteinas, forma¢dao de sorbitol, metabolismo das
hexosaminas e fosforilagdo oxidativa, os quais podem causar danos as células B. De forma
geral, todas estas vias apresentam em comum a formacdo de espécies reativas de oxigénio
(ERO) que, em excesso, resulta em estresse oxidativo (Robertson, 2004). Entretanto, em niveis
ndo toéxicos, algumas vias de formacdo de ERO podem promover a proliferacio e a

sobrevivéncia celular (Chiarugi & Fiaschi, 2007; Blanchetot & Boonstra, 2008).
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Para controlar a hiperglicemia, a associacdo dieta e insulina é o recurso terapéutico
mais utilizado. No entanto, a pratica de exercicio fisico associado a dieta passou a ter destaque
na terapia anti-hiperglicemiante do binémio DM e gravidez (Brankston et al., 2004). Dentre os
marcadores bioquimicos mais utilizados para se estudar os efeitos metabdlicos decorrentes da
pratica de exercicio fisico, a enzima citrato sintase é empregada para estimar a eficacia do
treinamento aerdbio (Newsholme & Leech, 1989; Henriksson, 1992; Kriketos et al., 1995) e
para avaliar o metabolismo oxidativo (Basset & Howley, 2000). A citrato sintase realiza o
processo de catalisagcdo da primeira reagao do Ciclo de Krebs na mitocondria, na qual ocorre a
condensacdo do acetil coenzima A com o oxaloacetato formando citrato e coenzima A. O
aumento da atividade das enzimas oxidativas mitocondriais € um indicativo da otimiza¢do do
metabolismo aerdbio (Halliwell & Gutteridge, 1998). Outro marcador utilizado é a creatina
quinase (CK), uma enzima que caracteriza danos musculares quando encontrada em altas
concentragdes no soro (Clarkson & Hubal, 2002). Essa enzima tem papel fundamental na
formacdo de adenosina trifosfato (ATP) nas células musculares (Katirji & Al-Jaberi, 2001). Esta
enzima é citoplasmatica e ndo tem capacidade de atravessar a membrana sarcoplasmatica
(Melin et al., 1997; Nosaka & Newton, 2002; Poprzecki et al., 2004), sendo assim, qualquer
aumento nas concentracdes séricas de CK pode ser utilizado como indicativo de dano nesta
membrana (Smith et al., 1994; Brown et al., 1997; Close et al., 2005; Nosaka et al., 2005).

Com relacdo as repercussdes do exercicio fisico na prenhez de animais de
experimentacdo, foi verificado aumento na secre¢ao de insulina em ratas prenhes que foram
submetidas a caminhada de intensidade moderada em esteira durante quatro semanas
(Leandro et al., 2012). Em outro estudo, no qual ratas prenhes foram submetidas a sessdo de
30 minutos de natacdo durante 45 dias antes da prenhez e 19 dias na prenhez, foi concluido
que estas ratas apresentaram maior estabilidade nas concentracdes de glicose e de
triglicérides plasmaticos e ndo houve alteracdo no desenvolvimento da prole (Lazo-Osodrio et
al., 2009). No entanto, a relacdo entre exercicio fisico, prenhez e morfologia pancreatica é
praticamente nula.

Nosso grupo de pesquisa ja realizou diversos trabalhos relacionando prenhez, diabete
e exercicio (Volpato et al., 2006; 2009; Damasceno et al., 2013; Volpato et al., 2015). Volpato
et al. (2006) mostraram que a pratica de exercicio de natagdo em ratas com diabete grave ndo
controlou a hiperglicemia, mas auxiliou no controle da dislipidemia e ndo prejudicou o
catabolismo proteico. O exercicio também nado alterou o nimero de fetos vivos e diminuiu as
mortes embrionarias (reabsor¢&es), mostrando melhora no desempenho reprodutivo materno

(Volpato et al., 2009).
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Frente aos dados ja existentes na literatura e a hipétese de que o exercicio fisico de
intensidade moderada, aplicado a ratas prenhes com diabete moderado, é eficaz para reduzir
a hiperglicemia e melhorar o desempenho reprodutivo, a capacidade pancredatica materna e o
guadro de estresse oxidativo, o objetivo desse trabalho foi avaliar os marcadores de glicemia,
proliferacdo de células enddcrinas pancredticas e estresse oxidativo de ratas com diabete
moderado submetidas ao exercicio fisico de natacdo de intensidade moderada durante a

prenhez.

MATERIAIS E METODO

Animais

Foram utilizados ratos machos e fémeas da linhagem Wistar adquiridos do Centro de
Investigacdo Bioldgica (CEMIB) da Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP e foram
adaptados e mantidos no Laboratdério de Pesquisa Experimental de Ginecologia e Obstetricia -
UNESP sob condi¢des controladas de temperatura (22+2°C), umidade (50%10%), ciclo
claro/escuro de 12 horas e agua e racdo a vontade. Esses animais foram acasalados para
obtencdo de recém-nascidos (RN) que foram utilizados nesse estudo. Todos os procedimentos
experimentais aplicados nesse projeto foram submetidos a8 Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP e foram aprovados sob o
nimero de protocolo 1088/2014.

Sequéncia experimental (Figura 1)

Indugdo do diabete moderado

O diabete moderado foi induzido por droga beta-citotéxica (Streptozotocin® — STZ,
Sigma-Aldrich, St. Louis, Millstone, EUA) nos recém-nascidos fémeas no primeiro dia de vida
(DO) por via subcutanea no dorso (100 mg de STZ/kg de peso corpdreo) (Sinzato et al., 2011).
Os filhotes fémeas do grupo ndo diabético receberam volume do veiculo (tampdo citrato) em
condigbes similares as do grupo que recebeu a droga diabetogénica. No 42 dia apds a
administracdo de STZ e veiculo, foi aferida a glicemia por incisdo na ponta da cauda dos
filhotes. Foram consideradas ratas hiperglicéEmicas aquelas que apresentaram glicemia igual ou
superior a 400 mg/dL e, para o grupo ndo diabético, foram incluidas as fémeas que
apresentaram glicemia inferior a 120 mg/dL. Esses animais foram mantidos em nosso biotério

até a idade adulta.
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Adaptacdo ao meio liquido

Em torno do 100¢ dia de vida dos animais inclusos nos grupos de estudo, foi iniciada a
fase de adaptacdo ao meio liquido. Para isso, todas as ratas foram colocadas individualmente
em tanques de policloreto de vinil (100 cm de profundidade x 30 cm de didmetro) contendo
nivel maximo de 10 cm de agua a temperatura de 31+1°C. Esta atividade foi praticada por 10
dias antes do periodo de acasalamento e até o 72 dia de prenhez, durante 10 minutos em
horario fixo (entre 8h e 11h) visando adaptar os animais a agua sem promover um

condicionamento fisico (Netto & Damasceno, 2016).

Periodo de acasalamento e prenhez

Apds os 10 dias de adaptacdo ao meio liquido, iniciou-se a fase de acasalamento que
teve duracdo maxima de 15 dias, que corresponde a trés ciclos estrais. Cada conjunto de trés
ratas foi colocado na presenca de um rato macho nao diabético durante o periodo noturno. Na
manha subsequente, os machos foram retirados das caixas e os esfregacos vaginais das fémeas
colhidos pela introducdo de Cotonete® umedecido em solucgdo fisioldgica. O material obtido foi
depositado em laminas histoldgicas para analise em microscépio de luz. O fator indicativo de
prenhez foi a presenca de espermatozoides (Damasceno et al., 2008) e este foi considerado o

dia zero de prenhez (DO).

Grupos experimentais
As ratas prenhes foram distribuidas aleatoriamente em quatro grupos experimentais:
» N3o diabético ndo exercitado (ND)
» N3o diabético exercitado (NDEx)
» Diabete moderado ndo exercitado (D)
>

Diabete moderado exercitado (DEx)

Prdtica do exercicio fisico (natagdo)

Do 72 ao 122 e do 142 ao 182 dia de prenhez, as ratas dos grupos NDEx e DEx foram
submetidas a natagdo, 30 minutos por dia, com tanque contendo 80 cm de 4dgua a 31+1°C. Nos
dias 13 e 17 de prenhez, os animais ndo foram submetidos a natac¢do. A aplica¢do do programa
de natacdo durante a prenhez foi estabelecida de acordo com a tese de Doutorado de Netto &
Damasceno (2016), que demonstraram que, de acordo com o limiar anaerdbio avaliado, uma
carga fixa de 4% do peso corpdreo corresponde a intensidade moderada durante a pratica de

natacao.



20

As ratas dos grupos nao exercitados foram colocadas diariamente nos tanques
contendo 10 cm de agua, permitindo assim exposicdo aos fatores estressogénicos de forma

similar aos grupos exercitados sem proporcionar condicionamento fisico (Volpato et al., 2006).

Teste oral de tolerdncia a glicose (TOTG)

O TOTG foi realizado no 172 dia de prenhez em todos os grupos para avaliacdo de
alteracdes do metabolismo glicEmico. Apds seis horas de jejum, foi coletada uma gota de
sangue por uma pequena incisdo na ponta da cauda para determinacgdo glicémica (tempo zero)
utilizando glicosimetro convencional (One Touch Ultra, Johnson & Johnson®, Milpitas,
Califérnia, EUA). Logo ap6s, as ratas receberam solugdo de glicose via intragastrica (gavage) na
dose de 2,0 g/kg de peso corpdreo. Apds 30, 60 e 120 minutos da administracdo da solugdo de
glicose, as glicemias foram novamente mensuradas (Sinzato et al., 2012). Apds obtencdo das
glicemias em fun¢do dos tempos, foi estimada a area total sob a curva (AUC) usando

matematicamente o método trapezoidal (Tai, 1994; Tietz, 2005; de Campos et al., 2007).

A
Dias de vida
[ k)
Dia 0 | D90 D100 |
Adaptacdoao meio liquido
Indugdo do
diabete
Acasalamento
B
Dias de prenhez
[ :)
| Do D6 | D7 D12, D13 | 6, D17 D18
Y T
Adaptagdoao Natacdo Natagdo
meio liquido
Teste oral de
toleranciaa glicose
Descanso Wiorte

Figura 1. Sequéncia experimental de ratas Wistar. A. Antes da prenhez; B. Durante a prenhez.

Coleta e processamento de amostras de sangue para andlise dos marcadores do
estresse oxidativo

Na tarde do dia 18 de prenhez, as ratas foram submetidas a anestesia inalatdria com
isoflurano (Isoforine®, 1 mL/min) e decapitadas para obten¢do de amostras de sangue. Parte
das amostras foi coletada em tubos com anticoagulante (heparina) e outra parte em tubos

secos. As amostras de sangue coletadas em tubos com heparina foram processadas pela
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técnica de hemdcias lavadas para determinacdo de marcadores de estresse oxidativo
[atividade da enzima superdxido dismutase (SOD) e concentragdo de grupos tidis reduzidos e

de malondialdeido (MDA)] (de Souza et al., 2010 — modificado).

Coleta e processamento de amostras de soro para andlise de insulina e creatina
quinase (CK)

As amostras de sangue coletadas em tubos secos foram processadas para obtencdo de
soro para determinag¢do da concentragdo de insulina (Crystal Chem Inc.®) e atividade da
enzima creatina quinase (EnzyChromTM Creatine Kinase Assay Kit® - ECPK 100) através de

leitura em microplacas por espectrofotometria de acordo com as instrucdes do fabricante.

Desempenho reprodutivo materno

Apds obtencdo das amostras de sangue, as ratas ja decapitadas foram submetidas a
laparotomia para exposicao dos cornos uterinos para contagem dos numeros de implantacdes,
reabsorcGes (mortes embrionarias), fetos vivos e mortos. A taxa de perda pds-implantagdo
embriondria foi calculada pela féormula: nimero de implantacdes — numero de fetos vivos x
100 / numero de implantacdes (Damasceno et al., 2008). Visto que, em trabalhos anteriores,
nosso grupo de pesquisa observou que a taxa de perda pds-implantacdo em ratas ndo
diabéticas varia entre 7+3%, foram apresentados os resultados da porcentagem de ratas que
exibiram perda pds-implantagdo maior que 10% em cada grupo estudado. Apds a retirada dos

cornos uterinos, foi determinada a pesagem da ninhada.

Andlise da frequéncia de anomalias externas fetais

Os fetos foram retirados dos cornos uterinos e examinados quanto a conformagédo
craniana, implantacdo das orelhas, presenca de olhos (fechados) e boca (fenda labial,
macroglossia), membros anteriores e posteriores (auséncia ou excesso de dedos, posicdo,
tamanho), regides toracicas, abdominal e dorsal (hemorragia, hematoma e defeito de

fechamento do tubo neural) e presenga de perfuracdo anal (Damasceno et al., 2008).

Coleta e processamento do pdncreas materno para andlise morfolégica

O pancreas materno foi coletado e fixado em formalina 10% por 24 horas, foi lavado
por uma hora e, em seguida, acondicionado em etanol a 70%. As amostras foram emblocadas
em parafina e cortadas em micrétomo no Laboratdrio de Patologia do Hospital das Clinicas de
Botucatu - UNESP. As laminas foram confeccionadas e o tecido foi corado com hematoxilina-

eosina para andlise morfométrica da drea (mm?) utilizando sistema computadorizado de
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imagem (software KS-300, versdo 3.0, Zeiss®), que recebe imagem por camera digital (CCD-
IRIS/RGB, Sony®), acoplada a microscopio (DMR, Leica®). Outras laminas contendo tecido
pancreatico foram cortadas para analise imunoistoquimica (IHQ) no Laboratério de
Imunoistoquimica do Servico de Patologia Veterinaria da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnica (FMVZ) - UNESP, Botucatu. Para isso, seccOes de tecido de 5um foram
desparafinizadas em xilol e reidratadas por meio de banhos em solugdes de gradientes
decrescentes de etanol. Os anticorpos primarios utilizados foram anti-insulina (Mouse
monoclonal [D6C4] to Insulin, Abcam®, cdd.: ab8304), anti-PDX-1 (Rabbit polyclonal to PDX-1,
Abcam®, cdd.: ab47267) e anti-GLP-1/glucagon (Rabbit polyclonal to GLP-1, Abcam®, cdd.:
ab39072). Para a avaliacdo do indice proliferativo, foi utilizado o anticorpo anti-KI-67
(Monoclonal mouse AntiHuman, Clone MIB-1, Dako® Denmark). O procedimento IHQ incluiu as
seguintes etapas: (1) recuperagdo antigénica do tecido com solu¢do de citrato (pH 6,0) em
panela de pressdo Pascal (Dako®), exceto para o anticorpo anti-PDX-1 que ndo passou pelo
processo de recuperacdo; (2) bloqueio da peroxidase enddgena pela incubagdo com solugdo
de perdxido de hidrogénio pronto para uso (Spring®, céd.: DHP-125); (3) blogueio de proteinas
inespecificas com Protein Block (Dako®) para todos os anticorpos; (4) incuba¢do com anticorpo
primario com diluicdo de 1:5000 para anti-insulina, 1:1000 para PDX-1 e 1:100 para glucagon,
todos estes por duas horas em estufa a 27°C e diluicdo 1:100 para anti-KI-67 periodo overnight
em geladeira a 8°C; (5) incubagdo com anticorpo secundario Histofine® (Simple Stain Max Po.
Universal Immuno-peroxidase Polymer/Anti-Mouse and Rabbit) por 30 minutos a temperatura
de 27°C para todos os anticorpos; (6) revelacdo da peroxidase através do cromogeno DAB (3,3-
diaminobenzidina); (7) contra-coloracdo com hematoxilina de Mayer e montagem da lamina
para visualizacdo em microscopio.

A avaliacdo IHQ foi realizada pela relagdo entre niumero de células marcadas pelo
numero total de células (marcadas e ndo marcadas) x 100. Foram observadas dez ilhotas por

lamina e cinco laminas por grupo experimental.

Coleta e processamento do musculo gastrocnémio para andlise da atividade da enzima
citrato sintase

Apds a coleta do pancreas, o musculo gastrocnémio foi retirado para andlise da
atividade da enzima citrato sintase. Para isso, o tecido foi homogeneizado e centrifugado. A
determinagdo da atividade maxima da enzima baseou-se no protocolo modificado de Alp et al.
(1976), a partir do complexo amarelo formado entre Coenzima A liberada na reagdo com o
DTNB [5,5-Dithiobis  (2-nitro-benzoic acid)]. As amostras foram analisadas por

espectrofotometria a 412 nm e o resultado foi dado em nM/minuto/mg de proteina.


http://www.abcam.com/insulin--proinsulin-antibody-d6c4-ab8304.html
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Anilise estatistica

Respeitando que a homogeneidade entre as unidades experimentais é uma das bases
do desenho experimental e considerando que ratas ndo diabéticas e diabéticas sdo organismos
biologicamente diferentes, as comparacdes entre ratas ND versus NDEx; ND versus D; NDEx
versus DEx; D versus DEx foram realizadas. Os resultados foram estatisticamente analisados
por comparacao entre as médias das varidveis dos grupos usando Distribuicdo Gama seguida
de medidas repetidas e Teste de Student Newman-Keuls para comparacao 2x2 entre os grupos
especificos mencionados acima. Para comparacdo entre as proporc¢des, foi empregada a
Distribuicdo de Poisson e Binomial Negativa. Foi considerado p<0,05 como limite de

significancia estatistica.

RESULTADOS

A Figura 2 ilustra o fluxograma do numero de animais que iniciaram o experimento e
de animais que foram inclusos durante a execu¢cdo do mesmo. No grupo nao diabético, das 41
ratas que iniciaram o experimento, 36 apresentaram diagndstico positivo de prenhez. Destas,
30 chegaram ao 189 dia de prenhez (15 ratas no grupo ND e 15 no grupo NDEXx) e 6 ratas ndo
mantiveram a prenhez até o dia 18 e, por isso, foram excluidas. No grupo de ratas com diabete
moderado, das 420 ratas que receberam STZ, 178 apresentaram glicemias de acordo com o
critério de inclusdo (glicemia = 400 mg/dL no 52 dia de vida). Dessas, 57 chegaram a idade
adulta, das quais 49 tiveram diagndstico positivo de prenhez. Das 49 ratas prenhes, 19 ndo
mantiveram a prenhez até o dia 18 e, por isso, também foram excluidas do experimento. Das
30 ratas diabéticas que chegaram até o 182 dia de prenhez, 15 foram inclusas no grupo DE e 15

no DEXx.
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Figura 2. Fluxograma do numero de animais utilizados no experimento. A. Grupo ndo
diabético; B. Grupo de ratas com diabete moderado.

Os dados relacionados ao teste oral de toleradncia a glicose (TOTG) estdo apresentados
na figura 3 (A, B e C). Com relacdo a comparacdo dentro do mesmo grupo, fixando cada
momento do TOTG, o grupo ND apresentou um aumento da glicemia nos tempos 30 e 60
minutos (min) quando comparados a glicemia do tempo zero. Este mesmo grupo apresentou
média glicémica aumentada no tempo 30 min em relacdo a apresentada nos tempos 60 e 120
min e, no tempo 60, a glicemia foi mais elevada comparada a do tempo 120 min. Os grupos
diabéticos apresentaram o mesmo comportamento do grupo ND durante o teste, porém, a
médias glicémicas foram mais elevadas. Ja, o grupo NDEx apresentou maior média glicémica
apenas no tempo 30 min em relagdo a dos tempos zero, 60 e 120 min. Em relacdo ao gréfico
de drea sob a curva, os grupos diabéticos, independentemente da pratica de exercicio fisico,

apresentaram maior AUC do que a dos animais nao diabéticos.
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Figura 3. Teste oral de tolerancia a glicose no 172 dia de prenhez de ratas nado diabéticas (A) e
diabéticas (B) submetidas ou n3o ao exercicio fisico de natacdo. (C) Area sob a curva de
glicemia durante o teste oral de tolerancia a glicose.

Legenda: ND: ndo diabético ndo exercitado; NDEx: ndo diabético exercitado; D: diabético ndo
exercitado; DEx: diabético exercitado.

Dados apresentados como médiatdesvio padrao.

Figuras A e B: *p<0,05 — comparado ao tempo 0; *p<0,05 — comparado ao tempo 60; #p<0,05 —
comparado ao tempo 120 (Distribuicdo Gama seguido de Medidas Repetidas).

Figura C: *p<0,05 — comparado ao grupo ND; #p<0,05 — comparado ao grupo NDEx (Teste de Student
Newman Keuls).

Na figura 4 (A, B e C), sdo apresentados os resultados de desempenho reprodutivo
materno. N3o foi observada diferenca estatisticamente significativa entre os grupos ND e
NDEx em todos os parametros avaliados com relagdo a performance reprodutiva materna. Por
outro lado, foi verificado aumento no numero de fetos vivos (Figura 4A) e maior peso da
ninhada (Figura 4B) no grupo DEx comparado aos do grupo D. Os grupos D e DEx tiveram
aumento na porcentagem de ratas apresentando perda pds-implantagdo maior que 10%

(Figura 4C) em relagdo as dos grupos ND e NDEx, respectivamente.
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Nao foi observada presenca de anomalias externas fetais nos diferentes grupos

estudados (dados ndo mostrados).
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Figura 4. Desempenho reprodutivo materno de ratas ndo diabéticas e diabéticas submetidas
ou ndo ao exercicio fisico de nata¢do durante a prenhez. A. NUmero de fetos vivos e de
implanta¢des; B. Peso da ninhada; C. Porcentagem de ratas que apresentaram perda pos-
implantagdo maior que 10%.

Legenda: ND: ndo diabético ndo exercitado; NDEx: ndo diabético exercitado; D: diabético ndo
exercitado; DEx: diabético exercitado.

Figura A: p<0,05 — comparado ao grupo D (Distribui¢do de Poisson)

Figura B: *p<0,05 — comparado ao grupo ND; #p<0,05 — comparado ao grupo NDEx (Distribuicdo
binominal negativa)

Figura C: #p<0,05 — comparado ao grupo D (Teste de Student Newman Keuls)
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Os dados da analise morfoldgica do pancreas estdo apresentados nas figuras de 5 a 10
(A e B). Na analise morfométrica do pancreas materno (Figura 5 A e B), foi verificado
diminuicdo da area das ilhotas dos grupos diabéticos quando comparado a dos ndo diabéticos,
independentemente da pratica de exercicio. Com relagdo a marcacdo imunoistoquimica para
insulina (marcacdo citoplasmatica) e PDX-1 (marcacdo nuclear) (Figuras 6 e 8,
respectivamente) no pancreas materno, houve redu¢do no nimero de células imunomarcadas
para ambos nos grupos diabéticos em relagdo ao dos ndo diabéticos, independentemente da
pratica de exercicio. A imunomarcacao celular de glucagon (marcagdo citoplasmatica) (Figura
7) foi aumentada dos grupos diabéticos em relacdo a dos grupos ndo diabéticos. Ndo foi
observada diferenca estatisticamente significativa com relacdo a marcacdao imunoistoquimica

para KI-67 (marcacgdo nuclear) (Figura 9).

Area média das ilhotas

Area (mm?)

ND NDEX ()
Grupos

Figura 5. Area das ilhotas pancreéticas de ratas ndo diabéticas e diabéticas submetidas ou ndo
ao exercicio fisico de natacdo durante a prenhez. (A) Fotomicrografias das ilhotas de ratas
(coloracdo hematoxilina-eosina — HE), setas indicam as ilhotas pancreaticas, aumento de 40x,
escala = 100pum. (B) Area média das ilhotas nos diferentes grupos estudados.

Legenda: ND: ndo diabético ndo exercitado; NDEx: ndo diabético exercitado; D: diabético ndo
exercitado; DEx: diabético exercitado.

Figura B: dados apresentados como médiatdesvio padrao.

*p<0,05 — comparado ao grupo ND (Teste de Student Newman Keuls).

#p<0,05 — comparado ao grupo NDEx (Teste de Student Newman Keuls).
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Figura 6. Imunomarcacdo para insulina no pancreas de ratas ndo diabéticas e diabéticas
submetidas ou ndo ao exercicio fisico de nata¢do durante a prenhez. (A) Fotomicrografias com
células imunomarcadas para insulina no pancreas de ratas, ilhotas circundadas em preto, setas
indicam células imunomarcadas para insulina (Mouse monoclonal [D6C4] to Insulin, Abcam®,
cdd.: ab8304, Histofine®, DAB, aumento de 40x). (B) Porcentagem média de células marcadas
para insulina nas ilhotas pancreaticas de ratas.

Legenda: ND: ndo diabético ndo exercitado; NDEx: ndo diabético exercitado; D: diabético ndo
exercitado; DEx: diabético exercitado.

Figura B: dados apresentados como média percentualtdesvio padrao.

*p<0,05 — comparado ao grupo ND (Distribuicdo de Poisson)

#p<0,05 — comparado ao grupo NDEXx (Distribuicio de Poisson)
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Figura 7. Imunomarcagdo para glucagon no pancreas de ratas ndo diabéticas e diabéticas
submetidas ou ndo ao exercicio fisico de nata¢do durante a prenhez. (A) Fotomicrografias com
células imunomarcadas para glucagon no pancreas de ratas, ilhotas circundadas em preto,
setas indicam células imunomarcadas para glucagon (Rabbit polyclonal to GLP-1, Abcam®,
cdd.: ab39072, Histofine®, DAB, aumento de 40x). (B) Porcentagem média de células marcadas
para glucagon nas ilhotas pancredticas de ratas.

Legenda: ND: ndo diabético ndo exercitado; NDEx: ndo diabético exercitado; D: diabético ndo
exercitado; DEx: diabético exercitado.

Figura B: dados apresentados como média percentualtdesvio padrao.

*p<0,05 — comparado ao grupo ND (Distribuicdo Binomial Negativa)

#p<0,05 — comparado ao grupo NDEx (Distribuicdo Binomial Negativa)

DEx
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Figura 8. Imunomarcagdo para PDX-1 no pancreas de ratas ndo diabéticas e diabéticas
submetidas ou ndo ao exercicio fisico de natacdo durante a prenhez. (A) Fotomicrografias com
células imunomarcadas para PDX-1 no pancreas de ratas, ilhotas circundadas em preto, setas
indicam células imunomarcadas para PDX-1, (Rabbit polyclonal to PDX-1, Abcam®, cdd.:
ab47267., Histofine®, DAB, aumento de 40x). (B) Porcentagem média de células marcadas para
PDX-1 nas ilhotas pancreaticas de ratas.

Legenda: ND: ndo diabético ndo exercitado; NDEx: ndo diabético exercitado; D: diabético ndo
exercitado; DEx: diabético exercitado.

Figura B: dados apresentados como média percentualtdesvio padrao.

*p<0,05 — comparado ao grupo ND (Distribuicdo Binomial Negativa)

#p<0,05 — comparado ao grupo NDEx (Distribuicio Binomial Negativa)
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Figura 9. Imunomarcagdo para KI-67 no pancreas de ratas ndo diabéticas e diabéticas
submetidas ou ndo ao exercicio fisico de natagdo durante a prenhez. (A) Fotomicrografias com
células imunomarcadas para KI-67 no pancreas de ratas, ilhotas circundadas em preto, setas
indicam células imunomarcadas para KI-67 (Monoclonal mouse AntiHuman, Clone MIB-1,
Dako® Denmark, Histofine®, DAB, aumento de 40x). (B) Porcentagem média de células
imunomarcadas para KI-67 nas ilhotas pancreaticas de ratas.

Legenda: ND: ndo diabético ndo exercitado; NDEx: ndo diabético exercitado; D: diabético ndo
exercitado; DEx: diabético exercitado.

Figura B: dados apresentados como média percentualtdesvio padrdo.

p> 0,05 — sem diferenca estatisticamente significativa
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A tabela 1 apresenta as concentragdes de insulina, marcadores de estresse oxidativo e
a atividade das enzimas creatina quinase (CK) e citrato sintase nos diferentes grupos
estudados. N3o foi observada diferenca estatisticamente significativa com relacdo a
concentragdo sérica de insulina materna. Quanto aos marcadores de estresse oxidativo, a
concentracdao de MDA aumentou no grupo D comparado a do ND e no grupo DEx comparado a
dos grupos NDEx e D. A atividade da enzima antioxidante SOD estava aumentada nos grupos
NDEx e D em relagao a do grupo ND e diminuida no grupo DEx comparado a dos grupos NDEx e
D. Ndo houve diferenca estatisticamente significativa na concentracdo de grupos tidis
reduzidos. Com relacdo a atividade de CK, foi verificado aumento estatisticamente significativo
em ratas DEx comparado a do NDEx. Foi observado diminuicdo na atividade da enzima citrato

sintase no grupo DEx em relacdo a do grupo NDEXx.

Tabela 1. Biomarcadores do metabolismo de ratas ndo diabéticas e diabéticas submetidas ou

nao ao exercicio fisico de natagao durante a prenhez.

ND NDEXx D DEXx

:"S;)'"“a (ng/mi) 1,3£0,1 1,3:0,4 1,240,1 1,140,1
n=

Malondialdeido

(nM/g Hb) 68,7+5,0 78,3%17,7 111,8+38,8* 321,8+171,0%&
(n=8)

Superoxido

dismutase 24,9+3,0 43,5+3,9* 46,145,1* 28,6+3,3%
(U/mg Hb)

(n=8)

Tidis reduzidos

(mM/meg Hb) 2,4:0,4 2,60,1 2,840,2 2,5+0,3
(n=8)

Creatina

quinase (u/L) 375,6+126,7 409,1+136,3 471,3+102,5 554,3+149,5%
(n=5)

Citrato sintase

(nM/min/mg ptn) 0,7+0,4 0,940,2 0,4+0,2 0'610'1#
(n=5)

Legenda: ND: ndo diabético ndo exercitado; NDEx: ndo diabético exercitado; D: diabético ndo
exercitado; DEx: diabético exercitado.

Valores de referéncia para ratas prenhes: Creatina quinase (CK): 248,9 - 502,3 U/L

Dados apresentados como médiatdesvio padrio.

*p<0,05 — comparado ao grupo ND (Teste de Student Newman Keuls)

#p<0,05 — comparado ao grupo NDEXx (Teste de Student Newman Keuls)

&p<0,05 — comparado ao grupo D (Teste de Student Newman Keuls)
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DISCUSSAO

No presente estudo, foi verificado que as ratas NDEx apresentaram média glicémica no
tempo 60 minutos (min) durante o TOTG equivalentes aos valores de jejum (tempo zero), isto
é, o retorno da concentracdao de glicose sanguinea ocorreu antes do término do teste (120
min), mostrando um efeito benéfico da natacdo de intensidade moderada com rela¢do ao
aumento da captacdo de glicose pelos tecidos periféricos. A maior captacdo de glicose no
TOTG em ratas NDEx poderia estar relacionada ao aumento da sensibilidade a insulina,
aumento da expressdo proteica do transportador de glicose tipo 4 (GLUT4) e/ou captacdo de
glicose através de vias ndo relacionadas a insulina (Ren et al., 1994; Kawanaka et al., 2000;
Hawley & Lessard, 2008).

Calegari et al. (2011a) utilizaram ratos machos normoglicémicos submetidos a
diferentes treinamentos em esteira e verificaram diminuicdo na area sob a curva (AUC) de
glicose durante o TOTG nos grupos treinados. Os autores atribuem esse resultado ao maior
estimulo a via de sinalizacdo insulinica hepatica e muscular, o que resulta em maior captacdo
periférica de glicose. Outro estudo com ratas fémeas ndo diabéticas que foram submetidas a
pratica de natagdo por um ou dois dias demonstrou aumento na expressdo proteica e na
concentracdo de GLUT4 no musculo dos animais exercitados, o que comprova que poucos dias
de exercicio podem resultar em melhora na captacdo da glicose disponivel (Ren et al., 1994).

Com relagdo as ratas diabéticas, os resultados mostraram que os grupos D e DEx
apresentaram médias glicémicas maiores que 200 mg/dL e maior AUC durante o TOTG,
comprovando o quadro diabético. A natagdo ndo contribuiu para atenuar o quadro
hiperglicémico nessas ratas. Faltam artigos mais especificos na literatura sobre os efeitos do
exercicio fisico de natacdo no metabolismo da glicose em ratas diabéticas prenhes.
Experimento com ratos machos Zucker (geneticamente diabéticos) submetidos ao treinamento
de 60 minutos/dia durante 12 semanas em esteira (15-20 metros/minuto) demonstrou menor
AUC durante o TOTG nos animais do grupo exercitado (Kim et al., 2013). Da mesma forma,
outro estudo também observou melhora na tolerancia a glicose em fémeas com diabete
induzido por aloxana (droga beta-citotoxica) com dose de 250 mg/Kg que nadaram (60
minutos/dia) em intensidade moderada (carga equivalente ao limiar anaerdbio) por 12
semanas (Mota et al., 2008).

Os resultados do presente estudo mostraram que a pratica de natagdo no grupo NDEx
ndo causou prejuizo no desempenho reprodutivo materno, visto que este grupo nao

apresentou diferencas com relagdo as varidveis estudadas. Ja com relagdo ao grupo DEx, a
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melhora em alguns parametros do desempenho reprodutivo materno, como menor peso da
ninhada e maior nimero de fetos vivos, que caracteriza reducdao do nimero de mortes fetais,
observada neste grupo ndo foi confirmada por Vanheest & Rodgers (1997) que, utilizando
fémeas Sprague-Dawley que receberam STZ (50 mg/Kg) para inducdo do diabete e que
praticaram exercicio de esteira antes e/ou durante a prenhez (20 metros/min, 1h/dia, 5
dias/semana), ndo observaram diferenca nos dados de ganho de peso corpdéreo materno,
numero de fetos vivos, peso da ninhada e nimero de reabsor¢des (mortes embrionarias) nos
grupos diabéticos treinados quando comparado aos do grupo sedentario.

Neste estudo, as concentracGes séricas de insulina ndo foram influenciadas pela
natacdo e nem pela indugdo do diabete, independentemente do grupo estudado. Esses
resultados estdo de acordo com outros trabalhos do nosso grupo de pesquisa, como o de Saito
et al. (2010), que administraram STZ em dois dias (no primeiro dia de vida e 72 dia de prenhez
de ratas) e de Dallaqua & Damasceno (2015), que induziram o diabete moderado no 12 dia de
vida e também ndo observaram diferenca na concentracao sérica de insulina. Caluwaerts et al.
(2003), utilizando diferentes doses de STZ (30, 35, 40 e 50 mg/dL) para inducdo de diabete no
dia 1 de prenhez de ratas Wistar, ndo verificaram diferenca na concentracdao de insulina
plasmatica desses animais na prenhez a termo. De forma semelhante, no trabalho de
Contarteze et al. (2009), ndo foram observadas diferencas neste parametro entre machos
controle e com inducdo do diabete (aloxana — 250 mg/Kg). Silva et al. (2010) submeteram
animais ao jejum e nao observaram diferenca significativa na concentragdo sérica de insulina
em machos obesos submetidos a natacdo em diferentes protocolos (grupo 1: duas séries de
trés horas de natagdo separadas por 45 minutos de descanso; grupo 2: 40 minutos de natacdo
com carga de 70% do limiar anaerdbio). Porém, estes autores verificaram melhora na
sensibilidade a este hormonio nos grupos exercitados durante o teste de tolerancia a insulina
(TTI), mostrando que o TTI proporciona resultados mais fidedignos relacionados ao
metabolismo da insulina.

Nossos resultados sobre a concentragdo de insulina sérica corroboram com outros
estudos, mesmo sendo em outras espécies, sem prenhez e machos. Mas, cabe ressaltar que a
falta de diferenga na concentragdo de insulina entre os grupos exercitados e ndo exercitados
pode estar relacionada ao fato das ratas ndo estarem em jejum. Desta forma, o consumo ad
libitum de racgdo dificulta a interpretagdao do metabolismo glicémico em relagao ao de insulina.

Sabe-se que a SOD atua como a primeira linha de defesa antioxidante enddgena, pois
sua atividade é aumentada para dismutar o anion superdxido, que é produzido na primeira
reacdo de reducdo do oxigénio (O3) para a dgua (Valko et al., 2007). Foi observado aumento da

atividade dessa enzima nos grupos NDEx e D. No grupo NDEx, o aumento de atividade desta
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enzima foi eficaz, pois controlou a lipoperoxidacdo, confirmada pela inalteracao da
concentracdo de MDA observada neste grupo. Jd4 no grupo D, o aumento de SOD nao foi
suficiente para conter a lipoperoxidagao, visto que a concentracao de MDA estava aumentada.
Entretanto no grupo DEx, foi verificada diminuicdo da atividade de SOD e aumento da
concentracdo de MDA, sugerindo que a associacdo diabete e exercicio levou a exaustdo da
primeira linha de defesa antioxidante. Além disso, a inalteracdo da concentracdao de grupos
tidis neste grupo também suporta a afirmacdo de que ndo foi possivel controlar o processo
exacerbado de lipoperoxidacdo, resultando em estresse oxidativo. Desta forma, sugere-se que
a intensidade de exercicio aplicada no grupo DEx tenha sido intensa, j& que trabalhos na
literatura mostram que, em intensidades mais severas, o exercicio pode promover o
estabelecimento do quadro de estresse oxidativo. De Oliveira et al. (2013) utilizaram um
programa de natacdo de intensidade moderada para um grupo de ratos (50 minutos por dia,
com carga de 5% do peso corpdreo na 12 semana, 6% na 22 semana, 7% na 32 e de 8% na 42) e,
para outro grupo de ratos, um programa de alta intensidade (um minuto de exercicio seguido
de dois minutos de descanso até completar 50 minutos/dia, com carga de 10% do peso
corporeo na 12 semana, aumentando para 15% na 22 semana, 20% na 32 e 25% na 42 semana).
Esses autores demonstraram aumento da lipoperoxidagdo apenas no grupo que se exercitou
de forma intensa, demonstrando que a pratica de exercicio em intensidades mais severas pode
acarretar em estresse oxidativo.

Quanto aos marcadores bioldgicos diretamente relacionados aos efeitos do exercicio
fisico, foi verificado que a associacdo diabete e exercicio aumentou a atividade de CK no grupo
DEx, caracterizando dano muscular. Isto mostra, mais uma vez, que a intensidade de exercicio
utilizada neste trabalho foi intensa para este grupo que ja apresentava deficiéncia metabdlica.
A literatura evidencia aumento na atividade de CK em pacientes diagnosticados com DM2 que
apresentam miopatia diabética (reducdo da resisténcia, forca e massa muscular) (Andersen et
al., 2005; Huang et al., 2010; Frank & Finsterer, 2012). Sussai et al. (2010) também verificaram
aumento de CK em machos submetidos a pratica de exercicio resistido. Yokokawa et al. (2011)
submeteram animais que receberam STZ (30 mg/Kg) a um protocolo de exercicio voluntario
por 5 dias e observaram aumento de CK no grupo exercitado, o que corrobora nossos achados.

Outro fator que também pode ter contribuido para aumento na atividade da CK no
grupo DEx é o quadro de estresse oxidativo que se encontra estabelecido nesse grupo. A
literatura retrata que o aumento na formagdo de ERO promove aumento na expressdo de
genes relacionados a atrofia muscular, tais como atrogin-1 e MuRF-1, e incapacidade na

regulacdo de genes associados ao crescimento muscular. Esses fatores contribuem para uma
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maior incidéncia de lesdo muscular em animais diabéticos (Aragno et al., 2004; Mascrocola et
al., 2008).

Com relagdo a atividade da enzima citrato sintase, que é frequentemente empregada
para analise da natureza aerdbia do treinamento, observou-se diminuicdo na atividade dessa
enzima apenas no grupo DEx. Isto demonstra um aumento na utilizagdo da via anaerdbia
durante a natacdo, o que evidencia que a intensidade de exercicio com carga de 4% do peso
corpdreo aplicada a essas ratas estaria sendo intensa, ja que a via aerdbia ndo foi capaz de
fornecer a energia necessaria para a atividade realizada.

A hiperglicemia presente nos grupos diabéticos acarretou em alteracdao nas ilhotas
pancreaticas. Os mecanismos pelos quais essas alteracdes ocorrem podem ser a auto-oxidagdo
da glicose, glicacdo de proteinas e a formacdo de ERO, que causa mais danos oxidativos nas
células B pancredticas e, consequentemente, diminuicdo da sintese de insulina. Isto é
confirmado em nosso estudo, visto que a imunomarcacdo de células positivas para insulina no
pancreas dos animais diabéticos esta diminuida. Além disso, houve reducdo da area de ilhota
pancredtica nos grupos diabéticos, confirmando o efeito da hiperglicemia.

Alguns estudos na literatura mostram que a gravidez/prenhez (Butler et al., 2010;
Gallego & Damasceno, 2014), o diabete (Rawal et al., 2013) e o exercicio (Park et al., 2008) por
si so sao fatores capazes de modificar a morfologia pancreatica. Neste trabalho, observamos
gue a fusdo das trés variaveis independentes causou diminuicdo nas imunomarcacdes de
insulina e de PDX-1, aumento na marca¢ao para glucagon e inalteragdo nas taxas proliferagao
no pancreas de ratas DEx, similarmente ao que ocorreu no grupo diabético sem exercicio. Isto
mostra que a intensidade de exercicio ao qual os animais diabéticos foram submetidos nao foi
eficaz de promover alteragdes estruturais ao pancreas a ponto de reduzir a glicemia,
evidenciando que apenas o diabete causou as alteragGes encontradas. Mas cabe reforcar que
o0 exercicio ndo causou prejuizos morfoldgicos a este microérgdo (pancreas enddcrino).

Sendo assim, podemos inferir que o periodo da pratica do exercicio utilizado no
presente estudo, isto é, apds a implantacdo embrionaria até o final da prenhez, nao foi
suficiente para estimular a via aerdbia (ativacdo da citrato sintase) e causar alteragdes no
pancreas materno do grupo diabético exercitado, levando a sugerir que seria necessaria a
implementa¢cdo de um exercicio prévio a prenhez ja que outros trabalhos da literatura que
utilizaram maior tempo de treinamento, como 8 semanas (de Oliveira et al., 2010; Calegari et
al., 2011a; 2011b), 10 semanas (Leite et al., 2013) ou 12 semanas (Tsuchiya et al., 2013),
apresentaram resultados positivos nos parametros relacionados ao metabolismo da glicose e
morfologia pancreatica. No entanto, a carga de 4% do peso corpdreo utilizada como

parametro para uma intensidade moderada para os animais prenhes (Netto & Damasceno,
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2016) foi benéfica as ratas ndo diabéticas, mas foi considerada intensa para as ratas com

diabete moderado.

CONCLUSAO

A pratica de natacao foi capaz de alterar o metabolismo glicEmico de forma positiva e
melhorou a capacidade de defesa antioxidante de ratas ndo diabéticas, contribuindo para o
bom desempenho reprodutivo materno. Desta forma, sugerimos que a intensidade de
exercicio com carga de 4% de peso corpdreo estabelecida para ratas ND foi benéfica. Porém,
em animais diabéticos, esta intensidade ndo foi capaz de alterar o pancreas materno,
confirmado pelo TOTG e pelas andlises morfoldgicas. Além disso, a natagdo exacerbou o
quadro de estresse oxidativo, aumentou a utilizacdo da via anaerdbia e causou danos
musculares. Portanto, a intensidade utilizada para realizacdo da pratica de natacdo em ratas
prenhes ndo diabéticas durante a prenhez foi eficaz, mas o mesmo ndo ocorreu para ratas

diabéticas prenhes.
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