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RESUMO

O execicio fisco tem sdo recomendado na prevencdo do diabetes mdlitus néo
insulino dependente (NIDDM), mas os mecanismos envolvidos nessa intervengdo anda néo
sd0 bem conhecidos. Moddos experimentais oferecem oportunidade para 0 estudo dessa
questdo. Ratos tratados com streptozotocina no periodo neonatal tém sido empregados como
modelo de NIDDM, porém, pouco se sabe sobre 0 modelo de diabetes neonatal induzido por
doxana. Com o objetivo de andisar os efeitos metabdlicos da administracdo neoretd de
aloxana, ratos recém nascidos (2 e 4 dias), de ambos o0s sexos, receberam a droga (200 mg/Kg
p.c.-i.p.). Como controles foram utilizados ratos injetados com veiculo (tamp&o citrato). Aos
28, 60 e 90 dias de idade os animais foram avadiados quanto a glicemia de jgum, glicemia
apés administracdo de glicose e tolerancia a glicose ord (GTTo). Os resultados mostraram
maior glicemia no GTTo (p>0,05) até os 60 dias nos grupos tratados com a droga, regredindo
aos 90 dias em ambos os sexos. Aos 90 dias os animais foram sacrificados por decapitacéo.
Ficou evidente que os machos que receberam a adoxana aos dois dias foram 0s mas
prejudicados, mostrando 0s menores teores de insulina e razéo proteined DNA  pancreéticos e
0s niveis mais devados de A.G.L. sangliineo (p<0,05). Concluindo, embora a intolerancia a
glicose sga trandtdria, a recuperacd dos animas € incompleta, pois adgumas ateracoes
metabdlicas persstem.

Em outra S&rie de experimentos, visando avadiar os efeitos do treinamento aerdbio
sobre a manifestacdo das dteragbes metabdlicas causadas pela adoxana, ratos recém nascidos
(2 dias) receberam aoxana (200 mg/Kg de peso corpora) via intraperitoneal. Como controles
foram utilizados ratos injetados com veiculo (tampdo citrato). Apds o0 desmame (28 dias)
parte dos ratos tratados com aoxana foram submetidos ao treinamento (natagdo 1h/dia, 5
dias/'semana, com sobrecarga de 3% do peso corpora). Ao desmame, aos 60 e aos 90 dias de
idade, os animais foram avdiados "in vivo' quanto a glicemia de jgum, tolerdncia a glicose e
resposta a insulina exdgena. Decorridas 48 horas do teste de tolerancia, e para 0s animais
treinados, 48 horas gpGs a Ultima sessio de treino, os animais foram sacrificados por
decapitacdo. Embora 0 quadro de hiperglicemia tenha regredido no grupo sedentario que
recebeu a droga, agumas sequelas permaneceram: eevacdo dos nivels de A.G.L., redugcdo do
teor de insulina pancredtica; podendo ser prgjudicias a manutencdo da homeostase. A

atividede fisica aenuou parte dessas dteragbes. Por outro lado, agravou a intolerdncia a



glicose aos 90 dias, indicando a necessdade da adequacdo da intensidade do esforgo fisico

para organismos diabéticos.

Palavras-chave: Modelo Neonatal de Diabetes, Aloxana, Treinamento Fisico.



ABSTRACT

The present study was desgned to andyse the metabolic effects of neonatd dloxan
adminigraion Mde and femade newborn rats (2 and 4 days old) received dloxan (200
mg/Kg b.w.-i.p.). Vehicle injected rats were used as control. At 28, 60 and 90 days old the
anmds were evauated with respect to: fagting glycemia, nonfading glycemia and ora
glucose tolerance (GTTo). The results showed higher glycemia during the GTTo (p>0,05) in
the aloxan injected rats than in controls a the 60" day old, but not at the 90 day. At 90 days
old, the animas were sacrified by decapitation. It was clearly demonsrated that the male rats
recaving dloxan a the 2" day of life were the most affected by the drug. They showed the
lowest pancregtic insulin content and proteinVDNA ratio and the highet serum F.FA. leves
(p<0,05). In concluson, dthough the glucose intolerance is trandtory, the animds
rehabilitation isincomplete, Snce some metabalic dterations remain.

In another series of experiment, to andyse the effects of aerobic phydcd training on
the manifestation of the metabolic effects of dloxan, mae newborn rats (2 days old) received
dloxan (200 mg/Kg b.w.) intraperitoneally. Vehicle injected rats (citrate buffer) were used as
control. After weaning, pat of the aloxan treasted rats were submitted to 1-h day!, 5day
week !t swimming, with an overload equivalent to 3% of the body weight. At 28, 60 and 90
days old the animas were submitted to a glucose (GTTo) and insulin (ITTsc) tolerance test.
Forty eight hours after the last tolerance test, and to the trained animals, 48 hours &fter the last
traning, the animas were sacrificed by decapitation. Although the hyperglycaemia is
trangtory in the sedentary dloxan trested animds some dterations reman: high serum
FFA. levds low pancregtic insulin content; which can be hamful to homeodads
maintenance. The rehabilitation induced by physca training was only patid. On the other
hand, physica training impaired glucose tolerance a the 90 day, indicating the need of
adequating the exercise intengty to diabetic condition.

Keywords Neonatal Modd of Diabetes, Alloxan, Physicd Training.
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1. INTRODUCAO

Fatores extrinsecos como dieta balanceada e exercicio fisco regular sdo essenciais ao
adequado funcionamento do corpo humano e influenciam nas edaidticas de mortaidade,
epecidmente entre idosos. Atuamente temse dado grande importancia a atividede fisca
como forma de melhorar o nivel de aptidéo fisica e a qudidade de vida. O exercicio fisico tem
sdo cada vez mas recomendado na prevencd e na resbilitacd de doencas
cardiorespiratérias, osteoporose, diabetes e no combate ao estresse.

Paticulamente, no tratamento do diabetes mdlitus ndo insulino dependente
(NIDDM), a prética regular do exercicio fidco tem dSdo condderada fundamenta. Td
intervencdo, comprovadamente, melhora a toleréncia a glicose e reduz a resigéncia a insulina.
Por razdo, o treinamento fisco tem sido indicado, também, na prevencdo do NIDDM.
Fdtam, contudo, evidéncias diretas quanto ao €efeito preventivo do exercicio sobre a
ingtalacdo do quadro de NIDDM, uma vez que esse tipo de pesquisa ndo é viavel em ®res
humanos. Nesse contexto, modelos animais proporcionam condigdes mais adequadas ao
estudo dessa questdo.

Portha et d. (1989) descreveram um modeo experimenta de diabetes neonatd em
ratos Wistar através da aplicacdo de streptozotocina no dia do nascimento. Nesse modelo foi
demongtrado que a hiperglicemia é trangtéria. Os vaores glicémicos retornam ao normd
apds a primeira semana de vida, com recuperacdo da producdo de insulina e da massa de
cdulas 3 Isso caracteriza um modelo de NIDDM em ratos, no qua os animais experimentais
apresentam boa sobrevida (PORTHA et a., 1989).



Posteriormente, Kodama et a. (1993) desenvolveram um outro modelo, através da
subgtituicdo da streptozotocina por aloxana. Nesse estudo a doxana foi administrada aos 2, 4
ou 6 dias de vida. Quando analisados aos 60 dias de idade, os ratos que receberam aoxana no
2° dia de vida apresentaram glicemia no estado aimentado ligeiramente superior a de ratos
controle, enquanto que aqueles que receberam a droga nos 4° e 6° dias mostraram glicemia
sgnificaivamente maior que a dos controles. Os autores consderaram 0 modelo Util aos
estudos sobre complicagdes crénicas do diabetes. Contudo, sdientaram que mais estudos séo
necessios para determinar se 0 mesmo também tem caracteristicas de NIDDM, como
verificado no modelo streptozotocina neonatd .



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Caracterizar um modelo experimental adequado a0 estudo do pape do exercicio na
prevencéo do diabetes mellitus

2.2 Objetivos Especificos

- Andisar as caacteridicas gerais e metabolicas de ratos submetidos ao tratamento
neonatal com aloxang;

- Veificar se o treinamento fisico de caréter aerdbio exerce efeito modulador sobre
as dteraches metabdlicas resultantes da administracéo neonatal de aoxana;

- Avdia os efeitos decorrentes do treinamento fisico sobre o desenvolvimento de
orgdos chave (figado, mulsculo esquelético, tecido adiposo e pancress),
relacionados a possivd acd moduladora de efeitos cronicos da doxana
administrada em ratos neonatos.

Para atingir nossos objetivos foram redlizados dois estudos:
- Primeiro estudo: Avdiacdo dos Efeitos Metabdlicos da Administracdo Neonata de

Aloxana em Ratos.
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- Segundo edtudo: Modulacdo pelo Treinamento Fisico dos Efeitos Crénicos da

Aloxana Administrada em Ratos Neonatos.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Diabetes Mdlitus

O diadbetes mdlitus resulta, na maioria dos casos, da secrecéo diminuida de insulina
pelas cdulas b das llhotas de Langerhans. Os diabéticos sdo classficados em dois grupos
digtintos, tomando-se por base se o diabetes € causado pela fata de insulina (Tipo |) ou pea
ressténciaasuaacao (Tipo I1).

O diabetes Tipo I, insulino-dependente (IDDM), € uma doenca auto-imune, e afeta,
sobretudo, as pessoas jovens. Como os diabéticos Tipo | ndo produzem insulina suficiente,
S50 dependentes da insulina exdgena (injetada) para a manutencdo da glicemia dentro dos
limites da normalidade. Ja o diabetes tipo I, ocorre mais lenta e tardiamente do que o Tipo |
(ap6s os quarenta anos de idade) e € considerado ndo insulino dependente (NIDDM). O
NIDDM representa cerca de 90% de todos os diabéticos e pode ser desencadeado por varios
fatores. obesdade, dieta hipercddrica e fdta de aividade fisca (POWERS, HOWLEY,
2000).

Com relacdo a obesidade, sabe-se que os acidos graxos inibem a biossintese e a
secrecdo de insulina pelas cdulas b e interferem em acBes mediadas por esse hormdnio, sendo
relacionados com o quadro de ressténcia periférica (BOUCHARD; DESPRES, 1989; CURI
et ad., 2001; KREBS et al., 2001; HAMEL et a., 2003; YANEY et d., 2003). O ciclo &cido
graxo-glicose, ou cicdo de Randle, tem sSdo utilizado para explicar a resgéncia a insulina

Este se basdia na competicdo entre substratos, onde o aumento da disponibilidade de &cidos
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graxos diminui a oxidacdo de glicose e vice-versa (RANDLE et a., 1963). Porém, trabalhos
mais recentes sugerem que 0s &cidos graxos inibem a captacdo de glicose estimulada pela
insulina ao invés de competir com esta na producdo de ATP (COMBETTES-SOUVERAIN;
ISSAD, 1998; LE MARCHAND-BRUSTEL, 1999) e que des inteferem nas vias de
sndizacdo dainsuling, reduzindo suaacéo (HABER et al., 2002).

A fdta da dividade fisca € um outro fator que pode desencadear o diabetes. Estudos
epidemioldgicos recentes tém proporcionado evidéncias de que o nivel de aividade fisca eta
associado com a incidéncia do diabetes, independentemente da obesidade (BORGHOUTS,
KEIZER, 2000). Contudo, o aumento da massa de tecido gorduroso, como citado
anteriormente, acareta uma resgéncia a insulina, a qua usudmente se encontra em
quantidades adeguadas no organismo. Portanto, alguns diabéicos NIDDM podem necessitar
de inaulina injetavel ou de uma medicacdo ord que edtimule o0 pancreas a produzir insulina
adiciona (POWERS; HOWLEY, 2000).

Conseguientemente, pelos motivos citados acima, o tratamento béasico dos diabéticos
NIDDM inclui a dieta e 0 exercicio para reduzir o peso corporad e auxiliar no controle da
glicemia(KELLEY ; GOODPASTER, 1999).

3.2 Exercicio e o Diabetes M dllitus

Os efdtos da fdta de insulina no diabetes melitus sBo conhecidos ha muito tempo.
Alguns casos mais leves de diabetes podem ser tratados com uma dieta especid e com
atividades fisicas e dispensam o uso dainsulina.

Diversos trabdhos mostram os efeitos da fdta de aividade fisca sobre a glicemia
Alguns estudos citados por Weineck (1999) mostraram que 3 meses de repouso absoluto eram
suficientes para retardar a assmilacéo de glicose; este processo ndo foi observado em pessoas
ndo submetidas a0 repouso absoluto (pessoas que embora fazendo repouso na cama, foram
submetidas a uma terapia de movimentos).

Atividades fiscas aumentam a asimilacdo de glicose pdas cdulas, em individuos
normais e resstentes a insUing, mesmo que a concentracdo desta estgja baixa. O treinamento
aumenta a sensibilidade dos tecidos a insulina, reduzindo a sua demanda. 1sso ocorre porque o
exercicio causa multiplas adaptagbes no muisculo esqueléico que contribuem para essa

ateracdo, incluindo aumento na expresséo da proteina Glut4, aumento da capacidade
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enzimdtica e da capilarizacéo muscular (BORGHOUTS; KEIZER, 2000; LEE et d., 2002).
Como a musculatura representa 40% da massa corpora, a atividade muscular € muito
dgnificativa para o controle da glicemia e para prevencao do diabetes (WEINECK, 1999).

Além disso, estudos epidemioldgicos recentes tém proporcionado evidéncias de que o
nivel de atividade fisica esta associado com a incidéncia do NIDDM (ZINMAN et a., 2003).
O risco de uma mulher que estgja enggada em dgum tipo de exercicio no minimo uma vez
por semana desenvolver este tipo de diabetes € 33% menor que em mulheres sedentarias
(MANSON et a., 1991). Folsom e d. (2000) observaram que atividade fisica é um fator
importante na prevencdo de diabetes NIDDM em mulheres idosas. Ainda, estudos transversais
tém mogtrado que sujeitos treinados sBo mais sensivels a insulina que sujeitos ndo treinados, e
gue embora a idade esteja associada com o declinio da sensbilidade a insuling, idosos
treinados aerobiamente sBo mais sensivels a insulina que jovens sedenté&rios (SEALS « 4.,
1984).

Edtudos redizados por Kuwgima e d. (1999) utilizando animas geneticamente
modificados (ratos que desenvolvem obesidade e intoleréncia a glicose com 10 semanas de
idade) também evidencialan o efdto profildico da atividade fisca com redacdo ao
desenvolvimento de NIDDM. A incdéncia cumulativa de NIDDM nos animais do grupo
sedentério foi de 30, 67 e 78% em 10, 16 e 24 semanas de idade, respectivamente. Por outro
lado, no grupo treinado a incidéncia desta patologia permaneceu nula durante todo o periodo
experimentd.

No entanto, o efeito benéfico do exercicio depende de o diabetes estar ou ndo
razoavelmente “controlado” antes do inicio da aividade (ZINMAN et a., 2003). Controle
sgnifica que a glicemia deve encontrar-se proxima do norma. O diabéico controlado possui
insulina suficiente, de modo que a glicose pode s captada pelos muisculos durante o
exercicio e neutrdizar o aumento norma da liberacdo de glicose hepética decorrente da acéo
das catecolaminas e do glucagon (POWERS; HOWLEY, 2000).

Findmente deve ficar claro que, embora o0 esfor¢co fisco sga recomendado para
pessoas suscetiveis a0 diabetes e para diabéticos, €e ndo € aconselhavel em casos de
descompensacéo, pois pode levar a formacdo de corpos cetbnicos. Um metabolismo correto €,
portanto, prérequisto para o trabdho muscular, como forma de terapia do diabetes
(WEINECK, 1999).
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3.3 Diabetes Experimental

Didbetes quimicamente induzido em animas tem ddo amplamente empregado como
modelo experimental para o0s estudos das complicagbes causadas pelo  diabetes.
Streptozotocina (STZ) € a droga mas popular para a inducdo do digbetes em ratos
(BALAMURUGAN et d., 2003). A administracdo de STZ a ratos adultos produz diabetes
severo que, muitas vezes, necesdta de administracdo de insulina quando Os ratos precisam
sobreviver por longo periodo (RERUP, 1970). Por outro lado, ratos recém nascidos tratados
com STZ desenvolvem hiperglicemia leve a moderada na idade adulta, assemelhando-se ao
NIDDM (PORTHA et d., 1989; CHANG et d., 2001; CUMAN et a., 2001; MURALI;
GOYAL, 2001). Embora ambos os tipos de diabetes induzidos pea STZ venham sendo
amplamente utilizados, exisem aguns problemas para experimentos cronicos, especidmente
recuperacdo espontanea da hiperglicemia peo desenvolvimento de insulinoma funcionante
(STEINER €t d., 1970; YAMAGAMI et d., 1985; IWASE e d., 1991) e dta incidéncia de
tumores no figado e nos rins (ARISON; FEUDALE, 1967; MAUER et d., 1974; IWASE e
al., 1989). Esses problemas so devido a forte acdo oncogénica da STZ (KASUMI € 4d.,
1978). Ja a doxana, uma droga mas anitiga que a STZ, tem pequena acdo oncogénica
(YAMAGAMI et d., 1985), mas € menos empregada que esta, devido as dificuldades por
aguns grupos de pesquisa em induzir o digbetes e manter os animais em boas condigbes. Em
nossos laboratdrios muitas dessas dificuldades foram superadas devido ao gprimoramento na
técnica de administracdo da droga, de forma que nas Ultimas duas décadas temos conseguido
induzir o diabetes e manter os animais em boas condigbes por longos periodos (MELLO;
LUCIANO, 1995; LUCIANO; MELLO, 1998).

A doxana possui um efeito seletivamente toxico sobre as cdulas beta das ilhotas de
Langerhans, no pancreas (MROZIKIEWIC et d., 1994). Lenzen e Panten (1988) citam em
seus estudos que no modelo experimenta de diabetes doxanico, os animalis apresentam
sntomas semehantes aos encontrados no digbetes mdlitus em humanos, tais como perda de
peso corpord, polidipsa, polifagia, polidria, glicosdria, cetonlria, hiperglicemia e cetonemia
Embora os mecanismos pelos quais isso ocorre ndo sgam totalmente conhecidos, acredita-se
gue hga envolvimento de reacbes mediadas por radicais livres que, como se sabe, danificam
as cdlulas e provocam a ocorréncia de doencas auto-imunes (MROZIKIEWIC et d., 1994).
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Na ultima década, acumularamse evidéncias, a partir de dados experimentais obtidos
em edudos “in viva® e “in vitro” de que céulas beta das ilhotas pancredticas sdo capazes de
se recuperar apés danos (EIZIRIK et a., 1993), especidmente quando provenientes de
organismos jovens. Tendo por base essa informacdo, Kodama et a. (1993) desenvolveram um
modelo de diabetes menos severo aravés da administracdo neonatd de aloxana em ratos.
Esses autores constataram que a diabetogenicidade da droga aumentou a medida que a idade
da administracdo avancou do segundo para 0 sexto dia de vida e que a hiperglicemia
observada persstiu por um ano com taxa elevada de sobrevivéncia Ainda conforme os
mesmos autores, mais estudos S80 necessarios para verificar se esse modelo apresenta ou néo
caracteristicas de NIDDM.
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4. Primeiro Estudo

Avaliacéo dos Efeitos Metabdlicos da Administracéo

Neonatal de Aloxana em Ratos
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41 MATERIAISE METODOS

4.1.1 Animais

Foram utilizados ratos adultos (90 dias) da linhagem Widar, machos e fémess,
provenientes do Biotério Centrd da Universdade Estadua Pauliga — UNESP — Campus de
Botucatu. Os ratos foram mantidos no Biotério do setor de Biodinamica do Departamento de
Educacdo Fisica da UNESP — Campus de Rio Claro em sala com temperatura mantida em 25
+ 1°C e foto periodo claro/escuro de 12/12 horas, tendo livre acesso a &gua e ao alimento

(rac&o baanceada para roedores).
4.1.2 Cruzamento dos Animais

Para o0 cruzamento, foi empregado o méodo de harém, 4 fémeas para 1 macho,
colocados por uma noite em gaolas coletivas. A confirmagdo da cobertura foi feita pea
presenca de espermatoziides em esfregaco vagind redizado na manh@ seguinte. As fémess
cobertas foram colocadas em gaiolas individuas aé o nascimento dos filhotes.

4.1.3 Administracao Neonatal da Aloxana

Aos dois ou aos quatro dias de idade os filhotes, de ambos os sexos, receberam injegéo
intra-peritoned de doxana monoidratada dissolvida em tampdo citrato 0,01M, pH 4,5 (200
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mg/Kg de peso corpord), apos jgum de 16 horas. Como controle, foram utilizados ratos da
mesma idade injetados com veiculo (tampdo citrato). Em seguida, as crias foram distribuidas

de forma que cada mé&e amamentasse 8 filhotes.

4.1.4 Grupos Experimentais

Apbs o0 desmame (28 dias) os filhotes, de ambos os sexos (M=macho; F=fémea),
foram separados em 3 grupos e permaneceram em tratamento até os 90 dias de idade:

- Controles (C): ratos injetados com tampéo citrato;

- Aloxana2 dias (D): ratosinjetados com doxana aos 2 dias de vida;

- Aloxana4 dias (Q): ratos injetados com aloxana aos 4 dias de vida

4.1.5 Avaliagdes

4.1.5.1 Avaliagdes Efetuadas Antes do Sacrificio

4.1.5.1.1 Avaliaghes Gerais

Todos os animas tiveram peso corpora e ingestdo dimentar e hidrica registrados
semanamente. Os resultados foram expressos como &eas sob as curvas de peso corpordl,
ingestdo dimentar e ingestdo hidrica PP = g x 10 semanas; ?A = g de racdo/100 g de peso
corpora x 10 semanas, H = mL de agua/l00 g de peso corpord x 10 semanas,
respectivamente), calculadas pelo méodo trapezoidd (MATHEWS e a., 1990), utilizando o
Software ORIGIN 6.0 (1999).

4.15.1.2 Glicemia

A avdiacdo dos efeitos da doxana foi efetuada nos animais a0 desmame (28 dias) e
repetida aos 60 e 90 dias de idade, pela determinacéo da glicemia em jgum de 15 horas e da
glicemia determinada 30 minutos apos a administracdo de solucdo de glicose (2,0 g/kg p. c.)
por sonda oro-gédrica pdo méodo enzimdico colorimérico da glicose-oxidase
(NOGUEIRA et al., 1990).
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4.1.5.1.3 Teste de Tolerancia a Glicose Oral (GTTo)

Foi redizado apos 15 horas de jejum, com os animais aos 28, 60 e 90 dias de idade. Os
ratos foram moderadamente anestesados com éer etilico e a primera coleta de sangue foi
feita da cauda do anima a0 tempo zero (0). Em seguida, uma sonda gédtrica de polietileno foi
introduzida aé o estdmago pér via oral e uma solucéo de glicose de 20% (2,0 g/Kg de peso
corporal) administrada. Amostras de sangue foram coletadas nos tempos 0, 30, 60 e 90
minutos com capilares heparinizados e caibrados para 25 pL. ApGs a administracdo da
gicose a daeminacd da glicemia foi redizada pdo mé&odo da glicose-oxidase
(NOGUEIRA €t d., 1990), através da coleta de 25 L de sangue e dissolvidos em 200 uL de
TCA 4%. O cdculo da &ea sob a curva de glicose sangiiinea (G = mM x 90min'Y), durante o
GTTo foi feto pdo méodo trgpezoidd (MATHEWS et d., 1990) utilizando o Software
ORIGIN 6.0 (1999).

4.1.5.1.4 Teste de Tolerancia a Insulina Subcutanea (ITTsc)

Com os animas aos 21, 60 e 90 dias de idade, utilizando-se 0 mesmo procedimento
gue foi adotado no teste de toleréncia a glicose oral quanto a anestesia e local da coleta de
sangue, a insulina foi injetada na regido dorsad via subcutanea (LATORRACA et d., 1998),
na concentracéo de 30 mU/100g de peso corporad. Amostras de sangue foram coletadas em
capilares heparinizados nos tempos 0, 30, 60 e 90 minutos para determinacdo da glicose
sangliinea peo méodo da glicose-oxidase (NOGUEIRA et d., 1990). A taxa de remocéo da
gicose (Kitt = % x min?), durante o teste de tolerdncia & insulina (ITTsc) foi caculada a
partir das concentragbes de glicose sangliinea obtidas nos tempos 0, 30 e 60 do ITTsc,
utilizando-se a férmula: (0,0693 / f,2) x 100. A glicose sanglinea (ty2) foi caculada atraves
da curva de andlise dos minimos quadrados dos teores de glicose do sangue de 0 a 30 gp0s a
adminisracd da insuling, quando as concentragbes sanglinees de glicose  decaem
linearmente (LUNDBAEK, 1962).

4.1.5.2 Avaliagdes Efetuadas ap6s o Sacrificio
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4.1.5.2.1 Sacrificio dos Animais

Aos 90 dias de idade, decorridas 48 horas do teste de tolerdncia, todos os animais

foram sacrificados por decapitacdo, sem jejum prévio, para a obtencdo de materia bioldgico.

4.1.5.2.2 Avaliagbes Efetuadas no Sangue

Amostras de sangue foram coletadas para verificacdo dos teores de glicose, &cidos
graxos livres, proteinas totais (NOGUEIRA et d., 1990) e insulina (kit DPC Coat- A-Count).

4.1.5.2.3 Avaliagdes Efetuadas em Tecidos

Figado, mlsculo soleo, tecido adiposo epididima esquerdo e péancreas foram
totalmente extirpados e pesados em baanca anditica. Nesses tecidos foram avaliados teores
de proteina tota (LOWRY et d., 1951) e DNA (GILES, MAYERS, 1965), visando inferir
sobre 0 nimero (DNA) e tamanho (razéo proteinddDNA) das cdlulas (WINICK et d., 1972).
No figado foram medidas, também, as concentragBes de lipideos (NOGUEIRA et d., 1990) e
de glicogénio (DUBOIS et d., 1956). No musculo foi avdiado o contetido de glicogénio €, no
pancreas, o teor deinsulina

4.1.5.2.4 Extracdo da Insulina Pancreatica

Inicidmente, 0,29 de tecido foram coletados em frascos contendo 2,0 mL de HCI 1N.
O maerid foi incubado em edstufa a 40 °C durante 24 horas. O materid assm extraido do
pancreas pelo processo descrito anteriormente foi diluido 1:5000 em soro-abumina bovina a
0,25% em tampéao borato pH 5,5, conforme preconiza Carpindli (1978). O teor das amostras
foi dosado pelo método do radioimunoensaio.

4.1.6 Analise estatistica

Os resultados sdo apresentados como média + desvio padréo e foram andisados

edatisticamente pela Andise de Variancia (ANOVA) com duas fontes de variagdo: género e
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dia de administracdo da droga. Quando necessario foi utilizado o teste Post Hoc de Newmart

Keuls, com um nivel de sgnificancia pré-estabel ecido de 5%.
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4.2 RESULTADOS

A Tabela 1 e Figura 1 gpresentam os resultados referentes as &reas sob as curvas de
peso corpord, ingestdo dimentar e ingestdo hidrica dos animais no periodo experimenta. A
andise eddidica encontrou diferenca sgnificativa (p<0,05) apenas no pardmetro peso
corporal, onde 0s machos mostraram maior area quando comparados as fémesas.

Os dados da glicemia de jgum, glicemia 30 minutos gpds administracdo orad de
glicose e &ea s0b a curva de glicose no GTTo dos animais a0 desmame (28 dias) encontram:
s na Tabela 2 e Figura 2. A glicemia de jgum ndo foi diferente entre os grupos. Com relagéo
a glicemia apds administracdo ord de glicose, 0os machos que receberam a droga (DM e QM)
tiveram vaores glicémicos elevados (p<0,05) quando comparados ao grupo controle (C).
Apenas as fémeas do grupo QF agpresentaram maior concentracd de glicose no sangue
(p<0,05) que as fémeas dos demais grupos (CF e DF). Para a &ea sob a curva de glicose
sangliinea no GTTo, a ANOVA mostrou que 0s grupos que receberam adoxana mostraram
maior area (p<0,05) que os grupo controle em ambos os géneros. Conforme Tabela 2 e Figura
2 podemos notar ainda que, entre os machos, o grupo DM apresentou maiores vaores que o
grupo QM. Entre as fémeas, 0 grupo QF teve area maor que 0 outro grupo que recebeu a
droga (DF). Entre os animais que receberam a droga aos dois dias, a agdo mais acentuada foi
encontrada nos machos (DM>DF) a0 passo que entre 0s animais que receberam aoxana aos
quatro dias, as fémeas mostraamse mas sensiveis a doxana (QF>QM), apresentando
maiores nivels glicémicos. A andise edaistica revelou interacdo entre os fatores género e dia

de administracdo da droga nos parametros glicemia pos-prandia e érea sob a curva de glicose.
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Aos 60 dias, encontramos interacéo entre género e dia de administracdo da droga nos trés
parametros mostrados na Tabela 3 e Figura 3. Entre os machos, apenas o0 grupo que recebeu
doxana aos 2 dias mostrou maior glicemia de jeum e gpds administracdo ord de glicose que
0 grupo controle (p<0,05). Com relacdo as fémeas, 0 grupo QF apresentou maior glicemia de
jgum que os grupos CF e DF. Trinta minutos apds sobrecarga ora de glicose, o grupo DF
teve menor glicemia que o grupo CF e QF. A aea s0b a curva de glicose sangliinea no GTTo
aos 60 dias apresentou comportamento semelhante ao observado aos 28 dias, com 0 grupo
DM, apresentando maiores vaores glicémicos enquanto que entre as fémeas iSO ocorreu no
grupo Q (Tabela 3 e Figura 3).

Os resultados observados na Tabda 4 e Figura 4 referem-se a glicemia dos animas
ao0s 90 dias. Para a glicemia de jgum a ANOVA gpontou diferenca entre géneros, periodo de
administracdo da droga e interacdo entre género e droga. Os machos néo diferiram entre s ao
passo que as fémeas que receberam aoxana tiveram menor glicemia que as controle (p<0,05).
Além disso, os machos dos grupos DM e QM gpresentaram maiores valores glicémicos que as
fémeas dos respectivos grupos. Os vaores da glicemia gpds sobrecarga de glicose foram
semelhantes para todos os grupos. A edatistica ndo apontou diferenca Sgnificativa entre os
grupos para area ob a curva de glicose sangliinea durante GTTo.

O tedte de tolerdncia a insulina subcutanea (ITTsc) gplicado a0 desmame (28 dias) néo
identificou diferenca na glicemia entre os ratos dos diferentes grupos antes ou 30, 60 e 90
minutos gpos administracdo subcutanea de insulina (30 mU/100 g p.c). Desta forma, a taxa
de remocédo de glicose (Kitt) também ndo diferiu entre os grupos estudados (Tabela 5 e Figura
5).

Com 60 dias de idade, os animais ndo apresentaram diferenca glicémica antes da
adminigracdo da insulina no ITTsc. Trinta minutos gpds esta aplicacdo, a glicemia do grupo
QM foi maior que a dos grupos CM, DM e QF. O mesmo ocorreu aos 60 minutos, quando
dém dessas dteragBes, os grupos DF e QF tinham glicemia menor que seu grupo controle
(CF). Aos 90 minutos, a Unica diferenca congtatada foi a menor glicemia do grupo QF em
relacdo ao grupo QM. Assim, o Kitt do grupo QM foi menor que dos grupos CM, DM e QF
(Tabela6 e Figura 6).

Aos 90 dias, as Unicas dteragBes encontradas durante o ITTsc foram a maior glicemia

do grupo QF em rdlacdo ao CF trinta minutos gpds aplicacdo da insulina e maior glicemia do
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grupo CM em relacdo ao CF apds 60 minutos. Nenhuma diferenca foi encontrada no Kitt,
conforme Tabela7 eFigura 7.

Os teores de glicose, insuling, proteinas totais e acidos graxos livres do soro dos
animais gpdés 0 sacrificio encontramse na Tabela 8 e Figura 8. A andise de vaiancia ndo
mostrou diferenca entre 0s grupos quanto a glicose s&ica. Machos e fémeas também néo
goresentaram vaores diferentes (p<0,05) para os nivels de insulina e proteinas totals, com
excecdo do grupo QM, que teve maior teor de proteinas totais que o grupo QF. Com relacdo
aos &idos graxos livres, a edatidtica revelou diferenca dgnificativa em funcdo da droga e
interacéo entre as duas fontes de variacdo. As fémeas ndo diferiram entre s, a0 passo que 0s
machos que receberam adoxana aos 2 dias tiveram maior teor de écidos graxos livres que os
machos dos demais grupos (CM e QM) e as fémeas que também receberam a droga aos 2 dias
(Tabela8 e Figura 8).

A Tabela 9 e Figura 9 mosram os teores de insulina e razéo proteindDNA do
pancreas dos animais bem como os teores de glicogénio e razéo proteinddDNA do musculo
Oleo gpos o sacrificio. A andlise dos resultados mostrou interacdo entre género e dia de
administracdo da droga para o0 primeiro parametro supracitado. Entre os machos, o grupo DM
goresentou menores niveis do horménio (p<0,05) que os grupos CM e QM, e ainda que 0
respectivo grupo do género oposto. Para as fémeas nenhuma dteracdo foi observada. O grupo
DM também teve vaores reduzidos da razdo proteinedDNA quando comparados com 0s
animais do grupo CM e QM. As fémeas que receberam aloxana aos 4 dias (QF) apresentaram
maior valor deste parametro que os ratos dos grupos CF, DF e QM. Os niveis de glicogénio
muscular ndo foram diferentes entre os grupos. A razdo proteinsdDNA do musculo sdleo foi
diferente (p<0,05) entre os géneros, com as fémeas que receberam aoxana tendo valores
superiores aos dos machos dos respectivos grupos.

Na Tabela 10 e Figura 10 temos a razéo proteineddDNA, teores de glicogénio e lipideos
hepéticos e razéo proteinedDNA do tecido adiposo epididima. A edatigica mostra diferenca
em funcdo da doxana e interacdo entre género e periodo de administracdo da droga (p<0,05)
para a razéo proteindDNA do figado. As fémeas ndo foram diferentes entre s, enquanto que
entre os machos, o grupo DM teve menor vaor que os grupos CM e QM. O grupo QM teve
maior valor da razéo proteinedDNA que o grupo QF. A quantidade de glicogénio hepético foi
maior para 0s machos (p<0,05) dos grupos C e D quando comparados as fémeas dos mesmos

grupos, € menor para as fémeas que receberam aoxana aos 2 dias que para as demais (CF e
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QF). Com relacéo aos lipideos hepaticos, diferencas em funcdo do genro, da aoxana e
interacdo foram apontadas pela ANOVA. As fémeas do grupo QF tiveram teores reduzidos de
lipideos (p<0,05) comparados as do grupo CF, DF e QM. Entre os machos, ndo houve
dteracdo. Nenhuma diferenca foi encontrada entre os grupos para a razéo proteingddDNA do
tecido adiposo epididimal (Tabela 10 e Figura 10).
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Tabela 1: Areas sob as curvas de peso corpora P, g X 10 semanas), ingest3o dimentar
(?A, g de ragdo/100 g de peso corpord x 10 semanas) e ingestdo hidrica (?H, mL de
agual100 g de peso corporal x 10 semanas) dos animais durante o periodo experimentd. (?P
= &rea sob a curva de peso corpora; ?A = &ea sob a curva de ingestéo dimentar; ?H = area
sob a curva de ingestdo hidrica).

Grupos ?P ?A ?H

CM (n=04) 2787,05 + 166,60* 74,44 + 2,85 117,49 + 8,00
DM (n=04) 2894,06 + 143,52* 75,70 + 4,31 106,43 + 6,88
QM (n=03) 2896,85 + 131,08* 70,59 + 2,44 111,76 + 7,90
CF (n=03) 1885,00 + 160,01 72,19 + 6,98 110,80 + 12,24
DF (n=03) 1833,56 + 32,04 72,68 + 0,81 117,85+ 2,88
QF (n=03) 1808,00 + 116,82 71,61 + 2,67 114,50 + 14,71

Resultados expressos como média + desvio padrdo, com o nimero de observagbes entre
parénteses. C = Controle; M = Macho; F = Fémea, D = Aloxana injetada aos 2 dias, Q =
Aloxanainjetadaaos 4 dias. * 1 respectivo grupo do género oposto.
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Figura 1. Areas sob as curvas de peso corporal, ingestdo aimentar e ingestdo hidrica dos
animais durante o periodo experimenta. Resultados expressos como média + desvio padréo.
C = Controle; M = Macho; F = Fémea; D = Aloxana injetada aos 2 dias; Q = Aloxana injetada
aos4 dias. * 1 respectivo grupo do género oposto. | = Macho; ? = Fémea.
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Tabela 2: Glicemia (mmol/L) de jgum e gpos administracdo oral de glicose e &ea sob a
curvade glicose no GTTo (mmol/L x 90min) dos animais ao desmame (28 dias).

Grupos Glicemia de Jefum Admirﬁi;;f:;llgc?gc()sslicose Cuﬁ/rffzsc(); iiose
CM (n=11) 2,87 + 0,56 5,61 + 0,63 440,90 + 36,40
DM (n=27) 371+1,28 7,65+ 1,182 595,67 + 50,32%*
QM (n=29) 3,63+0,95 6,84 + 0,95 527,97 + 45,1520+
CF (n=06) 3,18 + 0,33 5,66 + 1,00 457,90 + 49,00
DF (n=15) 3,20 + 0,37 6,55 + 1,12 521,02 + 58,20°
QF (n=20) 321+0,64 7,85 + 1,77¢¢ 574,17 + 75,541

Resultados expressos como média + desvio padré, com o nimero de animais entre
parénteses. C = Controle; M = Macho; F = Fémea;, D = Aloxana injetada aos 2 dias; Q =
Aloxana injetada aos 4 dias. Glicemia de jgum = gp6s 15 horas de jgum; Glicemia gpGs
administracdo ora de glicose = 30 min. gpds sobrecarga ord de glicose 2,0 g/Kg p.c.; GTTo =
sobrecarga ora de glicose de 2,0 g/Kg p.c. @6s 15 horas de jgum, com coletas de sangue
antes e apds 30, 60 e 90 minutos. a! CM; bt DM;c! CF;d* DF; * 1 respectivo grupo do
género oposto.
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Figura 2: Glicemia de jgum e apds administracdo oral de glicose e aea sob a curva de
glicose no GTTo dos animais a0 desmame (28 dias). Resultados expressos como média +
desvio padrdo. C = Controle; M = Macho; F = Fémea; D = Aloxana injetada aos 2 dias, Q =
Aloxanainjetadaaos 4 dias. | = Macho; ? = Fémea.
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Tabela 3. Glicemia (mmol/L) de jgum e gpos administracdo oral de glicose e &ea sob a
curvade glicose no GTTo (mmol/L x 90min) dos animais aos 60 dias.

Grupos Glicemia de Jejum Admir?;f:(;ggggcc);icose Cuﬁ/;eglesocgjl i?:ose
CM (n=08) 3,13+ 0,61 4,70 + 0,67 388,16 + 42,73
DM (n=19) 4,37 + 0,92°* 5,63 + 0,812 470,56 + 60,32%*
QM (n=09) 3,73+ 0,82 5,34 + 0,60 447,28 + 50,97%*
CF (n=09) 2,88 + 0,38 5,30 + 0,47 428,26 + 19,86
DF (n=09) 3,28 + 0,47 4,64 + 0,44° 391,41 + 20,80°
QF (n=06) 4,86 + 0,53%¢ 5,92 + 0,74° 508,15 + 46,461

Resultados expressos como média + desvio padré, com o nimero de animais entre
parénteses. C = Controlee M = Macho; F = Fémea, D = Aloxana injetada aos 2 dias;, Q =
Aloxana injetada aos 4 dias. Glicemia de jgum = gp6s 15 horas de jgum; Glicemia gpGs
administracdo ora de glicose = 30 min. gpds sobrecarga ord de glicose 2,0 g/Kg p.c.; GTTo =
sobrecarga oral de glicose de 2,0 dKg p.c. apo6s 15 horas de jgum, com coletas de sangue
antes e apds 30, 60 e 90 minutos. a! CM; bt DM;c! CF;d* DF; * 1 respectivo grupo do
género oposto.
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Figura 3. Glicemia de jgum e gp6s administracdo ora de glicose e aea sob a curva de
glicose no GTTo dos animais aos 60 dias. Resultados expressos como média + desvio padréo.
C = Controle; M = Macho; F = Fémea; D = Aloxana injetada aos 2 dias, Q = Aloxana injetada
aos4 dias.| = Macho; ? = Fémea.
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Tabela 4: Glicemia (mmol/L) de jgum e gpos administracdo oral de glicose e &ea sob a
curvade glicose no GTTo (mmol/L x 90min) dos animais aos 90 dias.

Grupos Glicemia de Jeum Admir(l?;fggélgggéslicose Cuﬁ/;eglesocgjl i?:ose
CM (n=08) 3,45+ 0,27 4,75+ 0,49 401,80 + 47,92
DM (n=08) 3,48 + 0,32* 4,36 + 0,43 389,88 + 29,53
QM (n=05) 3,41 + 0,46* 4,27+ 0,41 371,10 + 40,05
CF (n=05) 3,50 + 0,34 5,00 + 0,30 417,35 + 22,35
DF (n=10) 2,94 +0,19° 4,36 + 0,67 373,84 + 44,73
QF (n=08) 2,76 + 0,27° 4,57 + 0,96 366,57 + 39,47

Resultados expressos como média + desvio padré, com o nimero de animais entre
parénteses. C = Controlee M = Macho; F = Fémea; D = Aloxana injetada aos 2 dias, Q =
Aloxana injetada aos 4 diasGlicemia de jgum = agpds 15 horas de jgum; Glicemia go6s
administracdo ora de glicose = 30 min. gpds sobrecarga ord de glicose 2,0 g/Kg p.c.; GTTo =
sobrecarga ora de glicose de 2,0 g/Kg p.c. apoés 15 horas de jejum, com coletas de sangue
antes e apds 30, 60 e 90 minutos. a! CM; bt DM;c! CF;d* DF; * 1 respectivo grupo do
género oposto.
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Figura 4: Glicemia de jgum e gpés administragdo oral de glicose e &ea sob a curva de
glicose no GTTo dos animais aos 90 dias. Resultados expressos como média + desvio padréo.
C = Controlee M = Macho; F = Fémea; D = Aloxana injetada aos 2 dias, Q = Aloxana injetada
aos4 dias.| = Macho; ?=Fémea.



Tabela 5: Glicemia (mmol/L) e taxa de remocéo de glicose (Kitt = % x min), caculada

utilizando amostras do soro dos animais durante I TTsc a0 desmame (28 dias).

Grupos To T30 Teo Tao Kitt

CM (n=09) 4,25+0,47 291+061 347+0,78 3,79+069 1,08+0,40
DM (n=09) 4,59 + 0,40 298+056 352+099 343+0,73 145+0,57
QM (n=09) 4,64+0,42 282+027 323+044 364+045 1,74+0,32
CF (n=14) 4,65+ 0,85 330+069 324+104 361+107 115+0,70
DF (n=09) 4,38+ 0,41 277+064 335+111 369+0,71 1,73+0,73
QF (n=10) 4,78 +0,39 261+0,75 362+140 369+060 1,74+0,74

Resultados expressos como média + desvio padréo, com o nimero de animais entre
parénteses. C = Controlee M = Macho;, F = Fémea; D = Aloxana injetada aos 2 dias;, Q =
Aloxanainjetada aos 4 dias.
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Figura 5: Glicemia dos animas durante ITTsc ab desmame (28 dias). Resultados expressos
como média + desvio padrdo. C = Controle; M = Macho; F = Fémea, D = Aloxana injetada
aos 2 dias; Q = Aloxanainjetada aos 4 dias.
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Tabela 6: Glicemia (mmol/L) e taxa de remocéo de glicose (Kitt = % x min), caculada
utilizando amostras do soro dos animais durante ITTsc aos 60 dias.

Grupos To Tao Teo Too Kitt

CM (n=05) 459+046  345+051 3,00 + 0,69 382+066 0,96+0,39
DM (n=18) 452+049  328+0,35 3,73+ 0,69 382+066 1,16+0,37
OM (n=10) 4,41+028  3,92+0,34*° 447+057*® 451+031 0,39+ 0,14%°
CF (n=15)  4,61+062  318+041 3,56 + 0,92 370+114 122+0,40
DF (n=15) 4,24+035  291+0,28 241+048%* 301+067 1,25+0,39
QF (n=05) 4,43+0,24  293+030* 215+0,30°* 297+0,27* 1,38+0,32*

Resultados expressos como média + desvio padréo, com o ndmero de animais entre
parénteses. C = Controle; M = Macho; F = Fémea, D = Aloxana injetada aos 2 dias, Q =
Aloxana injetada aos 4 diass. a * CM; b * DM; c * CF; d * DF; * * respectivo grupo do
género oposto.
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Figura 6: Glicemia dos animais durante ITTsc aos 60 dias. Resultados expressos como média
+ desvio padréo. C = Controle; M = Macho; F = Fémea, D = Aloxana injetada aos 2 dias, Q =
Aloxana injetada aos 4 diass. a * CM; b * DM;c * CF; d * DF; * * respectivo grupo do
género oposto.
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Tabela 7: Glicemia (mmol/L) e taxa de remocéo de glicose (Kitt = % x min), caculada
utilizando amostras do soro dos animais durante ITTsc aos 90 dias.

Grupos To T30 Teo Too Kitt

CM (n=07) 3,64 + 0,25 3,15+ 0,36 359+033 355+0,14 048+0,24
DM (n=07) 3,55+ 0,26 311+028 303+027 311+039 043+0,15
QM (n=08) 349+020 3,03+020 303+020 292+036 056+0,13
CF (n=09) 3,46+ 0,18 288+034 2,73+049* 2,88+0,55 0,57 +0,15
DF (n=08) 3,55+ 0,22 3,09+0,15 3,22+ 0,76 3,16 + 0,63 0,49 + 0,22
QF (n=05) 381+024 339+022° 329+023 335+030 056+0,14

Resultados expressos como média + desvio padrdo, com 0 nimero de animas entre
parénteses. C = Controle; M = Macho; F = Fémea; D = Aloxana injetada aos 2 dias, Q =
Aloxana injetada aos 4 dias. a * CM; b * DM;c * CF, d * DF; * 1 respectivo grupo do
género oposto.
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Figura 7: Glicemia dos anmais durante ITTsc aos 90 dias. Resultados expressos como média
+ desvio padréo. C = Controle; M = Macho; F = Fémea, D = Aloxana injetada aos 2 dias, Q =
Aloxana injetada aos 4 diass. a * CM; b * DM; c * CF; d * DF; * * respectivo grupo do
género oposto.



33

Tabela 8. Teores de glicose (mmol/L), insulina (pmol/L), proteinas totais (g/dL) e acidos
graxoslivres (A.G.L., em pEg/L) do soro dos animais obtidos apds o sacrificio (90 dias).

Grupos Glicose Insulina Proteinas AGL
Totais

CM (n=08) 572+1,13 86,26 + 6,95 7,17+ 0,97 101,40 + 22,40
DM (n=08) 5,56 + 0,94 97,76 + 21,37 6,97 + 0,76 231,12 + 58,59%*
QM (n=08) 5,46 + 1,56 93,86 + 18,38 7,55 + 0,56* 127,35 + 28,07°
CF (n=08) 5,56 + 1,43 77,95+ 9,72 6,57 + 0,79 158,01 + 62,11
DF (n=08) 6,78 +1,24 78,31+ 9,94 6,10 + 0,33 134,42 + 45,59
QF (n=08) 7,08 + 1,16 87,33+ 22,29 6,59 + 0,30 146,22 + 106,13

Resultados expressos como média + desvio padrdo, com 0 nimero de animas entre
parénteses. C = Controlee M = Macho;, F = Fémea; D = Aloxana injetada aos 2 dias;, Q =
Aloxana injetada aos 4 diass. a * CM; b * DM; c * CF; d * DF; * * respectivo grupo do

género oposto.
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Figura 8. Teores de glicose, insulina, proteinas totais e acidos graxos livres (A.G.L.) do soro
dos animais obtidos apos o sacrificio (90 dias). Resultados expressos como média + desvio
padréo. C = Controle; M = Macho; F = Fémea; D = Aloxana injetada aos 2 dias, Q = Aloxana
injetada aos 4 diass. a® CM; b® DM;c?! CF,d! DF;* 1 respectivo grupo do género oposto.

! = Macho; ?= Fémea.
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Tabela 9: Teores de insulina (ng/g) e razéo proteinddDNA do pancress, teores de glicogénio
(mg/100mg) e razdo proteindd DNA do musculo sbleo dos animais apos sacrificio (90 dias).

Grupos Insulina Proteina/DNA Glicogénio Proteina/DNA
CM (n=08) 119,94 + 32,63 25,76 + 4,77 0,13+0,02 66,27 + 25,80
DM (n=08) 78,32 + 13,46° 19,58 + 2,44% 0,14 + 0,02 34,26 + 15,28*
QM (n=08) 126,87 +31,82° 25,94 + 5,09°* 0,14 + 0,03 68,07 + 37,09*
CF (n~=08) 146,45+ 37,94 28,72 + 3,33 0,16 + 0,04 75,08 + 25,45

DF (n=08) 139,93 + 23,66 22,26 + 6,11° 0,13 + 0,04 89,34 + 31,54
QF (n=08) 103,62 + 31,41 40,34 +1348°¢  0,16+003 111,08 + 50,02

Resultados expressos como média + desvio padrdo, com o nimero de animas entre
parénteses. C = Controle; M = Macho; F = Fémea; D = Aloxana injetada aos 2 dias, Q =
Aloxana injetada aos 4 dias. a * CM; b * DM;c * CF, d * DF; * 1 respectivo grupo do
género oposto.
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Figura 9: Teores de insulina e razéo proteinsdDNA do pancress, teores de glicogénio e razéo
proteinsdDNA do mulsculo sbleo dos animais gpds sacrificio (90 dias). Resultados expressos
como média + desvio padrdo. C = Controle; M = Macho; F = Fémea; D = Aloxana injetada
a0s 2 dias, Q = Aloxana injetada aos 4 dias. a® CM; b ! DM;c?! CF,d® DF; * 1 respectivo
grupo do género oposto. | = Macho; ? = Fémea.
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Tabela 10: Razdo proteinaddDNA, glicogénio (mg/100mg) e lipideos (mg/100mg) hepéticos e
razéo proteinadDNA do tecido adiposo epididima  dos animais apds o sacrificio (90 dias).

Grupos Proteina/DNA Glicogénio Lipideos Proteina/DNA
CM (n=08) 76,10 + 14,91 3,88 + 0,66* 5,20 + 0,58 86,11 + 12,23*
DM (n=08) 52,52 + 08,40° 3,09+ 1,15* 520+1,18 72,47 + 16,47
QM (n=08) 86,00 + 21,35"* 3,47+ 0,80 5,23 + 0,21* 73,45 + 23,65
CF (n=08) 62,18 + 08,09 2,55+ 0,48 5,06 + 0,68 64,10 + 09,90
DF (n=08) 63,37 + 14,11 1,60 + 0,35° 4,66 + 0,48 54,90 + 7,63

QF (n=08) 67,37 + 12,82 2,63+1,33 3,52 + 0,30°¢ 66,63 + 14,75

Resultados expressos como média + desvio padrdo, com 0 nimero de animais entre
parénteses. C = Controle; M = Macho; F = Fémea; D = Aloxana injetada aos 2 dias, Q =
Aloxana injetada aos 4 diass. a* CM; b * DM;c * CF, d * DF; * 1 respectivo grupo do

género oposto.
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Figura 10: Razdo proteinddDNA, glicogénio e lipideos hepéticos e razéo proteinddDNA do
tecido adiposo epididimal dos animais gpds o sacrificio (90 dias). Resultados expressos como
média + desvio padréo. C = Controle; M = Macho; F = Fémea; D = Aloxana injetada aos 2
dias; Q = Aloxana injetada aos 4 dias. a* CM; b * DM; c ! CF; d * DF; * 1 respectivo
grupo do género oposto. | = Macho; ? = Fémea.
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4.3 DISCUSSAO

O presente trabaho teve como objetivo avdiar as caracteristicas gerais e metabdlicas
de ratos neonatos tratados com a oxana

Em rdacéo a ingestdo dimentar, a ingetéo hidrica e ao peso corpora, Kodama et al.
(1993) encontraram valores semelhantes aos nossos, mostrando que a aoxana injetada aos 2
ou 4 dias ndo interferiu nestes parametros. Resultados diferentes acerca do peso corpora tém
sdo encontrados por pesquisadores que induziram diabetes com streptozotocina (PORTHA et
a., 1974; PORTHA et d., 1979; CORTRIGHT et a., 1996 e HEMMINGS; SPAFFORD,
2000). Contudo, esses estudos foram redlizados com ratos de diversas linhagens, o que
poderia explicar grande variabilidade de dados encontrados na literatura. Além disso, nas
pesquisas supracitadas, 0s animais tratados com streptozotocina que agpresentaram menor Peso
foram os que receberam 100 mg/Kg de peso corpord da droga. Hemmings e Spafford (2000)
veificaram que essa dose resultou numa reducdo dos hormbnios tiroidianos, que séo de
fundamenta importancia no processo de crescimento e poderiam ter causado essa ateracao.

Com respeito a glicemia, andisando o conjunto dos resultados obtidos podemos
perceber que, até os 60 dias, a doxana eevou os nivels de glicose pos-prandia e area sob a
curva de glicose sangliinea durante o GTTo em relagdo aos grupos controle. Iss0 deveurse a
destruicdo seletiva de parte das células beta (LENZEN; PANTEN, 1988) e a menor taxa de
remocdo de glicose (Kitt) em resposta & insulina nos animais do grupo QM conforme indicam
resultados do ITTsc redizado aos 60 dias. Ta comportamento se assemelha a0 quadro de

digbetes experimentad ndo insulino dependente (NIDDM) induzido por streptozotocina
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(PORTHA et d, 1974; PORTHA et d, 1979; PORTHA e da, 1989, HEMMINGS,
SPAFFORD, 2000). Embora os grupos DM e QF apresentem maior glicemia em jgjum aos 60
dias, tas vdores ndo podem s caacterizados como  hiperglicemia  Entretanto,
diferentemente dos resultados obtidos por outros pesquisadores (KODAMA et al., 1993;
PORTHA et a., 1989; WANG e d., 1996), em nosso estudo a dteracdo glicémica nos ratos
machos ndo se agravou em funcéo da eevacéo da idade em que a droga foi aplicada. Machos
e fémeas mostraram respostas diferentes a aloxana. Entre os machos, a acdo da droga parece
ter 9do mais forte no grupo em que a aoxana foi administrada aos 2 dias, contrariando 0s
achados da literatura, enquanto que, entre as fémeas, iSSO ocorreu NO grupo que recebeu a
doxana aos 4 dias. Kodama et a. (1993) ndo observaram ateragBes glicémicas no grupo que
recebeu a droga aos 2 dias. JA aos 90 dias, observamos uma regressio da ateracdo glicémica
pos-prandia em todos os grupos que receberam aoxana, com os niveis de glicose sendo
iguais aos dos animais controle. O mesmo ocorreu com a &ea sob a curva de glicose
sangliinea. Os pesquisadores citados anteriormente ndo verificaram este comportamento nos
animals em que a droga foi adminisrada aos 4 dias de vida, que mantiveram quadro
hiperglicémico durante as 56 semanas do experimento (KODAMA et d., 1993).

Um possivel mecanismo para explicar a recuperacéo glicémica seria a regeneracéo das
cdulas 3. Dados obtidos em estudos in vitro e in vivo revearam que as cdulas I3 podem
desencadear mecanismos  eficientes de recuperacdo gpos injUrias ndo-letas, indusve as
provocadas por adoxana (EIZIRIK; SANDLER, 1988; HZIRIK et d., 1993; EIZIRIK, 1996).
Bonnerwelr e Smith (1994) e Waguri et a. (1997) citam que o crescimento das ilhotas ocorre
pela replicacdo das cdulas beta pré-exisentes e pela formacdo de novas ilhotas (neogénese)
aravés da proliferacdo e subseqiente diferenciacéo das células epitdias do ducto
pancreético. A replicacdo destas células, que é vista como a principa forma de expansdo apds
o0 nascimento (BONNERWEIR; SMITH, 1994; WANG et d., 1994; WAGURI et d., 1997), é
esimulada por eevadas concentragbes de glicose (BONNERWEIR; SMITH, 1994). Desta
forma, a eevacdo da glicemia provocada pela doxana em nossos animais pode ter colaborado
para areversdo deste quadro aos 90 dias.

Os resultados referentes aos parametros séricos avaliados gpos o sacrificio parecem
indicar que, embora os nivels insulinémicos edivessem indterados para 0s animais tratados
com aoxana em relacdo aos controles (0 que explica 0 mesmo comportamento para os teores

de glicose e proteinas totais) os danos causados pela doxana nos machos que receberam a
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droga aos 2 dias conduziram a uma dteracdo metabdlica nesse grupo. Os vaores elevados de
&cidos graxos livres no grupo DM sugerem que, a0 menos para esses animais, apesar dos
niveis s&ricos de insulina e glicose estarem normais, ndo houve uma recuperacdo metabdlica
completa Desta forma, a impossbilidede da utilizacdo adequada de glicose levaria o
organismo a uma adaptacdp, aumentando sobremaneira a mobilizacdo de gordura
Corroborando essa hipotese, apesar de ndo ter havido ateracdo da razéo proteinadDNA, o
grupo DM mostrou ligeira reducdo no peso tota do tecido adiposo epididima (dado néo
apresentado).

A importancia da dteracdo supracitada consiste no fato de que a exposi¢do cronica do
organismo a devados niveis de &cidos graxos pode desencadear sérios prejuizos, inclusive no
metabolismo de glicose pedas cdulas. Os A.G.L. podem causar inibicdo da biossintese e da
secrecdo de insulina pelas cdulas b (YANEY e d., 2003) e mesmo leva-las & apoptose
prematura (HABER et al., 2002). Eles também inibem a enzima responsavel pela degradacéo
deste horménio no figado, o que geraria um quadro de hiperinsulinemia e, conseglientemente,
ressténcia insulinica (HAMEL et a., 2003). Os &cidos graxos ainda interferem em agOes
mediadas por esse horménio, (BOUCHARD; DESPRES, 1989; CURI et a., 2001) como a
inibicdo da supressio, causada pela hiperglicemia, da producdo enddgena de glicose (KREBS
et a., 2001). Causam ainda, no tecido muscular, reducéo da captacéo de glicose, atenuacdo do
aumento da glicose-6-fosfato (G6P), do aumento paradlo de fosfato inorganico (KREBS et
a., 2001; HABER et a., 2002) e reducdo da fosforilacdo do receptor e do substrato do
receptor da insulina 1 (IR e IRS-1, respectivamente), gerando um quadro de ressténcia
periférica (HABER et a., 2002). Edas dteragbes sfo tidas pela literatura como grandes
responsaveis pelo desencadeamento do disbetes mdlitus tipo Il (BOUCHARD; DESPRES,
1989; HABER et d., 2002; HAMEL et d., 2003; YANEY et al., 2003).

Os teores de insulina e a razéo proteinddDNA (indice do tamanho cdular, segundo
WINICK et d., 1972) pancredticos reduzidos no grupo DM fortalecem a hip6tese de que as
cdulas B dos animas desse grupo tavez ndo estavam totamente recuperadas. Conforme
Rossni e al. (1978) e Odenson et a. (1989), estudos redlizados com streptozotocina
administrada na idade neonatd ou adulta mostram que ratos machos agpresentam ateragoes
mais severas que as fémeas. Em seu estudo, Ostenson et al. (1989) relatam que essa diferenca
pode dever-se principdmente a acdo dos horménios androgénicos, cujo aumento se inicia na

puberdade. A hipGtese de que uma possivel predisposicdo genética pudesse tornar as cdlulas
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beta dos machos mais susceptivels a droga foi descartada, uma vez que néo houve, in vitro ou
in vivo, 2 dias apds a administracdo da streptozotocina neonatal, diferencas no dano causado a
células e nem no teor de insulina do pancreas. Contudo, na idade adulta (8 semanas de
idade), o teor pancredtico de insulina nos machos foi menor que nas fémess, favorecendo a
hipétese de que os hormbnios androgénicos, especidmente a testosterona, sgjam 0s principas
responsavels por essa diferenca, corroborando os achados de Rossini et a. (1978). O grupo
QF, a0 contrario, apresentou um quadro de aumento da razéo proteinadDNA no pancress,
indicando hipetrofia das clulas pancredticas sem nenhuma dteracdo  dgnificativa na
quantidade produzida do hormonio. Wang et d. (1996) encontraram resultados semelhantes
nas cdulas secretoras de insdina de ratos Widtar tratados com streptozotocing, e sugerem que
essa dteracdo possa ser decorrente de uma hiperatividade funciond destas cdulas, na
tentativa de manter a homeostase glicémica. 1sso pode ser outro indicio de que ndo houve
recuperacao tota das culas 3, uma vez que essa dividade exagerada teria como objetivo
compensar outras células com funcdo prgjudicada ou ainda, em nlmero reduzido.

Nenhuma dteracdo foi observada nos teores de glicogénio muscular. Contudo, com
relacéo ao glicogénio hepético, as fémeas que receberam a droga aos 2 dias tiveram menores
vaores que as demas fémeas e que os machos do mesmo grupo. Uma vez que a insulina
promove a captacdo de glicose e seu armazenamento na forma de glicogénio, isso também
pode s uma indicacdo da recuperagdo apenas parcial do péncreas desses animais.
Ressténcia a insulina no figado, como encontrado por Portha e Blondd (1988) em animais
tratados com streptozotocina aos 5 dias de vida, também poderia levar a reducdo dos teores de
glicogénio deste 6rgdo, pelos mesmaos motivos citados acima.

A razéo proteineddDNA do musculo soleo foi diferente apenas em funcdo do género,
com as fémeas que receberam doxana tendo valores superiores aos dos machos dos
respectivos grupos. No figado, este parémetro foi menor no grupo DM que nos demais
animais machos e nas fémeas DF. Os danos causados nas cdlulas beta podem também ser os
responsaveis pelo menor crescimento dos hepatdcitos, ja que o hormdnio por elas secretado, a
insUling, € um dos principais esimuladores do processo anabdlico no organismo, ao promover
maior captacdo de aminoécidos pelas cdulas e permitindo, desta forma, maor sintese
protéica. Podemos ver desta forma que, a maioria das adteragbes se manifestou nos grupos que

tiveram tamanho reduzido das cdulas pancredticas.
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Fortalecendo a hipdtese de recuperacdo apenas parcid das dteragbes organicas
causadas pela doxana congtatamos, em andise feita em um lote separado de animais, menor
sintese protéica pelo musculo sdleo de ratas que receberam a droga aos 2 ou 4 dias de vida em
comparacdo a0 grupo controle apds o sacrificio (90 dias) (resultados descritos no Apéndice).
Uma vez que a sintese protéica no musculo esquelético depende da insulina (CROZIER et d.,
2003) e a concentragdo desse hormoénio fol igud entre os diferentes grupos durante a
incubacdo, esse resultado evidencia que a acdo do hormdnio pode estar prejudicada no tecido
em questéo.

Com relacdo aos lipideos hepéticos, as fémeas do grupo QF tiveram teores reduzidos
de lipideos comparadas as dos grupos CF, DF e QM. Apesar dos teores de &cidos graxos
livres desses animais estarem normais, iss0 pode indicar também uma adaptacdo metabdlica
do organismo.



41

4.4 CONCLUSAO

Concluindo, 0 moddlo em questdo ndo desenvolveu “diabetes’ caracteridtico, ja que a
elevacdo glicémica e a intolerdncia a glicose foram trangtdrias. Entretanto, a recuperacdo dos
animais foi incompleta, vito que importantes dteracbes metabdlicas permaneceram, tas
como eevagdo dos nivels circulantes de A.G.L.. Estudos adicionais s80 necessiios para

averiguar em detalhes as conseqliéncias a longo prazo dessas dteracfes para a manutencdo da
homeostase.



5. Segundo Estudo

Modulacao pelo Treinamento Fisico dos Efeitos
Cronicos da Aloxana Administrada em Ratos

Neonatos
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5.1 MATERIAISE METODOS

5.1.1 Animais

Foram utilizados ratos adultos (90 dias) da linhagem Widar, machos e fémess,
provenientes do Biotério Centrd da Universdade Estadua Pauliga — UNESP — Campus de
Botucatu. Os ratos foram mantidos no Biotério do setor de Biodindmica do Departamento de
Educacdo Fisica da UNESP — Campus de Rio Claro em sala com temperatura mantida em 25
+ 1°C e foto periodo claro/escuro de 12/12 horas, tendo livre acesso a &gua e ao alimento

(rac&o baanceada para roedores).

5.1.2 Cruzamento dos Animais

Para o0 cruzamento, foi empregado o méodo de harém, 4 fémeas para 1 macho,
colocados por uma noite em gaolas coletivas. A confirmagdo da cobertura foi feita pea
presenca de espermatozéides em esfregaco vagind redizado na manha seguinte. As fémess
cobertas foram colocadas em gaolas individuais aé o nascimento dos filhotes. Os machos

foram descartados.

5.1.3 Administracdo Neonatal da Aloxana



Aos dois dias de idade os filhotes machos receberam injecéo intra-peritoneal de
doxana monoidratada dissolvida em tampé@o citrato 0,01M, pH 4,5 (200 mg/Kg de peso
corpora), apés jgum de 16 horas. Como controle, foram utilizados ratos da mesma idade
injetados com veiculo (tampdo citrato). Em seguida, as crias foram distribuidas de forma que

cada mae amamentasse 8 filhotes.

5.1.4 Grupos Experimentais

ApGs 0 desmame (28dias) os filhotes foram separados em 3 grupos e permaneceram
em tratamento até os 90 dias de idade:

- Controles (C): ratos injetados com tampéo citrato, mantidos inativos,

- Aloxana(A): ratos injetados com doxana, mantidos inativos,

- Aloxana/Treinado (AT): ratos injetados com aoxana, submetidos ao treinamento

fidco.

5.1.5 Treinamento Fisico

Congstiu de 1h/dia, 5 dias/semana, suportando sobrecarga de 3% do peso corpora em
tanques coletivos, 8 animais por tangque (100x80x80 cm), com agua mantidaa 32 + 1 °C.

5.1.6 Avaliacoes

5.1.6.1 Avaliages Efetuadas Antes do Sacrificio

5.1.6.1.1 Avaliactes Gerais

Todos os animais tiveram peso corpora e ingestdo dimentar e hidrica registrados e
foram submetidos a avdiaghes antes e apds o sacrificio. Os resultados foram expressos como
areas sob as curvas de peso corpora, ingestéo aimentar e ingestéo hidrica (?P = g x 10
semanas; ?A = g de ragdo/100 g de peso corpora x10 semanas, ?H = mL de &gua/100 g de
peso corpord x 10 semanas, respectivamente), caculadas peo método trapezoida
(MATHEWS et d., 1990), utilizando o Software ORIGIN 6.0 (1999).
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5.1.6.1.2 Glicemia

A confirmacéo dos efeitos da doxana foi efetuada nos animais ao desmame (28 dias) e
repetida aos 60 e 90 dias de idade, pela determinacéo da glicemia em jgum de 15 horas e da
glicemia determinada 30 minutos gpds a administracdo de solucdo de glicose (2,0 glkg p.c.)
por sonda oro-gédrica pdo méodo enziméico colorimétrico da glicose-oxidase
(NOGUEIRA et al., 1990).

5.1.6.1.3 Teste de Toleréancia a Glicose Oral (GTTo)

Foi redizado ap6s 15 horas de jgum, com os animais aos 28, 60 e 90 dias de idade. Os
ratos foram moderadamente anestesiados com éer eilico e a primera coleta de sangue foi
feita da cauda do anima a0 tempo zero (0). Em seguida, uma sonda gédtrica de polietileno foi
introduzida até o estdbmago pdr via ord e uma solucdo de glicose de 20% (2,0 g/Kg de peso
corporal) adminisirada Amostras de sangue foram coletadas nos tempos 0, 30, 60 e 90
minutos com capilares heparinizados e cdibrados para 25 pL. Apés a administracdo da
glicoe a deeminacdo da glicemia foi redizada pdo mé&odo da glicose-oxidase
(NOGUEIRA et d., 1990) através da coleta de 25 pL de sangue e dissolvidos em 200 pL de
TCA 4%. A insulinemia foi determinada por radioimunoensaio (Kit DPC — Coat—A-Count)
com coleta de 75 pL de sangue e dissolvidos em 200 pL de solucéo fisoldgica (NaCl 0,9%).
As &reas sob as curvas de glicose sangliinea @G = mM x 90min') e de insulina $rica (21 =
nM x 90min't), durante o GTTo foram caculadas pdo méodo trapezoidd (MATHEWS et
a., 1990) utilizando o Software ORIGIN 6.0 (1999).

5.1.6.1.4 Sensbilidade a Insulina

Paa edimar a senshilidade a insulina utilizamos o indice HOMA (Homeostasis
Model Assessment), definido pea formula HOMA = [insulinemia de jgum (UU/mL) X
glicemia de jgum (mmol/L)]/22,5. Por esse méodo, um indice HOMA eevado denota baixa
sengbilidade (ressténcia) ainsulina(MATTHEWS et d., 1985; BONORA et d., 2000).
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5.1.6.2 Avaliacdes Efetuadas apds o Sacrificio

5.1.6.2.1 Sacrificio dos Animais

Aos 90 dias de idade, decorridas 48 horas dos testes de tolerdncia, todos 0s animais
foram sacrificados por decapitacdo, sem jgum prévio, os animais treinados, 48 foras apos a

dltima detreino, para a obtencéo de material biologico.

5.1.6.2.2 AvaliacOes Efetuadas no Sangue

Amostras de sangue foram coletadas para verificacdo dos teores de glicose, &cidos
graxos livres e proteinas totais por méodos colorimétricos (NOGUEIRA e d., 1990) e
insulina por radioimunoensaio (Kit DPC Coat- A-Count).

5.1.6.2.3 Avaliag0es Efetuadas em Tecidos

Figado, musculo sdleo, tecido adiposo epididima esquerdo e péancreas foram
totalmente extirpados e pesados em baanca anditica. Nesses tecidos foram avaiados teores
de proteina tota (LOWRY et d., 1951) e DNA (GILES, MAYERS, 1965), visando inferir
sobre 0 nimero (DNA) e tamanho (razéo proteineddDNA) das cdulas (WINICK et d., 1972).
No figado foram medidas, também, as concentracBes de lipideos (NOGUEIRA et d., 1990) e
de glicogénio (DUBOIS & d., 1956). No musculo foi avaiado o contelido de glicogénio bem
como a cgptacdo de glicose “in vitro”. No pancreas foram avdiados teor de insulina e

secregdo deinsulina“in vitro” por ilhotas isoladas.

5.1.6.2.3.1 Captacao de Glicose pelo Masculo Soleo

Fatias musculares (25-35 mg) foram colocadas em erlemeyers de 25 mL sliconizados,
contendo 3,5 mL de tampdo Krebs-Ringer bicarbonatado. Os frascos foram sdados com
tampas de borracha e submetidos a 30 minutos de pré-incubagcdo sob agitagdo em banho tipo
Dubinoff a 60 rpm e continuo gaseamento com O,/CO, (95%/5%). ApOGs esse periodo, as
fatias foram transferidas para outro frasco com 35 mL de tampdo KrebsRinger
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bicarbonatado, suplementado com glicose (55 mM), contendo [®H] 2-deoxiglicose (0,5
nCi/mL), por 60 minutos, com gaseamento durante os primeiros 15 minutos. Frascos controle
contendo meio de incubacd sem musculo foram incubados em cada experimento. Apds o
periodo de incubacdo, 1 mL de amostra do meio foi desproteinizado em 1 mL de solucéo de
HCLO,4 06N e a fatia de musculo imediatamente digerida em 05 mL de KOH 1IN para
dosagem do glicogénio. A temperatura na pré-incubacdo e na incubacdo foi de 37°C. Para
determinacdo da captacd de glicose radiomarcada (3H — 2-deoxiglicoss) pelo musculo
incubado, 0 mesmo foi lavado e digerido em 0,5 mL de KOH 1IN durante 20 minutos. Desta
fracdo foi retirada uma amostra de 50 niL que foi acrescentada a 10 mL de liquido de
cintilagdo, para contagem do tricio (*H), em contador Beta (Tri Carb 2100 TR — Packard).

5.1.6.2.3.2 Secrecdo de Insulina por Ilhotas I soladas

Em ilhotas pancredticas isoladas aravés da digestdo por colagenase (LACY;
KOSTIANOVSKY, 1967), foi avaliada a secrecdo edtédtica de insulina em resposa a
concentragdes crescentes de glicose. Apds obtencdo das ilhotas, estas foram colhidas com
uma micropipeta dliconizada de 100 L e colocadas em recipientes pléasticos (5 ilhotas por
frasco), contendo 1 mL de Krebs (Na" 139 mM, K* 5 mM, Ca®* 1mM, CI' 124 mM, HCOz
24 mM). Diferentes concentractes de glicose (2,8; 5,6 e 16,7 mM) foram acrescidas ao meio.
Esses recipientes foram entdo colocados em frascos de vidro lacrados, nos quais foi criada
uma amosfera de carbogénio aravés da injecdo, durante 10 minutos, de uma mistura de
0,/CO2 (95%/5%). Pogteriormente, os recipientes foram postos em banho tipo Dubinoff com
agitacéo a 37°C, durante 60 minutos. Terminada a incubacdo, o sobrenadante foi recolhido em
microtubos eppendorf e amazenado para determinacdo da  insuling,  aravés de
radioimunoensaio (HERBERT et d., 1965).

5.1.6.2.4 Extrac&o da Insulina Pancreatica
Inicidmente, 0,29 de tecido foram coletados em frascos contendo 2 mL de HCI IN. O

material foi incubado em estufa a 40 °C durante 24 horas. O material assm extraido do

pancreas pelo processo descrito anteriormente foi diluido 1:5000 em soro-abumina bovina a



48

0,25% em tampé&o borato pH 5,5, conforme preconiza Carpineli (1978). O teor das amostras

foi dosado pelo método do radioimunoensaio.

5.1.7 Andlise estatistica

Os resultados foram gpresentados como média + desvio padrdo e andisados
edatigicamente pda Andise de Vaianca (ANOVA One-Way) Quando necessaio foi
utilizado o teste Post Hoc de Newman-Keuls, com um nivel de sgnificancia pré-estabelecido
de 5%.
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5.2RESULTADOS

Os vaores referentes as &eas sob as curvas de peso corpord, ingestéo aimentar e
ingestdo hidrica encontram-se na Tabeda 1. A andise de vaiancia indicou que o grupo que
recebeu a aoxana e executou o treinamento fisco (AT) apresentou menor aea de peso
corpora que os demais grupos (C e A). Nao houve diferenca na ingestdo alimentar dos
animais entre os diferentes grupos a0 longo do periodo experimental. Com relacéo a ingestéo
hidrica, os animais do grupo AT tiveram vaores mais eevados (p<0,05) que os animais do
grupo A.

Na Tabela 2 encontram-se o0s resultados obtidos no teste de tolerancia ora a glicose
(GTTo) redizado a0 desmame (28 dias). A glicemia dos ratos que receberam aoxana
neonatal (A) foi maior (p<0,05) que a do grupo controle (C) em todos 0s momentos, ou sga,
em jgum e 30, 60 e 90 minutos apés sobrecarga ora de glicose (20 g/Kg p.c).
Consegiientemente 0 grupo A agpresentou também maior &ea sob a curva de glicose sangliinea
(p<0,05).

Aos 60 dias, com excecdo da glicemia 90 minutos apds sobrecarga de glicose, que néo
foi diferente entre os grupos, a resposta glicémica do grupo A apresentou 0 MESMO
comportamento que aos 28 dias durante 0 GTTo: valores sangliineos de glicose e &ea sob a
curva de glicose significativamente maiores (p<0,05) que o grupo C. Também esses vdores
foram superiores aos do grupo AT, cujos resultados ndo diferiram dos ratos controle (C).
Apenas aos 60 minutos a glicemia do grupo AT foi maior (p<0,05) que a do grupo C (Tabda
3).



50

No GTTo redizado aos 90 dias (Tabela 4), os ratos do grupo A mostraran uma
regresséo das alteragbes provocadas pela doxana, ndo havendo diferenca glicémica entre este
grupo e os animais controles (C) em nenhum ponto, incluindo a &ea sob a curva de glicose
sanglinea. JA 0 grupo AT, em jgum, gpresentou menor glicemia (p<0,05) que os demais
grupos. Passados trinta minutos da sobrecarga orad de glicose (2,0 g/Kg p.c), a glicemia
desses animais foi semelhante a dos grupos C e A. Contudo, 60 e 90 minutos apos a
sobrecarga 0s nivels sanglineos de glicose dos ratos injetados com aoxana e submetidos ao
exercicio fisco (AT) foram dgnificativamente maiores (p<0,05) que os encontrados nos
outros grupos (C e A). O mesmo ocorreu com a &ea sob a curvade glicose (Tabela 4).

Com reagéo aos niveis insulinémicos andisados durante o teste de tolerdncia a glicose
redizado ao desmame (28 dias), 0 gupo A aoresentou insulinemia de jgum
sgnificativamente menor (p<0,05) que o grupo C. Aos 30 e 60 minutos, nenhuma diferenca
foi verificada, a0 paso que, aos 90 minutos o vaor observado para o0 grupo A foi maior
(p<0,05) que para o grupo controle. N& houve diferenca entre os grupos nos vaores da area
sob acurvade insulina (Tabela 5).

Ja aos 60 dias, como mostra a Tabela 6, a andlise edtatistica aponta diferenca no GTTo
gpenas para a insulinemia de jgum, com o grupo AT possuindo menores vaores s&ricos do
horménio (p<0,05) que o grupo C, e para a insulinemia 30 minutos gpds sobrecarga ora de
glicose, quando os niveis de insulina do grupo A foram menores (p<0,05) que os dos animas
controles. Nenhuma diferenca foi encontrada aos 60 e 90 minutos e também para a &ea sob a
curvade insulina (Tabela 6).

Os resultados relativos a insulinemia aos 90 dias no GTTo encontram-se na Tabela 7.
A ANOVA nédo revelou qualquer diferenca entre os grupos em nenhum ponto e também na
&rea sob acurvade insulina sérica

A Tabela 8 contém os resultados referentes ao indice HOMA (sensibilidade a insulina)
a0 desmame (28 dias), 60 e 90 dias. A Unica diferenca foi observada aos 60 dias, com o grupo
AT apresentando menores vaores (p<0,05) que o grupo A (ou sga, maor senshilidade ao
hormonio).

Apos o sacrificio (90 dias), a secrecdo edtética de insulina das ilhotas pancredticas dos
animais foi semelhante entre os grupos nas concentragdes 2,8 e 56 mM de glicose. Frente a
concentragdo de 16,7 mM de glicose, o grupo AT mosirou uma resposta mais acentuada
(p<0,05) que os demais (C e A), indicada pelamaior secrecdo deinsulina (Tabela 9).
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Os teores de glicose, insulina, proteinas totais e acidos graxos livres (A.G.L.) do soro
dos animais obtidos depois do sacrificio estéo disgpostos na Tabela 12. Diferenca edtatistica foi
observada apenas para os acidos graxos livres. Os ratos dos gupos tratados com aoxana (A e
AT) apresentaram maiores nivels deste substrato (p<0,05) que os ratos controles. Os teores de
A.G.L. do grupo A foram maiores também (p<0,05) que os do grupo AT (Tabela 12).

S%0 modrados na Tabela 13 os teores de insulina, proteing, DNA e razdo
proteinad DNA do péancreas dos animais apds o sacrificio. Os ratos dos grupos que receberam
doxana aos 2 dias de vida (A e AT) tiveram redugéo ggnificativa (p<0,05) da insulina
pancredtica comparados aos ratos controles. Nao foram identificadas ateracbes acerca dos
teores protéicos deste 6rgdo entre os grupos. Ja o conteldo de DNA do pancreas estava
aumentado (p<0,05) tanto no grupo A quanto no grupo AT. Assm, a razéo proteindDNA dos
animais submetidos & acdo da droga (A e AT) foi menor (p<0,05) que no grupo controle
(Tabda 13).

Na Tabela 12 encontram-se os resultados referentes as andises feitas no figado dos
animais apbés o sacrificio. Os niveis de glicogénio e lipideos deste 6rgéo apresentaram:se
reduzidos (p<0,05) nos animais do grupo AT em relacdo aos demais (C e A). A proteina
hepética ndo sofreu dteracdo em funcdo do tratamento imposto aos animais. Contudo, os
teores de DNA do figado foram maiores (p<0,05) nos ratos do grupo AT que nhos grupos C e
A. A razdo proteinaddlDNA deste tecido foi reduzida (p<0,05) nos grupos que receberam
aoxana (A e AT) em comparacdo com o grupo C, e ainda no grupo AT em relacdo ao A, de
acordo com a Tabela 12.

A Tabela 13 contém os resultados relativos aos teores de glicogénio, proteina, DNA,
razéo proteinadDNA e captacdo de glicose do musculo sdleo dos animais depois do sacrificio.
O contetido muscular de glicogénio foi maior (p<0,05) no grupo AT que nos outros grupos do
experimento (C e A). No que diz respeito aos niveis de proteina, estes reduziram-se (p<0,05)
nos ratos do grupo A. Os teores de DNA muscular foram maiores (p<0,05) nos animais A e
AT que nos animais controles (C). Com relacéo a razéo proteinddDNA, ambos 0s grupos em
que a doxana foi adminisrada (A e AT) apresentaram vaores inferiores (p<0,05) aos do
grupo controle. A captacdo de glicose pelo musculo soleo isolado néo foi diferente entre os
grupos (Tabela 13).

Os paréametros avaliados no tecido adiposo epididima sfo apresentados na Tabela 14.
O peso total deste tecido foi menor (p<0,05) nos ratos dos grupos A e AT em relacéo aos
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ratos controles (C), e no grupo AT comparado ao grupo A. Os teores de proteina apresentaram
ateracéo gpenas para 0s animais do grupo AT, cujos valores estavam reduzidos (p<0,05). O
conteldo de DNA do tecido adiposo, seguindo o padrdo de comportamento encontrado no
presente estudo para este fator, foi maior (p<0,05) nos animais dos grupos tratados com
adoxana (A e AT) que nos controles (C). A andlise edatistica gpontou reducdo da razéo
proteinadDNA no grupo AT quando confrontado com 0s demai's grupos.
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Tabela 1: Area sob as curvas de peso corporal (g x 10 semanes), ingestdo aimentar (g de
racéo/100 g de peso corpord x 10 semanas) e ingestdo hidrica (mL de agua/l100 g de peso
corporal X 10 semanas) dos animais durante o periodo experimental. (?P = area sob a curva
de peso corpord; ?A = &ea sob a curva de ingestéo dimentar; ?H = érea sob a curva de
ingestdo hidrica).

Grupos ?P ?A ?H

C (n=04) 2787,05 + 166,60 74,44 + 2,85 117,49 + 8,00
A (n=04) 2894,06 + 143,52 75,70 + 4,31 106,43 + 6,88
AT (n=04) 2497,20 + 211,40%° 77,07 +2.21 125,80 + 12,60°

Resultados expressos como média + desvio padrdo, com 0 nimero de animas entre
parénteses. a?C; b ? A. C = Controle; A = Aloxanainjetadaaos 2 dias; T = Treinado.
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Figura 1: Area sob as curvas de peso corpord, ingestio dimentar e ingestdo hidrica dos
animais durante o periodo experimenta. Resultados expressos como média + desvio
padréo. a?C; b ?A. C = Controle; A = Aloxanainjetada aos 2 dias; T = Treinado.



Tabela 2: Glicemia (mmol/L) e &ea sob a curva de glicose (?G, mmol/L x 90min) dos
animais durante GTTo ao desmame (28 dias).

Gr upos To T30 Teo Too ?G

C (n=11) 287+056 561+063 529+057 4,70+053 440,90+ 36,40

A (n=27) 371+128 765+1,18% 7,21+0,78% 6,14+0,85% 595,67 +50,32*

Resultados expressos como média + desvio padrdo, com 0 nimero de animas entre
parénteses. a? C. C = Controle; A = Aloxanainjetada aos 2 dias.
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Figura 2. Glicemia dos animais durante GTTo redizado a0 desmame (28 dias). Resultados
expressos como meédia + desvio padrdo. a? C. C = Controle; A = Aloxanainjetada aos 2 dias.
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Tabela 3. Glicemia (mmol/L) e &ea sob a curva de glicose (?G, mmol/L x 90min) dos
animais durante GTTo aos 60 dias.

Gr upos To T30 Teo Too ?G

C(n=08) 313+061 470+067 459+055 4,48+051 38816+ 4273
A(n=19) 437+092° 563+0,81% 534+066° 502+0,60 470,56+ 60,32%
AT (n=13) 297+027° 4,92+046° 516+0,65% 4,85+054 420,24+ 38,17°

Resultados expressos como média + desvio padré, com o nimero de animais entre
parénteses. a?C; b ? A. C = Controle; A = Aloxanainjetada aos 2 dias; T = Treinado.
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Figura 3: Glicemia dos animas durante GTTo redizado aos 60 dias. Resultados expressos
como média + desvio padréo. a ? C; b ? A. C = Controle; A = Aloxana injetada aos 2 dias; T
= Treinado.
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Tabela 4. Glicemia (mmol/L) e &ea sob a curva de glicose (?G, mmol/L x 90min) dos
animais durante GTTo aos 90 dias.

Grupos T30 Tso Too ?G

C (n=08) 345+027 475+049 439+051 417+041 401,80 + 47,92
A (n=08) 348+032 436+043 477+045 425+031 389,88+ 29,53
AT (n=09) 2,92+0,27%° 480+0,31 6,10+ 0,44%° 459+ 0,24 440,25 + 14,73*P

Resultados expressos como

média + desvio padrdo, com o0 nUmero de animas entre

parénteses. a?C; b ? A. C = Controle; A = Aloxanainjetadaaos 2 dias, T = Treinado.
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Figura 4. Glicemia dos animais durante GTTo redizado aos 90 dias. Resultados expressos
como média + desvio padrdo. a ? C; b ? A. C = Controle; A = Aloxana injetada aos 2 dias; T

= Treinado.
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Tabela 5: Insulinemia (pmol/L) e &ea sob a curva de insulina (A, pmol/L x 90 min) dos

animais durante GTTo ao desmame (28 dias).

Gr upos To T30 Teo Too ?1

C (n=07) 99,18 + 105,00 + 100,60 + 86,62 + 8959,49 +
11,14 27,76 40,47 33,08 949,27

A (n=11) 42,81 + 130,00 + 148,10 + 181,68 + 11688,73 +
22,012 110,05 95,42 111,682 4879,83

Resultados expressos como média + desvio padréo, com o nimero de animais entre
parénteses. a? C. C = Controle; A = Aloxanainjetada aos 2 dias; T = Treinado.
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Figura 5: Insulinemia dos animais durante GTTo ap desmame (28 dias). Resultados
expressos como média + desvio padrdo. a ? C. C = Controle; A = Aloxana injetada aos 2 dias,

T = Treinado.
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Tabela 6: Insulinemia (pmol/L) e &ea sob a curva de insulina (A, pmol/L x 90 min) dos

animais durante GTTo aos 60 dias.

Gr upos To T30 Teo Too ?1

C (n=07) 111,61 + 153,28 + 98,12 + 122,90 + 11062,51 +
27,54 32,44 17,60 22,43 1695,48

A (n=15) 102,24 + 113,95 + 138,45 + 104,51 + 10676,27 +
16,33 20,592 73,05 21,65 2279,81

AT (n=13) 91,30 + 130,78 + 131,98 + 101,38 + 1122581 +
13,912 44,87 67,02 20,16 2708,65

Resultados expressos como média + desvio padré, com o nimero de animais entre
parénteses. a? C; b ? A. C = Controle; A = Aloxanainjetada aos 2 dias; T = Treinado.
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Figura 6: Insulinemia dos animais durante GTTo aos 60 dias. Resultados expressos como
média + desvio padrdo. a ? C; b ? A. C = Controle; A = Aloxana injetada aos 2 dias; T =

Treinado.
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Tabela 7: Insulinemia (pmol/L) e &ea sob a curva de insulina (A, pmol/L x 90 min) dos

animais durante GTTo aos 90 dias.

Gr upos To T30 Teo Too ?1

C (n=07) 85,41 + 121,12 + 145,69 + 96,13 + 10731,65 +
16,18 53,74 47,99 12,35 1880,08

A (n=07) 104,51 + 101,60 + 121,41 + 104,44 + 12003,43 +
18,46 35,28 33,72 40,04 3455,57

AT (n=03) 103,16+ 106,92 + 106,21 + 83,56 + 11140,61 +
20,59 35,50 3,40 16,25 3439,95

Resultados expressos como média + desvio padrdo, com o nimero de animas entre
parénteses. C = Controle; A = Aloxanainjetada aos 2 dias; T = Treinado.
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Figura 7: Insulinemia dos animais durante GTTo aos 90 dias. Resultados expressos como
média + desvio padrdo. a ? C; b ? A. C = Controle; A = Aloxana injetada aos 2 dias; T =

Treinado.
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Tabela 8: indice HOMA* (homeostasis model assessment) dos animais a0 desmame (28
dias), 60 e 90 dias.

Grupos 28 60 90

C 1,61+ 0,57 2,22 + 0,56 1,97 + 0,55
A 0,96 + 0,43 2,79+ 0,77 2,23+ 0,40
AT 1,72 +0,32° 1,66 + 0,11

Resultados expressos como média + desvio padrdo, com 0 nimero de animas entre
parénteses. a?C; b ? A. C = Controle; A = Aloxanainjetadaaos 2 dias; T = Treinado.

* ndice utilizado para esimar a sendbilidede & insulina e definido pda formula
HOMA-=[insulinemia de jgum x glicemia de jgum]/225. HOMA devado denota baxa
senghbilidede (ressténcia) ainsulina
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Figura 8: indice HOMA (homeostasis model assessment) da senghbilidade & insulina dos
animais a0 desmame (28 dias), 60 e 90 dias. Resultados expressos como média + desvio
padrdo. a? C; b ? A. C = Controle; A = Aloxanainjetada aos 2 dias, T = Treinado.
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Tabela 9: Secrecdo edtéica de insulina (ng/ilhota) pelas ilhotas pancredticas dos animais apos
o sacrificio (90 dias) frente a diferentes concentragdes de glicose (2,8; 5,6 € 16,7 mM).

Grupos 2,8 56 16,7

C (n=08) 1,36 + 0,06 10,96 + 3,14 32,85+4,78
A (n=08) 1,27 + 0,09 10,08 + 0,88 31,67 +5,89
AT (n=08) 1,30 + 0,09 12,05 + 0,83 38,57 + 1,542P

Resultados expressos como média + desvio padréo, com o nimero de animas entre
parénteses. a?C; b ? A. C = Controle; A = Aloxanainjetada aos 2 dias; T = Treinado.
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Figura 9: Secrecdo edtdica de insulina pelas ilhotas pancreéticas dos animas gpés o
sacrificio (90 dias) frente a diferentes concentracbes de glicose. Resultados expressos como
média + desvio padrdo. a ? C; b ? A. C = Controle; A = Aloxana injetada aos 2 dias; T =

Treinado.
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Tabela 10: Teores de glicose (mmol/L), insulina (pmol/L), proteinas totais (g/dL) e acidos
graxos livres (LEg/L) no soro dos animais obtidos apts o sacrificio (90 dias).

Grupos Glicose Insulina Proteinas AGL

Totais
C (n=08) 572+1,13 86,26 + 6,95 7,17 + 0,97 101,40 + 22,40
A (n=08) 5,56 + 0,94 97,76 + 21,37 6,97 + 0,76 231,12 + 58,59°
AT (n=08) 5,51+ 0,88 90,66 + 19,45 6,88 + 0,69 169,80 + 20,16%°

Resultados expressos como média + desvio padréo, com o nimero de animais entre
parénteses. a?C; b ? A. C = Controle; A = Aloxanainjetada aos 2 dias; T = Treinado.
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Figura 10: Teores de glicose, insulina, proteinas totais e écidos graxos livres (A.G.L.) no soro
dos animais obtidos gp6s o sacrificio (90 dias). Resultados expressos como média + desvio
padrdo. a ? C; b ? A. C = Controle; A = Aloxana injetada aos 2 dias, T = Treinado.
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Tabela 11: Teores de insulina (ng/g), proteina (mg/100 mg), DNA (mg/100 mg) e razdo
proteinddDNA no pancreas dos animais gpds sacrificio (90 dias).

Grupos Insulina Proteina DNA Proteina/DNA
C(n=08) 119,94 + 32,63 449+ 1,01 0,17 + 0,06 25,76 + 4,77

A (n=08) 78,32 + 13,46° 4,15+0,71 0,21 + 0,02° 19,58 + 2,44%
AT (n=08) 60,78 + 25,29° 4,27+ 1,20 0,21 + 0,05% 20,18 + 4,272

Resultados expressos como média + desvio padrdo, com 0 nimero de animas entre
parénteses. a?C; b ? A. C = Controle; A = Aloxanainjetada aos 2 dias; T = Treinado.
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Figura 11: Teores de insuling, proteina, DNA e razéo poteindDNA no pancreas dos animais
apos sacrificio (90 dias). Resultados expressos como média + desvio padrdo. a ? C; b ? A. C
= Controle; A = Aloxanainjetadaaos 2 dias, T = Treinado.
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Tabela 12: Teores de glicogénio (mg/100mg), lipideos (mg/100mg), proteina (mg/100 mg),
DNA (mg/100 mg) e razéo proteineDNA (x 10) hepéticos dos animais gpds o sacrificio (90
dias).

Grupos Glicogénio Lipideos Proteina DNA Proteina/DNA

C (n=08) 3,88 + 5,20 + 3,39 + 0,45 + 76,10 +
0,66 0,58 0,77 0,07 14,91

A (n=08) 3,09 + 5,20 + 2,83+ 0,55 + 52,52 +
1,15 1,18 0,43 0,11 08,40%

AT (n=08) 2,41 + 4,21 + 3,08 + 0,77 + 40,58 +
1,073 0,37° 0,42 0,16%P 5,472

Resultados expressos como média + desvio padréo, com o nimero de animas entre
parénteses. a?C; b ? A. C = Controle; A = Aloxanainjetadaaos 2 dias; T = Treinado.
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Figura 12 Teores de glicogénio, lipideos, proteina e DNA hepéticos dos animais gpds o
sacrificio (90 dias). Resultados expressos como média + desvio padréo. a ? C; b ? A. C =
Controle; A = Aloxanainjetadaaos 2 dias, T = Treinado.
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Tabela 13: Teores de glicogénio (mg/100 mg), proteina (mg/100 mg), DNA (mg/100 mg x
10), razéo proteinddDNA e captacdo de glicose (UM/g x h) no misculo sdleo isolado dos
animais em 60 minutos de incubagdo apds o sacrificio (90 dias).

Glicogénio Proteina DNA  Proteina/DNA Captacao de

Grupos Glicose
(n=08) (n=08) (n=08) (n=08) (n=10)

C 0,13 + 2,94 + 0,48 + 66,27 + 4,35+
0,02 0,53 0,13 25,80 0,65

A 0,14 + 2,15+ 0,71 + 34,26 + 3,64 +
0,02 0,52% 0,26 15,28% 0,68

AT 0,23 + 2,55+ 0,78 + 32,68 + 3,98 +
0,05%P 0,47 0,08% 6,29° 0,76

Resultados expressos como média + desvio padrdo, com 0 nimero de animas entre
parénteses. a?C; b ? A. C = Controle; A = Aloxanainjetadaaos 2 dias; T = Treinado.
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Figura 13. Teores de glicogénio, proteina, DNA e captacdo de glicose no musculo soleo
isolado dos animais em 60 minutos de incubacdo gpGs o sacrificio (90 dias). Resultados
expressos como média + desvio padrdo. a ? C; b ? A. C = Controle; A = Aloxana injetada aos
2 dias, T = Treinado.
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Tabela 14: Peso totd (g), teores de proteina (mg/100 mg), DNA (mg/ 100 mg x 10) e razéo
proteinad DNA no tecido adiposo epididima  dos animais apos o sacrificio (90 dias).

Grupos Peso Total Proteina DNA Proteina/DNA
C (n=08) 2,229 + 0,393 597 +0,73 0,70 + 0,09 86,11 + 12,23
A (n=08) 1,645 + 0,666 6,87 + 1,67 0,96 + ,019% 72,47 + 16,47

AT (n=08) 0,906 + 0,302%" 4,84 +1,91° 1,00+ 0,18 49,03 + 20,03*P

Resultados expressos como média + desvio padrdo, com 0 nimero de animas entre
parénteses. a?C; b ? A. C = Controle; A = Aloxanainjetada aos 2 dias; T = Treinado.
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Figura 14: Peso totd, teores de proteina, DNA e razéo proteinadDNA no tecido adiposo
epididima dos animais gpds o sacrificio (90 dias). Resultados expressos como média + desvio
padrdo. a ? C; b ? A. C = Controle; A = Aloxana injetada aos 2 dias; T = Treinado.
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5.3 DISCUSSAO

O objetivo deste trabalho foi avaiar o desenvolvimento de érgéos chave, relacionados
a possivel acdo moduladora pelo treinamento fisco sobre efeitos crénicos da adoxana
administrada em ratos neonatos.

KODAMA et d. (1993) verificaram que ratos da linhagem Sprague-Dawley tratados
com a mesma idade e dose de adoxana que os animais deste estudo n&o apresentaram ateracéo
do peso corporad e da ingestéo hidrica, mas tiveram ingestéo dimentar reduzida. Obtivemos
resultados semelhantes em nosso estudo, com excegdo da ingestéo dimentar que, em NOsSoO
experimento, ndo se dterou. Por outro lado, dados de diferentes trabahos referentes ao peso
corporal de animais tratados com streptozotocina no periodo neonatal sGo bastante divergentes
entre s (PORTHA et a., 1974; PORTHA et d., 1979; WANG et d., 1994; WANG et 4d.,
1996; CORTRIGHT et a., 1996 e HEMMINGS; SPAFFORD, 2000).

Os animais do grupo tratado com aoxana e exercitados (AT) apresentaram reducéo do
peso corporal, confirmando a literatura (TANCREDE et d., 1982 SHIMA et d., 1994;
HARADA & d., 2002). Uma vez que a ingestéo alimentar desses ratos foi semehante a dos
demais grupos e houve maior gasto energético provocado pelo exercicio, o resultado find foi
a reducdo de peso desses animais. A atividade fisca também resultou em maior ingestéo de
&gua por esse grupo.

O GTTo redizado ao desmame (28 dias) mostrou que a adoxana, como esperado,
causou eevacdo da glicemia nos ratos do grupo A. A patir desse momento foi entdo

introduzido o protocolo de exercicio para parte desses animais (grupo AT). Ao redizarmos o
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GTTo aos 60 dias, vimos que a atividade fisca exerceu efeito benéfico sobre o grupo AT,
uma vez que a glicemia desse grupo foi semelhante & dos ratos controles em todos os
momentos (com excecdo aos 60 minutos), enquanto 0s aimas do grupo A continuavam com
niveis eevados de glicose sangliinea quando comparados aos controles. Estudos comprovam
gue h& aumento da expressio tanto do RNAmM quanto da proteina Glut-4 no musculo (proteina
responsével pela captacdo de glicose neste tecido) de ratos treinados (LEE et d., 2002). Além
disso, o aumento da producdo de éxido nitrico ou na propor¢do do fluxo capilar no tecido
muscular durante exercicio contribui para maior ceptacdo de glicose da circulagéo
(SAKAMOTO et al., 1997). Desta forma, a reducéo nos nives glicémicos dos nossos animas
do grupo AT pode ter sdo mediada pdo aumento no nimero dos transportadores deste
subgtrato, ou ainda por uma maor senshilidede periférica a insulina causada pelo exercicio
(BORGHOUTS; KEIZER, 2000; LEE et d., 2002). Os vaores obtidos no indice HOMA aos
60 dias reforca a hipdtese de maior sensihbilidade a insulina pelos animais treinados (AT) em
relacdo ao grupo A.

No GTTo efetuado aos 90 dias, houve uma regresséo das dteraghes glicémicas
provocadas pela adoxana no grupo A. A glicemia de jgum dos animas AT mostrouse
reduzida, contudo, apds sobrecarga de glicose, 0s niveis glicémicos foram superiores aos dos
demais grupos (C e A). Apos o sacrificio a glicemia no estado dimentado néo diferiu entre os
grupos.

A avdiacdo dos nivels s&icos de inaulina redizada nos GTTo mostrou que as
principas dteracbes ocorreram nos animas aos 28 dias. A insulinemia de jgum dos animas
tratados com aoxana (A) foi 56% menor que a do grupo controle, contudo, apds a sobrecarga
de glicose da = devou continuamente, gpesar da glicemia diminuir com o tempo, acangando
0 dobro dos vaores dos animais C aos 90 minutos. Devido a essa diferenca extrema da
insulinemia de jgum e aos 90 minutos ndo encontramos diferenca na area sob a curva de
insulina nessa fase. Leahy e Wer (1985) foram os primeiros a observar essa resposta
inadequada na secrecéo de insulina. Apés administracdo de 11,1 mM de glicose em ratos
Sprague-Dawley injetados com gtreptozotocina (90 mg/kg i.p.) aos dois dias de vida e em
ratos controles, 0s animais que receberam gtreptozotocina possuiam nivels de insulina s&rica
ggnificativamente menores que os animais controles. A reducdo da concentragdo de glicose
para 2,8 mM, contudo, causou um aumento na taxa de secregdo do horménio nos animais

tratados com a droga, que entdo caiu para niveis semehantes aos encontrados em 11,1 mM.
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Conforme os autores, esse resultado mostra que ha insensibilidade a glicose pelas cdulas beta,
mas 0 mecanismo responsivel por ese fendbmeno é desconhecido (LEAHY; WEIR, 1985).
Aos 60 e 90 dias os niveis s&icos deste horménio ndo diferiram entre os grupos. O mesmo
ocorreu no sacrificio, explicando os niveis de glicose e proteinas totais s&icas semehantes
neste momento. Apesar disso, o teor de insulina pancredtico dos animais de ambos 0s grupos
que receberam aoxana (A e AT) foi menor (34% e 49%, respectivamente) que dos ratos
controles, corroborando estudos citados por Portha et a. (1989). Estes Gltimos autores relatam
resultados semelhantes em ratos Wistar com 8 semanas ou mais, tratados com streptozotocina
no dia ou 2 dias agpds 0 nascimento. De acordo com 0s mesmos autores, alguns dias gpds a
administracéo de streptozotocina, ocorre uma queda de aproximadamente 93% dos estoques
pancredticos de insulina. A partir dessa fase, as cdlulas beta regeneram-se espontaneamente,
por replicacdo e/lou neogénese, conforme relatam Bonnerweir e Smith (1994) e Waguri et .
(1997), e chegam a acancar 50% do valor encontrado em ratos controles (Portha et a., 1989).

Além da reducéo dos estoques pancredticos de insulina, a secrecdo edéica do
hormonio pelas ilhotas isoladas do presente estudo foi maior na concentragdo mais dta de
glicose (16,7 mM) entre os animas treinados. Shima et d. (1994) citam que quando as ilhotas
so forcadas & secretar mais insuling, este edtresse adicional pode levé-las a lesdo e morte.
Iss0, com o passar do tempo, acentuaria a elevacdo da glicemia observada no GTTo do grupo
AT.

Os niveis fricos eevados de A.G.L em nossos animais tratados com aoxana estéo de
acordo com os resultados de Straczkowski et a. (2000) obtidos em ratos diabéticos por
sreptozotocing, € Smulam a dteracdo metabdlica presente em  individuos com digbetes
(BORGHOUTS;, KEIZER, 2000). Conforme estes autores (STRACZKOWSKI et a., 2000), a
acdo de inibicdo da lipdlise pela insulina estaria prejudicada, levando a ta resultado.
Favorecendo hipétese, 0 peso totd do tecido adiposo epididimal nos animais que
receberam a droga diabetogénica foi menor que nos controles. Diversos estudos alertam para
o potencid efeito dos A.G.L. como agentes diabetogénicos, uma vez que podem causar
inibicdo da biosintese e da secrecéo de insulina pelas cdlulas b (YANEY e d., 2003), leva-las
a apoptose prematura (HABER et d., 2002), dém de outros efeitos que resultam em
ressténcia & acdo deste hormonio (BOUCHARD; DESPRES, 1989; CURI et d., 2001;
KREBS et a., 2001; HAMEL et d., 2003; YANEY et d., 2003).
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Uma vez que os A.G.L. sdo utilizados como substrato energético, isso judtificaria sua
reducdo no grupo AT em comparacdo com 0 A. Ainda, de acordo com Straczkowski et d.
(2000), a atividade fisca moderada estimula a lipdlise no tecido adiposo, 0 que pode ter
levado a diminuicdo dos teores de proteina, da razéo proteineDNA (indice do tamanho
ceular, segundo WINICK et a., 1972) e do peso do tecido adiposo entre nossos animais
treinados comparados aos sedent&rios submetidos & acdo da doxana. Esses dados etéo de
acordo com a literatura e reforcam o efeito benéfico da atividade fisca sobre fatores
(TANCREDE et d., 1982; SHIMA et d., 1994; HARADA et d., 2002).

O exacicio resultou, também, na utilizagdo aumentada dos lipidios e glicogénio
hepéticos, levando a uma reducdo dos niveis destes substratos no tecido em questdo. Essas
ateracbes podem ter contribuido para a reducdo acentuada da razéo proteinddDNA das cdlulas
hepéticas do grupo treinado (AT) comparadas com os demais grupos (C e A).

O traamento com adoxana interferiu negativamente sobre as proteinas do musculo
leo dos animais A. Como a insulina exerce pagpe fundamental sobre a entrada de
aminoacidos nas células, facilitando a sintese protéica e inibindo a protedlise (LUCIANG;
MELLO, 1998), a reducdo da secrecdo desse horménio ou a resisténcia asua acdo podem ter
sSdo responsavels por esse resultado. O protocolo de exercicio por noés utilizado foi eficaz em
evitar essa dteracéo.

Um resultado interessante provocado pela administracdo neonatd de doxana
encontrado em noso estudo foi 0 aumento do teor de DNA encontrado em todos os tecidos
avaiados (pancress, figado, musculo e tecido adiposo epididima), com excecdo do grupo A,
gque ndo gpresentou esse comportamento no figado. O exercicio fisco nada interferiu neste
achado. Sabe-se de longa data que a fase hiperplésica, embora varie de acordo com o0 6rgéo
estudado, ocorre ainda por agum periodo apés o nascimento (WINICK, 1972), mas cessa
rgpidamente. A aividade fisca foi empregada apenas apds o0 desmame, quando
provavelmente esta fase ja teria acabado. Dedta forma o exercicio néo teria interferido nesse
processo. Esse aumento dos teores de DNA favoreceu a menor razéo proteineddDNA da maior
parte dos tecidos estudados nos ratos tratados com aoxana submetidos ou ndo ao treinamento

fisco.
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5.4 CONCLUSAO

Concluimos que, embora 0 quadro de hiperglicemia tenha regredido nos animais
tratados com aoxana e mantidos sedentarios (grupo A), algumas dteragbes s&ricas e teciduais
permaneceram, podendo ser prgudicias a manutencdo da homeodase. A aividade fisca
gpenas atenuou parte dessas dteragbes. Contudo, O treinamento agravou a intoleréncia a
glicose aos 90 dias, indicando a necessdade da adequacdo da intensidade do esforgo fisico
para organismos diabéticos.
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6. COMENTARIOSE CONCLUSOES GERAIS

Os reaultados obtidos no primeiro estudo ndo permitem caracterizar 0s animais que
receberam tratamento neonatal com doxana como “diabéticos’. Entretanto, ateracOes
metabdlicas importantes manifestaramse, sendo que os machos tratados aos 2 dias de vida
(DM) Pram os mais afetados. Entre as principais ateragbes constatadas nesse grupo podemos
citar:

Elevacdo da glicemia de jgum e intolerncia a glicose observadas até os 60 dias de
idade;

- Reducdo do teor de insulina pancreética;

- Reducdo darazéo proteina/ DNA pancredtica;

- Elevacéo do nivel de A.G.L. s&ricos.

Em funcéo das dteraches metabdlicas encontradas, julgamos pertinente redizar um
segundo estudo para verificar os efeitos do treinamento fisco sobre as mesmas em machos
injetados com aoxana no segundo dia de vida

Com relacdo a0 segundo estudo, andlisando separadamente os pardmetros “centrais’
como glicose sanglinea, insulina s&ica e insulina pancredtica, 0 treinamento desencadeou
respostas desfavoraveis nos animais. Osratos AT apresentaram aos 90 dias:

- Maior glicemiadurante GTTo do que os demais animais,

- Secrecdo edd@tica de insulina por ilhotas pancredticas isoladas anormamente

€levada em resposta a concentragoes elevadas de glicose (16,7 mM);
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Teor de insulina pancredtica ligeiramente inferior a dos animais do grupo A.

No que diz respeito as dteragbes “periféricas’ (musculo e demais tecidos) o

treinamento foi benéfico pois pudemos observar que o protocolo de exercicio utilizado em

nosso estudo foi eficiente em:

Aumentar a senshilidade ainsulina aos 60 dias;
Aumentar o teor de glicogénio muscular;
Reduzir os niveis s&ricosde A.G.L.;

Reduzir o peso do tecido adiposo epididimal;
Reduzir o peso corporal.

Desta forma, concluimos que fica evidenciada a necessdade de mais estudos visando a

adequacdo da intensidade do esforco fisico para organismos diabéticos.
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APENDICE - “Turnover’ de proteinas em musculo de ratas Wistar submetidas a

tratamento neonatal com aloxana.

Para verificar os efeitos da administracdo neonatal de aoxana sobre o “turnover” de
proteina no musculo edriado esquelético, ratas Wistar recém nascidas (2 ou 4 dias, grupos D e
Q, respectivamente) receberam adoxana (200 mg/Kg de peso corpord) via intrgperitoned.
Como controles (C) foram utilizadas ratas injetados com veiculo (tamp&o citrato). Aos 90 dias
de idade, os animais foram sacrificados por decapitacdo para o isolamento do musculo sdleo.
As taxas de degradacio (liberacio de tirosing) e sintese (incorporacdo de *C fenildanina em
proteind) protéicas foram avaiadas. Os resultados foram andisados pela ANOVA One-Way,
com nivel de dgnificancia pré-fixado em 5%. As ratas que receberam a droga aos 2 ou 4 dias
de vida tiveram menor taxa de sintese protéica em comparacdo ao grupo controle (Tabela 1 e
Figura 1). Uma vez que a sintese protéica no misculo esquelético depende da insulina e a
concentracdo desse hormdnio foi igual entre os diferentes grupos durante a incubacéo, esse

resultado sugere que a agéo do hormonio pode estar prejudicada no tecido em questéo.

Tabela 1. Sintese e degradacdo protéicas (nmol/g x h) no musculo soleo de ratas gpds o
sacrificio (90 dias).

Sintese Degradacao
C (n=10) 30,60 + 6,77 214,02 + 39,72
D (n=10) 19,94 +5,22° 256,43 + 33,69
Q (n=10) 19,69 + 5,84° 215,70 + 59,64

Resultados expressos como média + desvio padréo, com 0 nimero de animas entre
parénteses. C = Controle; D = Aloxana injetada aos 2 dias, Q = Aloxana injetada aos 4 dias. ¢
1 C.
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Figura 1. Sintese e degradacdo protéicas no musculo soleo de ratas apos o sacrificio (90
dias). Resultados expressos como média + desvio padrédo. C = Controlee D = Aloxana

injetada aos 2 dias; Q = Aloxanainjetadaaos 4 dias. c* C.
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