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RESUMO

O Diabetes Mellitus € uma doenca que acomete cerca de 10% da populacio
mundial, causando diversas alteracdes enddcrino-metabdlicas aos seus portadores.
Dentre essas alteracdes, estdo a hiperglicemia, hipoinsulinemia, trigliceridemia,
hiperfagia, polidipsia, perda de peso corporal, e desordens no SNC. Existem
diversos agentes farmacoldgicos, como a insulina, e ndo farmacolégicos, como o
exercicio fisico, para o tratamento dessa patologia. O objetivo do presente estudo foi
investigar os efeitos de um protocolo de treinamento aerébio moderado sobre
aspectos enddcrino-metabdlicos de ratos diabéticos aloxanicos, com maior énfase
no tecido cerebral. Foram utilizados 48 ratos machos da linhagem Wistar divididos
em quatro grupos: controle sedentario (CS=12), controle treinado (CT=12), diabético
sedentéario (DS=12) e diabético treinado (DT=12). Os grupos CT e DT foram
submetidos a exercicio aerébio de natacao com carga equivalente a 90% da maxima
fase estavel de lactato (MFEL) durante uma hora, cinco dias por semana, durante 8
semanas. Os resultados comprovaram o estado diabético dos animais através de
hiperglicemia, perda de peso corporal, hiperfagia, polidipsia, hipertrigliceridemia e
deplecado dos estoques de glicogénio hepatico. O treinamento fisico foi capaz de
reduzir os niveis de triglicérides no grupo DT, e de aumentar os niveis de glicogénio
muscular nos grupos CT e DT. No tecido cerebral foram constatadas alteragoes
decorrentes do DM com redugdo na area e perimetro dos neur6nios do grupo DS.
Porém o treinamento promoveu melhora nesse parametro, uma vez que o grupo DT
foi semelhante ao CS e CT nesses aspectos. Concluiu-se que o estado diabético foi
instaurado e que o treinamento fisico aerébio promove em ratos diabéticos
aloxanicos diminuicdo da hipertrigliceridemia, aumento do glicogénio muscular e
manutencao na area e perimetro de neur6nios quando comparados com O grupo
DS. Esses resultados reforgam a importancia do treinamento fisico no tratamento do
Diabetes Mellitus.



ABSTRACT

Diabetes Mellitus is a disease that affects about 10% of the world population, causing
several endocrine-metabolic alterations. Among these changes are hyperglycemia,
hypoinsulinemia, hypertriglyceridemia, hyperphagia, polydipsia, weight loss, and
disorders of CNS. There are many pharmacological agents, such as insulin, rather
than pharmacological, such as physical exercise, for the treatment of this pathology.
The aim of this study was to investigate the effects of a moderate aerobic training
protocol on endocrine-metabolic aspects of aloxanic diabetic rats, with emphasis on
brain tissue. 48 male Wistar rats were divided into four groups: sedentary control (SC
= 12), trained control (TC = 12), sedentary diabetic (SD = 12) and trained diabetic
(TD = 12). Groups TC and TD were subjected to aerobic swimming protocol with load
equivalent to 90% of the maximal lactate steady state (MLSS) for one hour, five days
per week for 8 weeks. The results confirmed the diabetic state of the animals through
hyperglycemia, weight loss, hyperphagia, polydipsia, hypertriglyceridemia, and
depletion of liver glycogen. Physical training was able to reduce triglyceride levels in
TD, and increase muscle glycogen levels in groups TC and TD. Changes were
founded in diabetic brain tissue, that shows reduction in neurons area and perimeter
in the SD group. However, training promoted improvement in these parameters, once
TD group was similar to SC and TC. We conclude the diabetic state was established
and that aerobic exercise training promotes in aloxanic diabetic rats decreases in
hypertriglyceridemia, increased muscle glycogen and increasing in the area and
perimeter of neurons when compared to the SD group. These results highlight the

importance of physical training in the treatment of Diabetes Mellitus.
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1. INTRODUCAO

O Diabetes Mellitus (DM) €& uma patologia caracterizada por
hiperglicemia, resultante da auséncia da secre¢do e/ou agao da insulina, hormonio
produzido pelo pancreas e que atua na captacao de glicose do sangue para sua
utilizacdo como substrato energético (International Diabetes Federation - IDF, 2012;
American Diabetes Association - ADA, 2010).

Os sintomas apresentados pelo individuo diabético incluem perda de peso,
politria, polidipsia, infec¢des, visao turva e complicacdes agudas que podem levar a
risco de vida (GROSS et al.,, 2002). Quando néao tratado, o DM pode ter seus
sintomas agravados e causar danos de longo prazo (Organizagdo Mundial de Saude
- OMS, 1999).

No SNC, o diabetes reduz o peso do cérebro e o volume neocortical,
(JAKOBSEN et al., 1987), alteragdes que podem ser consistentes com diminui¢do da
atividade neuronal (GALLEGO et al., 2003).

Outros efeitos sdao encontrados nos aspectos enddcrino-metabdlicos do
individuo diabético, como as alteragdes que ocorrem no eixo GH (horménio de
crescimento) x IGF (fator de crescimento semelhante a insulina).

O controle da doenca pode ser realizado com diversos agentes
farmacolégicos e nao farmacoldgicos. Dentre os farmacol6gicos os mais indicados
sdo medicamentos orais e injecao de insulina, e dentre os ndo farmacol6gicos estao
o balango nutricional e a atividade fisica (ADA, 2010).

Individuos sadios ou diabéticos apresentam melhora na sensibilidade a

insulina induzida pelo exercicio, que de forma aguda ou crénica promove aumento
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no numero e na ativacdo dos transportadores de glicose no musculo esquelético
(GLUT4), resultando em redugcdo dos niveis glicémicos (HUSSEY et al., 2011;
MOURA et al., 2011).

Estudos recentes demonstraram que o treinamento aerébio aumenta as
concentragdes de IGF-1 circulantes, hepaticas e musculares em ratos diabéticos
(GOMES et al.,, 2006; LEME et al.,, 2009). O exercicio fisico também promove
aumento nas concentragcdes de IGF-1 periférico e sensibilidade a insulina
melhorando a saude cerebral e as fungdes cognitivas (CARRO et al., 1999).

O impacto socioeconémico mundial do DM e suas complicagdes podem ser
atenuados pelos efeitos enddcrino-metabdlicos benéficos promovidos pelo exercicio
fisico regular.

O cérebro é um importante regulador de processos metabdlicos periféricos, os
quais sdo afetados pelo DM, de modo que, o estudo dos efeitos do treinamento
fisico no cérebro de modelos animais de diabetes experimental pode auxiliar no
maior entendimento da doenca e dos mecanismos envolvidos nos efeitos

terapéuticos.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Diabetes Mellitus

Em 2012, a Organizagdo Mundial de Saude (OMS) fez um
levantamento das estatisticas anuais de 194 paises a respeito do DM, que
prevalece, entdo, em 10% da populagdo mundial, sendo que um em cada 10 adultos
apresenta a doencga. A Sociedade Brasileira de Diabetes considerou um numero de
diabéticos no pais estimado em 12.054.824 em 2012.

Segundo a International Diabetes Federation (IDF), em 2012, mais de 371
milhdes de pessoas sao portadoras de diabetes, e esse numero estd aumentando
em todos os paises; estima-se que metade dos individuos diabéticos ainda nao foi
diagnosticada, aumentando o numero de pessoas com complicagcdes e mortalidade
decorrentes da patologia; 4,8 milhdes de pessoas tiveram a morte atribuida a
doenca, e mais de 471 bilhdes de délares foram gastos com tratamento para

diabetes.
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Esses dados sugerem o elevado impacto soécioeconébmico da doenca e
justificam estudos com diversas formas de intervencdo que promovam melhora na
qualidade de vida desses individuos, como por exemplo, a atividade fisica. Devido
as limitagdes metodolégicas em estudos com humanos, modelos animais sao
capazes de mimetizar o DM e podem ser bastante Uteis para a pesquisa cientifica.

O DM é um grupo heterogéneo de distarbios metabdlicos caracterizados
principalmente por hiperglicemia, resultante da auséncia da secrec¢do e/ou acao da
insulina, um polipeptidio anabdlico produzido pelas células beta das ilhotas de
Langerhans do pancreas. A insulina ativa na célula uma cascata de reacoes
moleculares que culmina na aproximacdo dos transportadores de glicose (GLUT)
junto @ membrana celular de determinados 6rgaos permitindo sua acao, atuar na
captacao de glicose do sangue para utilizar como substrato energético (IDF, 2012;
ADA, 2010).

A hiperglicemia esta associada também a danos corporais de longo prazo,
com disfungéo ou deficiéncia de varios érgaos. Entre estes danos, retinopatia com
perda crescente da visdo e nefropatia (OMS, 1999), sendo a principal causa de
doenca renal terminal e de cegueira em adultos (PERDIGAO, 2009), neuropatia,
amputacdes (OMS, 1999), sendo a principal causa de amputag¢des nao traumaticas
de membros inferiores (PERDIGAO, 2009), disfuncbes gastrointestinais,
geniturindrias, cardiovasculares e sexuais, além de uma variedade de alteragdes
metabdlicas em diversos tecidos, incluindo o renal, cardiovascular, nervoso e 6sseo
(OMS, 1999).

Dentre os sintomas decorrentes do DM estdo inclusos: perda de peso,
politria, polidipsia, infec¢des, visao turva e complicacdes agudas que podem levar a
risco de vida, como cetoacidose diabética e sindrome hiperosmolar hiperglicémica
nao cetética (GROSS et al., 2002). Diversos agentes farmacol6gicos, como
medicamentos orais e injecao de insulina, e ndo farmacolégicos, como atividade
fisica, sdo necessarios para o controle do DM (ADA, 2010).

Além das complicagbes supracitadas, pacientes com diabetes também
apresentam aumento no risco e na incidéncia de doencgas vasculares periféricas e
doencas cardio e cerebrovasculares (OMS, 1999; BROTMAN; GIROD, 2002;
PERDIGAO, 2009). A mortalidade por doenca coronaria e cerebrovascular em
diabéticos é de duas a quatro vezes maior que em individuos sadios, sendo que

55% dos diabéticos morrem por doengas cardiacas, e o risco cardiovascular no
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diabético é proporcional ao nimero de fatores de risco presentes (PERDIGAO,
2009).

Existem varios tipos de DM, dentre eles o Diabetes Mellitus Tipo 1 (DMT1),
também chamado insulino—dependente, que acomete principalmente criangcas e
jovens e € causado por uma reagdo autoimune que ataca as células beta
pancreaticas produtoras de insulina, destruindo-as. Isso faz com que o individuo
portador da doenga tenha a producédo de insulina drasticamente prejudicada (LAMMI
et al, 2005; IDF, 2012), tornando-o dependente didrio de administracao exdgena
desse hormdnio para sobreviver e portanto, prevenir cetoacidose, coma e morte
(OMS, 1999). A razao para que essa reacdo autoimune ocorra ndo é completamente
compreendida, porém acredita-se que fatores genéticos predisponentes aliados a
fatores ambientais contribuam para seu aparecimento. Caso nao haja tratamento
com insulina ocorre a morte do paciente (IDF, 2012).

A Associagao Americana de Diabetes (ADA) sugere que individuos diabéticos
devam receber tratamento de varios profissionais, tais como, médicos, enfermeiros,
nutricionistas, farmacéuticos, profissionais de saude mental e educadores fisicos,
todos especialistas em diabetes. Preconiza-se que esses cuidados sdo essenciais
para colaborar e integrar os diabéticos e suas familias num papel ativo em cuidados
com saude, desenvolvendo um plano que considere a idade do paciente, horarios de
trabalho e estudo, atividade fisica, padrdes alimentares, situacdo social e fatores
culturais, e a presenca de complicacbes do diabetes ou de outras condicbes
médicas (ADA, 2013).

2.1.1. Diabetes Mellitus e Sistema Nervoso Central (SNC)

Diferentemente dos tecidos periféricos, que captam glicose através da
acao insulinica, o SNC, é independente da insulina. A rede capilar cerebral esta
especialmente adaptada para o transporte da glicose da periferia para o SNC e para
evitar a fuga desregulada de substancias do sangue para o cérebro, formando assim
a barreira hemato-encefalica (BHE) (BANKS; OWEN; ERICKSON, 2012). Além
disso, GLUT-1, um transportador de glicose insulino-insensivel, transloca cerca de
50 vezes mais glicose para o0 SNC do que a BHE (OLDENDORF, 1971).
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O transporte de glicose no SNC é saturavel, mas nao ativo, ou seja, nao
utiliza energia na transferéncia de glicose do sangue para o cérebro. Em vez disso, 0
GLUT-1 é um sistema de difusdo facilitada, que transporta glicose a partir do
compartimento de maior concentracdo para o de concentragdo mais baixa (BANKS;
OWEN; ERICKSON, 2012).

Na maioria dos casos, 0s niveis de glicose no sangue sao aproximadamente
duas vezes mais elevados que no intersticio cerebral e no liquido cefalorraquidiano,
direcionando pela acdo das massas, glicose do sangue para o cérebro. Em estudos
em que os niveis de glicose sdo elevados no SNC, ou is6topos de glicose sédo
introduzidos no SNC, o movimento cérebro-sangue (efluxo) de glicose pode ser
demonstrado (BANKS; OWEN; ERICKSON, 2012).

A glicose que é transportada para dentro, mas nao utilizada pelo SNC é
devolvida para o sangue. Assim, a captacado, retencdo e metabolismo de glicose
apresentam medidas praticamente iguais, o que permite que a taxa metabdlica do
SNC seja inferida a partir da taxa em que glicose com isétopos marcados (2-fluoro-2-
desoxi-glicose-d) é absorvida pelo cérebro (BANKS; OWEN; ERICKSON, 2012).

Embora o SNC possa utilizar cetonas durante o jejum, a glicose é o principal
substrato no SNC e imprescindivel para a manutengdo de suas fungbes normais
(WHITE; VENKATESH, 2011). A reducao da glicemia abaixo do limiar do GLUT-1
pode disparar imediatamente sinais e sintomas de hipoglicemia. O cérebro responde
com o aumento do fluxo simpatico e libera fatores hipotalamicos reguladores, os
quais, direta ou indiretamente resultam na liberagdo de horménios contra-
regulatorios que se opdem a agéo da insulina (FRIZZELL et al., 1993).

Assim, como o transporte da glicose para o SNC néo é afetado pela insulina,
0 uso de glicose pelas células dentro do SNC é também muito pouco afetado pela
insulina. Os transportadores de glicose insulino-insensiveis GLUT-1 (astrécitos),
GLUT-3 (neurdbnios) e GLUT-5 (microglia) sdo responsaveis pela maioria da
captacao de glicose pelo SNC (MCEWEN; REAGAN, 2004). Curiosamente, GLUT-2,
transportador de glicose insulino-insensivel, utilizado pelo pancreas para monitorar
os niveis glicémicos, também esta localizado em algumas células do hipotalamo,
sendo este transportador critico para a reacdo do SNC a hipoglicemia. E sabido que
a sensibilidade do SNC a hipoglicemia induz uma resposta profunda do SNC
mediado por contra-reguladores para restaurar os niveis de glicose no sangue
(CLARK, 1925).
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Algumas células do cerebelo, hipocampo e hipotalamo possuem transportador
de glicose GLUT-4 insulino-sensivel (GRILLO et al., 2009). Embora o GLUT-4
provavelmente desempenhe um importante papel nas células do SNC em que esté
presente isso nao afeta a conclusdo de que a aquisicao e utilizacdo de glicose no
SNC ¢ altamente independente de insulina (BANKS; OWEN; ERICKSON, 2012).

Em adicdo as alteracbes no metabolismo glicémico, foram demonstradas
alteragcbes no SNC de animais diabéticos (TOMLINSON et al., 1992), afetando o
cérebro, medula espinhal e nervos periféricos (SCHMIDT; PULARD, 1986; KNIEL et
al.,1986), redugao do peso cerebral e do volume neocortical (JAKOBSEN et al.,
1987). Essas alteracbes podem estar associados com prejuizo cognitivo em modelos
animais de DM tipo 1 e tipo 2 (DMT1 e DMT2) (GRZEDA e WISNIEWSKA, 2008).

2.2. Insulina

Descoberta e isolada primeiramente por Banting e Best em 1922, a
insulina € um hormonio que promove a captagcao da glicose do sangue para utilizar
como substrato energético.

A insulina é conhecida como o maior regulador imediato dos niveis
glicémicos, estimulando a captacdo de glicose pelo figado, musculo, e tecido
adiposo (BANKS; OWEN; ERICKSON, 2012). A falha na producdo e/ou acao de
insulina geram aumento nos niveis glicémicos, reduzindo a entrada de amino&cidos
nos musculos, aumentando a lipélise (ADA, 2010).

Os principais eventos moleculares da sinalizacao de insulina para a captagao
de glicose incluem a ligacdo da insulina com seu receptor (IR), causando a
autofosforilacdo do receptor seguida pela fosforilacdo em residuos de tirosina dos
substratos do receptor de insulina 1 e 2 (IRS-1 e IRS-2), ativando a fosfatidilinositol-
3-quinase (PI3K), Proteina quinase dependente-3-fosfatidilinositol 1 (PDK1) e a
proteina especifica serina/treonina quinase (AKT) essenciais na transdugao do sinal
para a captacao de glicose pelo GLUT (LUCIANO et al. 2002).

A perda de células beta pancreaticas, como ocorre no DMT1, ou em animais
tratados com streptozotocina (STZ) / aloxana resultam na auséncia de secreg¢ao ou
insuficiéncia de insulina com consequente perda do controle glicémico (hiperglicemia
e hipoinsulinemia) (BANKS; OWEN; ERICKSON, 2012).
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Os niveis de insulina também sao indiretamente afetados quando ha
resisténcia as ac¢des da insulina como ocorre no DMT2 ou obesidade. Nesses
cenarios, a insulina € ineficiente na ativagdo dos seus receptores que controlam a
absorcido de glicose pelo musculo e outros tecidos sensiveis a insulina. Os altos
niveis de glicose estimulam as células beta a liberar mais insulina até que a glicemia
volte ao normal ou até que a secrecdo pancreatica atinja o seu maximo,
caracterizando um quadro de hiperinsulinemia (BANKS; OWEN; ERICKSON, 2012).

Assim, um circuito de retroalimentagdo negativa classico é formado a partir
das intimas ligagées que ocorrem entre a sensibilidade do IR, atividade das células
beta pancreaticas, niveis de glicemia, e glicose captada pelos tecidos insulino-
sensiveis (BANKS; OWEN; ERICKSON, 2012).

Em resumo, a insulina secretada ativa a captagao de glicose pelos tecidos
que possuam os transportadores de glicose sensiveis a insulina, como o GLUT-4,
esta captacao de glicose diminui os niveis glicémicos, e a deteccdo de niveis mais
baixos de glicose pelas células beta através do GLUT-2, resultando em uma

diminuicdo da secrecao de insulina.

2.2.1. Insulina e Sistema Nervoso Central (SNC)

Em contraste com os tecidos periféricos, onde os 6rgdos mais ativos
metabolicamente captam glicose, o transporte de glicose, para dentro do cérebro e
sua utilizagcdo pela maioria das células nervosas sédo independentes de insulina,
assim, o SNC ndo € considerado um tecido insulino-dependente, porém, segundo
Banks, Owen e Erickson (2012), a insulina estd emergindo como um importante
regulador do SNC, e isso pode ser evidenciado pelo aumento expressivo na taxa de
publicagdes relacionando insulina, SNC e BHE.

Os primeiros estudos com insulina datam de 1922 (BANTING; BEST, 1922),
quando ela foi descoberta, continuando em ritmo constante até que por volta da
década de 50 sé&o iniciados estudos relacionando insulina e SNC. Iniciando em 1954
os primeiros estudos que tentaram desvendar a relagao insulina x BHE (ELGEE et
al., 1954; HAUGAARD et al., 1954).

Havrancova et al. (1978b) relataram concentragdes de insulina em todo o

tecido cerebral em uma média 25 vezes maior que as concentracdes plasmaticas de
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insulina, sendo que algumas regibes apresentavam concentracbes somente 10
vezes maior que as plasmaticas, enquanto outras chegaram a concentragcdes 100
vezes maiores. Além de insulina, esses, e outros autores encontraram também IR
por todo o tecido cerebral (BANKS; OWEN; ERICKSON, 2012; HAVRANCOVA et
al., 1978b).

Nesse estudo, Havrancoca et al. (1978b), extrairam o tecido cerebral de ratos
por completo, incluindo a glandula hipéfise, encontrando em um dos cérebros
resultados bastante elevados de insulina cerebral, e o contrario em outro cérebro,
que revelou baixos niveis de insulina cerebral, atribuindo isso talvez a diferenca de
ingestao alimentar. Ainda, nesse experimento esses autores verificaram que a regiao
cerebral que apresentou maior concentracao de insulina foi o hipotalamo, seguido
pelo bulbo olfatério, cerebelo, cértex cerebral e tronco cerebral; e a regido cerebral
que apresentou maior concentracdo de IR foi o bulbo olfatério, seguido por cértex
cerebral, hipotalamo, cerebelo e tronco cerebral.

A partir desses estudos, andlises em nivel molecular revelaram que a insulina
esta presente em diferentes regides do SNC atuando por meio de receptores

especificos como um agente neuromodulador (PARK, 2000).

2.3. Origem da insulina cerebral

A descri¢ao da presencga de insulina no cérebro levou a busca de sua origem,
porém, por ser insulino-independente, algumas pesquisas tém apresentado
resultados conflitantes a respeito da origem da insulina cerebral e dos efeitos
cléssicos da insulina sobre o SNC.

Inicialmente, a presenca da insulina no fluido cérebro-espinhal (CSF) em
concentragdes proporcionais a dos niveis plasmaticos e a escassez de transcritos de
insulina na maior parte do cérebro sugeriram, que a insulina detectada no SNC era
produzida pelas células beta pancreaticas, atravessava a BHE através de um
sistema de transporte especializado e era armazenada no cérebro (PARDRIGE,
1986; HAVRANCOVA et al., 1978). O plexo corbide também poderia estar envolvido
no transporte da glicose através da BHE devido a sua alta densidade de receptores
de insulina (ZHAO et al., 1999).

Porém, esse modelo foi parcialmente criticado devido a presencga de niveis de
insulina cerebral maiores que os niveis plasmaticos, e porque a BHE foi descrita na
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época, como um transportador lento e ndo completamente permeavel a circulagao
de insulina. Isso implicaria na necessidade cerebral de um mecanismo ativo de
transporte e de uma alta concentracao de insulina sérica para que se obtivessem
niveis tao elevados desse hormdnio no tecido cerebral (HAVRANCOVA et al.,
1978b). Havrancova et al. (1978) sugeriram por fim que a insulina cerebral era
produzida no proprio SNC, possivelmente utilizando células tronco para essa
producao (HAVRANCOVA et al., 1978 e 1978b).

Essa duvida sobre a possibilidade da insulina cruzar a BHE, foi considerada
primeiramente em 1954 por Elgee et al. (1954) e por Haugaard et al. (1954), que
conduziram estudos que examinaram a capacidade de insulina radioativamente
marcada, injetada perifericamente, de entrar no SNC, concluindo que a insulina nao
cruzava a BHE (ELGEE et al. 1954; HAUGAARD et al. 1954), esses resultados
foram obtidos também por outros autores no inicio da década de 1980
(HAVRANKOVA et al., 1979, 1981).

Por outro lado, estudos desenvolvidos por Margolis e Altszuler (1967), Greco
et al. (1970), e Woods e Porte (1977) revelaram a presenca de insulina no CSF. Os
autores observaram que quando os niveis de insulina estavam aumentados fora da
faixa fisiolégica, a insulina no CSF se equiparava a do soro e concluiram que a
insulina atravessava a BHE por um mecanismo saturavel.

O contra-argumento de varios autores sobre esta interpretacdo foi que a
insulina no CSF era derivada de fontes do SNC, e ndao a partir do sangue
(HAVRANKOVA et al, 1979, 1981, REISER et al, 1985). Esses contra-argumentos
foram pautados na questdo da possibilidade da insulina ser produzida no cérebro
dos mamiferos, ideia que recebia suporte através da expressao de insulina no
cérebro de espécies inferiores. Por exemplo, 0 mRNA de insulina é expresso no
sistema nervoso de tunicados (um tipo de coral) e a proteina de insulina é
encontrada no cérebro dos peixes (MCRORY; SHERWOOD, 1997; CARUSO;
SHERIDAN, 2011). Em contradicdo, em mamiferos, a unica fonte extra-pancreatica
de insulina demonstrada é um pequeno grupo de células na mucosa olfatéria
(por¢éo da mucosa nasal) (LACROIX et al., 2008).

Com pouca ou nenhuma fonte de produgcdo de insulina no SNC, a sua
presenga no CSF seria uma prova clara de que a insulina atravessa a BHE. Desde
entdo, estudos utilizando insulina exdgena ou marcada radioativamente,

confirmaram que a insulina atravessa a BHE por um mecanismo saturavel
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(SCHWARTZ et al, 1991.; PODUSLO et al, 1994;. BANKS et al, 1997b), o que
significa que em algum ponto o aumento da insulina sérica ndo deve resultar em
aumentos na insulina cerebral (BANKS; OWEN; ERICKSON, 2012).

Em contraste com o influxo saturavel de sangue para o cérebro, ndo ha
evidéncia de que exista um componente saturavel para o efluxo de insulina do
cérebro para o sangue (CASHION et al., 1996). Em vez disso, a melhor evidéncia
sugere que a insulina no SNC entra na corrente sanguinea através de reabsor¢cao do
CSF (BANKS; OWEN; ERICKSON, 2012).

2.4. Insulina x BHE

As células que formam a BHE sdo unicas e tém membranas celulares na
corrente sanguinea e no SNC (BANKS; OWEN; ERICKSON, 2012). Células
endoteliais cerebrais (BEC) sdo as células que vascularizam a BHE, contém o
transportador que transloca insulina do sangue para o cérebro, e sdo reguladas pela
insulina (BANKS; OWEN; ERICKSON, 2012). Elas sdo uma espécie de juncao
celular, residente simultaneamente em ambos os compartimentos, periférico e SNC
recebendo sinais de ambas as regides (BANKS; OWEN; ERICKSON, 2012).

As BECs sao também consideradas células ependimais, que compdem a
BHE — CSF e possuem sitios de ligacado de insulina (FRANK; PARDRIDGE, 1981;
BASKIN et al, 1986;. MILLER; BORCHARDT, 1991). Esses sitios de ligagao na BHE,
e aqueles na barreira sangue-CSF realizam duas funcbes distintas, sendo que
alguns agem como transportadores de insulina através da BHE e outros atuam como
receptores classicos, afetando a funcdo da barreira celular através da ativagéao
intracelular (BANKS; OWEN; ERICKSON, 2012).

Caso os niveis cerebrais de insulina sejam significativos quando os niveis
séricos de glicemia forem normais, entao, isso poderia ser evidéncia de que a
insulina do SNC tem efeitos fisiologicos (BANKS; OWEN; ERICKSON, 2012). A
relagéo linear entre os niveis de insulina sérica e no CSF, demonstram que a
insulina atravessa a BHE sob condi¢des fisioldgicas (MARGOLIS; ALTSZULER,
1967; GRECO et al, 1970; WOODS; PORTE, 1977).

A insulina tem varios efeitos sobre a fungdo da BHE, podendo aumentar o
transporte dos aminoacidos tirosina e triptofano (TAGLIAMONTE et al, 1976;
CANGIANO et al, 1983), o transporte de leptina (hormdnio que controla o apetite) do
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sangue para o cérebro (KASTIN; AKERSTROM, 2001), a expressao e funcado do
transportador de efluxo glicoproteina P, e também podendo diminuir a expressao e
funcado de um outro transportador de efluxo, a proteina de resisténcia ao cancer de
mama (BRC1) (LIU et al., 2011).

A insulina ndo parece ser importante para manter a integridade da BHE
(KONDO et al., 2004), e além disso € um inibidor ndo competitivo de fosfatase
alcalina (CATALAN et al., 1988), ou seja, ndo tem semelhanca estrutural com ela,
mas a inibe ao se ligar a radicais que nao pertencem ao grupo ativo, alterando a
estrutura da enzima, inviabilizando sua catalise, como demonstrado in vitro por
Catalan et al. (1988).

No plexo coréide, a insulina pode afetar a producado de CSF pela inibicao da
serotonina e atividade do receptor 5-HT2c pela via dependente da MAPK (HURLEY
et al., 2003), além de estimular a captacao de sédio a partir do sangue (JOHANSON;
MURPHY, 1990). A insulina pode ainda aumentar a expressao da subunidade
catalitica glutamato cisteina ligase, importante na manutencdo dos niveis celulares
de glutationa, antioxidante hidrossoliuvel (LANGSTON et al.,, 2011). Fica, entao,
evidente que a insulina afeta fungbes de barreira celulares e exerce esses efeitos
através de diversas vias (BANKS; OWEN; ERICKSON, 2012).

A enzima degradante da insulina esta presente na BEC (MILLER;
BORCHARDT, 1991), fora do limen, ou ao lado da membrana cerebral, (LYNCH;
BANKS, 2006), atuando na degradacao do peptideo beta-amiléide (relacionado com
doenca de Alzheimer — DA) e outras substancias (KUROCHKIN; GOTO, 1994). No
entanto, € ainda possivel que a agdo da enzima degradante de insulina limite a agéo
da insulina no BEC, afete seu transporte através da BHE, ou degrade a insulina que
se encontra dentro do SNC (BANKS; OWEN; ERICKSON, 2012).

A taxa média na qual a insulina atravessa a BHE pelo mecanismo saturavel, é
cerca de 0,5-0,6 ulL/g-min variando de 0,2 a 1,7 ul/g-min entre varios estudos
(BANKS; OWEN; ERICKSON, 2012). Essa taxa pode ser influenciada por uma série
de fatores como o tratamento com aluminio (BANKS; KASTIN, 1985), a regido do
cérebro (BANKS; KASTIN, 1998), a super-expressao de proteina precursora
amiloide (APP) (PODUSLO et al., 2001), fome, triglicérides (URAYAMA; BANKS,
2008), obesidade (KAIYALA et al, 2000), hiperglicemia, estado diabético
independentemente de insulina ou niveis de glicose (Banks et al, 1997b), niveis de
oxido nitrico, e ativagado do sistema imune inato (XAIO et al., 2001). No rato, cerca
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de 0,05% de uma dose de insulina injetada intravenosamente é absorvida por grama
de cérebro (BANKS et al, 1997a;. BANKS; KASTIN, 1998).

O transportador de insulina ndo é conhecido por transportar outros horménios,
com excecao de pequenas quantidades de IGF-I (YU et al, 2006) e foi demonstrado
gue nao transporta leptina ou amilina (BANKS; KASTIN, 1998). Com esses dados,
assume-se que a proteina de transporte de insulina € a mesma que funciona como
seu receptor (FRANK et al, 1985).

O transporte de insulina varia entre as diferentes regides do cérebro, sendo
que o bulbo olfatério tende a ter a taxa mais rapida de transporte, sendo cerca de 2-
6 vezes mais rapida do que a taxa de absorcido no cérebro remanescente (BANKS;
OWEN; ERICKSON, 2012). O bulbo olfatério também tem a mais elevada
concentragao de proteina da insulina (HAVRANCOVA et al., 1978b), a concentracao
mais elevada dos receptores de insulina (GUPTA et al, 1992), e a mais elevada taxa
de degradacdo da insulina (BANKS; OWEN; ERICKSON, 2012). Geralmente a
captacao pela medula espinhal € mais rapida do que em todo o cérebro (BANKS et

al., 1999), e nem todas as regides do cérebro transportam insulina.

2.5. Papel da insulina no SNC

A insulina desempenha fungdes Unicas dentro do SNC, e uma variedade de
fungdes ndo metabdlicas da insulina no SNC e na BHE vém sendo descobertas.
Enquanto a insulina atua principalmente como um regulador metabdlico na periferia,
sua acao no SNC é principalmente contra-regulatéria. Ela emerge como uma
substancia com efeitos generalizados sobre o cérebro, que se assemelham aos
efeitos da molécula ancestral de insulina (BANKS; OWEN; ERICKSON, 2012). Em
termos gerais, duas grandes areas sao afetadas pelo comportamento da insulina no
SNC: alimentagéo e cogni¢do (BANKS; OWEN; ERICKSON, 2012).

A maioria das agbes de insulina conhecidas dentro do SNC sdo mediadas
através de duas vias classicas, as cascatas do PISK/AKT e Ras/MAPK (BANKS;
OWEN; ERICKSON, 2012).

Banks, Owen e Erickson (2012) revelaram a insulina como importante
sinalizador entre os tecidos periféricos e o0 SNC, tendo um transporte regulamentado
através da BHE, controlando eventos importantes do SNC que estédo relacionados
com o metabolismo, a plasticidade neural e cognigéao.



24

Uma das primeiras agcbes encontradas para insulina no SNC sao seus efeitos
sobre a alimentagéo e glicose sérica. Como horménio contra-regulatério, a insulina
no SNC tem os efeitos opostos aos da insulina periférica, aumentando os niveis de
glicose no sangue, reduzindo a ingestao alimentar e o peso corporal, e reduzindo os
niveis sanguineos de insulina (DEBONS et al, 1970; STRUBBE; MEIN, 1977;
WOODS; PORTE, 1983; SCHWARTZ et al, 1992;. FIGLEWICZ et al, 1995).

Outros estudos sugerem que a insulina pode agir como um sinalizador
metabdlico aferente para o SNC, e que também pode ter alguns efeitos classicos
sobre 0 metabolismo de glicose no tecido cerebral (HAVRANCOVA et al., 1978,
1978b).

Os efeitos da insulina no SNC sobre aspectos relacionados a cognicao estao
bem documentados in vivo e in vitro, em animais e humanos, em estado sadio e de
doenca (BANKS; OWEN; ERICKSON, 2012).

Preconiza-se que a insulina atue como neuromoduladora para a
neurotransmissao e para neurotransmissores que sdo fundamentais para o processo
de cognicao, tais como acetilcolina, norepinefrina e dopamina (CRAFT; WATSON et
al., 2004; HAVRANCOVA et al, 1978b). Essa funcdo neuromoduladora pode ser
explicada através de estudos envolvendo administracao de insulina exdgena na
artéria carotida, no fluido cérebro-espinhal e no parénquima cerebral, que induziram
efeitos no SNC resultando em hipoglicemia periférica mediada por agao da insulina
através de receptores especificos em células centrais (SZABO & SZABO, 1972;
STORLIEN; BELLINGHAM; MARTIN, 1975).

A insulina no SNC parece ter mantido o seu papel como fator de crescimento,
incluindo efeitos sobre a sinaptogénese e crescimento nervoso (NELSON et al.,
2008). Assim, a resisténcia a insulina ou as suas agbes podem levar ao declinio
cognitivo (HOYER, 1998, 2004).

Outras fungdes relacionadas a acao da insulina no SNC sao sugeridas, como
acoes no crescimento, sobrevivéncia e regulacdo de genes envolvidos na
diferenciacao celular, no metabolismo das células neuronais e da glia (NAKAMURA
et al, 1988), nas sinapses do SNC, através do seu receptor e regulagdo central da
funcao autonémica, da termogénese, do controle do apetite e consequentemente do
peso corporal (SCHWARTZ et al., 1992).
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2.6. Efeitos da insulina no SNC

Aspectos da acao da insulina no SNC e do controle da sua entrada pela BHE
sdo, muito provavelmente, apenas uma pequena parte da histéria de insulina no
cérebro (BANKS; OWEN; ERICKSON, 2012).

O transportador de insulina pode ser alterado por fatores fisiol6gicos e
patolégicos, incluindo hiperglicemia e o estado diabético, que podem induzir o
rompimento da BHE, que por sua vez possui pericitos, células pluripotentes em
contato intimo com as BECs, que protegem a integridade da BHE e a sua
capacidade de transporte de insulina (BANKS; OWEN; ERICKSON, 2012).

Zhao et al., (1999) sugere que alteracdes na insulina cerebral podem estar
associadas com diabetes, obesidade, desordens cognitivas em humanos e animais.

Também conhecido como diabetes mellitus do tipo Ill, a resisténcia a acao da
insulina no interior do SNC, esta associada com a resisténcia a insulina periférica,
mas pode ndo ocorrer em outros tecidos (BANKS; OWEN; ERICKSON, 2012). A
resisténcia do SNC a insulina estd4 associada com a DA (Doenga de Alzheimer),
depresséao e prejuizo de barorreceptores na gravidez (BANKS; OWEN; ERICKSON,
2012).

Varios mecanismos tém sido sugeridos para explicar a ligacao entre DA e
insulina. Aumentos periféricos de insulina, resisténcia a insulina, e outros aspectos
da sindrome metabdlica séo fatores de risco para DA (LUSCHSINGER et al., 2004),
e parece que no cérebro a deficiéncia de insulina e de sua acdo ocorrem em
individuos com DA (BANKS; OWEN; ERICKSON, 2012). Insulina, receptor de
insulina, e as concentragbes de peptideo C no cérebro estdo correlacionadas e
diminuem com a idade em pacientes com DA (FROLICH et al., 1998).

A administracdo de insulina intranasal, pode modular de forma dose-
dependente a meméria verbal e o peptideo beta-amiléide no plasma em adultos
sadios (BENEDICT et al., 2004), com a meméria prejudicada (REGER et al., 2008),
e em pacientes com DA (CRAFT et al., 1999).

A resisténcia a insulina induzida pela dieta promove amiloidose (acumulo de
proteina amiléide) num modelo transgénico de ratos portadores de DA (HO et al.,
2004), sendo ambos substratos para a enzima degradante de insulina (QUI et al.,
1998) e sendo o peptideo beta amiléide capaz de se ligar ao receptor de insulina
(XIE et al., 2002).
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Além disso, o transporte de insulina através da BHE estd aumentado na
maioria das regides do cérebro de camundongos transgénicos que super-expressam
a APP (PODUSLO et al., 2001). Isto é consistente com resultados mostrando que a
insulina aumenta em cerca de 42 vezes a beta-amiléide no CSF em idosos normais
(WATSON et al., 2003).

O receptor de lipoproteina de baixa densidade relacionada com a proteina-1
(LRP-1 - Low density lipoprotein receptor-related protein 1), um receptor
multifuncional expresso em varios tecidos (LILLIS et al., 2008), também se liga a
insulina e a proteina beta amiléide em varios niveis. Na periferia, a insulina facilita a
depuracdo hepatica do peptideo beta amiléide plasmatico (BANKS et al., 1996) por
translocacéao intracelular do LRP-1 para a membrana plasmatica em hepatécitos
(TAMAKI et al., 2007). O LRP-1 também ¢é responsavel pela remogéao do peptideo
beta amil6ide do cérebro para o sangue (DEANE et al., 2004, 2008), aumentando a
possibilidade de que insulina no SNC possa afetar o efluxo no cérebro (BANKS;
OWEN; ERICKSON, 2012). A deficiéncia de insulina induzida por streptozotocina
também faz regulacédo para baixo do LRP-1 na BHE (HONG et al., 2009) e a droga
que aumenta a sensibilidade a insulina, rosiglitazona, regula para cima a expressao
do LRP-1 em cultura de células endoteliais cerebrais humanas (MOON et al., 2011).

O LRP-1 também regula a sinalizagcado da insulina no SNC, uma vez que o
neurbnio especifico knockout ou knockdown de LRP-1 resulta em diminuigdo da
expressao neuronal do receptor de insulina e diminuigdo de sinalizagdo de insulina
(FUENTEALBA et al., 2009). Além disso, diminuicbes na LRP-1 também estdo
associadas com aumento da suscetibilidade neuronal a apoptose (FUENTEALBA et
al., 2009). Isto indica que os efeitos neuroprotetores da sinalizagdo da insulina séo
dependentes da LRP-1 (BANKS; OWEN; ERICKSON, 2012).

Embora a expressdo aumentada de LRP-1 neuronal seja observada no
hipocampo DA em comparagao com controles com a mesma idade (DONAHUE et
al., 2006), a expressao de LRP-1 no cérebro diminui com o envelhecimento (KANG
et al., 2000). Portanto, aumento ou diminuigdo neuronal de LRP-1 pode causar
disfungdes cerebrais (BANKS; OWEN; ERICKSON, 2012).

Segundo Banks, Owen e Erickson (2012) ainda nao foi determinado se o
aumento da expressao LRP-1 na DA esta relacionado com a sinalizagdo anormal de

insulina, e se os niveis de insulina no SNC ou periferia afetam a LRP-1 neuronal.
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Outros efeitos também sao propostos para a insulina sobre a funcao cerebral.
A regulacao para baixo da expressao do receptor de insulina no hipotalamo provoca
um comportamento depressivo em ratos (GRILLO et al., 2011), e a insulina cerebral
modula barorreceptores, sendo que a disfungédo na regulacao insulina-barorreceptor
pode ser a base do aumento do risco de hipotensdo na gravidez bem como a pré-
eclampsia (emergéncia hipertensiva especifica da gravidez) (AZAR; BROOKS,
2011).

Segundo Gosnell et al. (1986), a insulina é intimamente conectada com outros
peptideos e circuitos cerebrais, incluindo aqueles relacionados com recompensa,
como 0s opiaceos, outro sistema conhecido por seu envolvimento com alimentagao
e recompensa. Corroborando esse modelo de interacdo, Figlewicz et al. (1995)
administraram insulina via intracerebroventricular (ICV) em babuinos verificando
aumento na supressao da refeicdo pela colecistocinina. A curto ou longo prazo a
infusdo de insulina via ICV parece causar um discreto efeito anabdlico sobre o
metabolismo da energia cerebral no rato (HENNEBERG; HOYER, 1994).

Em estudos com ratos que receberam anticorpo de insulina no cérebro foi
verificado aumento na ingestdo alimentar e ganho de peso, enquanto que em
estudos com camundongos knockout para o receptor de insulina no cérebro foi
verificado aumento na insulina sérica e possivel obesidade sensivel a dieta
(STRUBBE; MEIN, 1977; McGOWAN et al, 1992; BRUNING et al, 2000).

Em camundongos ICR, a BHE néo transportou insulina para o mesencéfalo,
talamo, ou cértex occipital (BANKS; KASTIN, 1998). No camundongo SAMPS8, a
insulina ndo é transportada para o cértex occipital, ponte medular, hipocampo, ou
hipotdlamo (BANKS et al., 2000). Camundongos tratados com lipopolissacarideo
(LPS), um derivado da parede celular de bactérias gram-negativas e um ativador do
sistema imune inato, aumenta o componente saturavel de absorgéao da insulina pelo
cérebro em cerca de 3-5 vezes (XAIO et al., 2001).

De acordo com Banks, Owen e Erickson (2012), a absor¢do da insulina é
dependente do éxido nitrico (NO), mas nao é afetada pela indometacina, um inibidor
da sintese de prostaglandina. Ainda segundo esses autores, o LPS tem complexos
efeitos sobre a éxido nitrico sintase (NOS), aumentando o mMRNA ou os niveis de
proteina induzivel (iNOS) e endotelial (eNOS), mas diminuindo a NOS neuronal
(nNOS).
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A fonte de éxido nitrico & importante, pois gerada a partir de nNOS inibe o
transporte de insulina e estimula o transporte de eNOS e iINOS (BANKS et al., 2008).
Evidéncias sugerem que a resisténcia a insulina induzida por LPS & mediada através
de NOS (SUGITA et al., 2002). Como discutido, a insulina do SNC pode agir de
forma contra-regulatéria a insulina periférica. Por isso o0 LPS € um mecanismo pelo
qual o NOS poderia induzir a resisténcia a insulina, aumentando o influxo de insulina
para o cérebro (BANKS; OWEN; ERICKSON, 2012).

Banks, Owen e Erickson (2012) consideram entdo, uma importancia
terapéutica para esses resultados que sugerem que uma insulina sintética BHE-
penetrante poderia produzir menos hipoglicemia e menor ganho de peso.

Este mecanismo pode explicar porque a insulina “detemir”, uma insulina
sintética de acao analégica prolongada, produz menos hipoglicemia e menor ganho
de peso que outras insulinas (DAVIES et al, 2008; ROSSETTI et al., 2008). No
entanto, a insulina “detemir” ndo atravessa a BHE (BANKS et al., 2010), o que
sugere que algum outro mecanismo protege contra a hipoglicemia (BANKS; OWEN,;
ERICKSON, 2012).

Embora nao haja nenhum efluxo saturavel com insulina administrada
diretamente no SNC, a retengédo pelo cérebro de insulina administrada via ICV é
alterada por certos eventos (BANKS; OWEN; ERICKSON, 2012). Ratos famintos
que receberam injecdes intraperitoneais de fator de necrose tumoral alfa (TNFa), ou
de aluminio, tém aumentada a retengao de insulina administrada via ICV, enquanto
que ratos com injecao de TNFa via ICV, em jejum ou alimentados ndo tém uma
retengao alterada de insulina (CASHION et al., 1996). A fome aumentou a retencao
de insulina administrada via ICV em ratos knockout para o receptor duplo TNF e
infusbes de TNFa por 48h diminuiram o peso corporal, mas nao alteraram a
retencdo de insulina, estes resultados mostram que o efeito da fome sobre a
retengdo de insulina ndo sdo mediados através de TNFa (BANKS; OWEN;
ERICKSON, 2012).

2.7.Trato digestorio x SNC

Existe um grande e crescente numero de peptideos que vem sendo

identificados tanto no SNC, quanto no trato gastrointestinal, tais como somatostatina,
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IGF, horménio polipeptideo vasoativo, secretor de tireotropina intestinal
(HAVRANCOVA et al, 1978b), grelina, entre outros (KOJIMA et al., 1999).

A grelina € um peptideo (28 aminoécidos) que foi isolado a partir da mucosa
oxintica do estobmago (KOJIMA et al., 1999). A grelina pode ser produzida em
pequenas quantidades também em outros tecidos (como pituitaria e hipotalamo)
(LEME, 2010b).

Uma vez que a grelina é produzida no estémago (parte do fundo) e o GHS-R1
(um receptor de grelina) é expresso na pituitaria, hipotalamo e outras areas do SNC,
logo se observou que esse peptideo estava relacionado com a fome, consumo
alimentar e balango energético, além de ser secretagogo do GH (WILLESEN et al.,
1999; ASAKAWA et al., 2001). O GHS-R1 no SNC pode afetar ritmos bioldgicos,
cognigao, disposicao, memoéria e aprendizado (LEME, 2010b).

A infusdo de grelina estimula a ingestao espontanea de alimento em animais
e humanos (LAWRENCE et al., 2002), tendo fungao na fome pré-refeicdes (LEME,
2010b). Os mecanismos de regulagdo pré-prandial da grelina s&o, muito
provavelmente, iniciados no SNC (MUNDINGER et al., 2006).

A glicose e a insulina, influenciam negativamente a secrecdo de grelina
(SHIYA et al.,, 2002), a qual tem efeitos hiperglicémicos com estimulacdo da
producao hepatica de glicose e gliconeogénese (MURATA et al., 2002).

Os niveis de grelina se correlacionam inversamente com alteracées no peso
corporal (CUMMINGS et al., 2002), lipdlise (BARAZZONI et al., 2005), atividade do
sistema nervoso simpatico (YASUDA et al., 2003), atividade locomotora (TANG-
CHRISTENSEN et al., 2004) e metabolismo de glicose e lipideos (LEME, 2010b).

A insulina (FLANAGAN et al., 2003), o IGF-1 (GRINSPOON et al., 2004) e o
GH (Ql et al., 2003), sédo alguns dos horménios que podem afetar as concentragdes
de grelina circulantes. Além desses horménios, o DMT1 e DTM2 também podem
causar alteragdes nos niveis de grelina circulantes (CELI et al., 2005).

Alguns estudos nao tém encontrado diferengas significativas nas
concentragdes de grelina em individuos treinados sob diferentes intensidades
(SCHIMIDT et al., 2004). Em contrapartida o exercicio fisico reduz os valores de
grelina séricos em humanos logo apés o exercicio, aumentando 24 horas apo6s a
sessao de treinamento (GHANBARI-NIAKI et al. 2006).

Segundo Leme (2010b), a hiperfagia caracteristica do DM e os efeitos do
treinamento fisico sobre esse aspecto podem ser modelos importantes para o estudo
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do comportamento da grelina e demais horménios relacionados a fome como a
leptina, visto que ambas estéo ligadas a hiperfagia diabética (ISHII et al., 2002).

A grelina regula o IRS-1 associado com a atividade da PI3K e fosforilagao da
AKT. Ela aumenta o estimulo para a liberagdo de insulina que por sua vez aumenta
o transporte de glicose (LI; LI; ZHANG, 2013).

A insulina é outro horménio pertencente a categoria de peptideos que tém
efeitos tanto sobre a alimentacdo quanto sobre a cognicdo, e essa categoria inclui
leptina, grelina, glucagon-like peptideo/exendina, horménio estimulante de
melandcitos, peptideo intestinal vasoativo, secrecdo de polipeptideo adenilato-
ciclase, colecistocinina, substancia P, e orexina A (BANKS; OWEN; ERICKSON,
2012).

Alguns desses peptideos e proteinas tem efeitos paradoxais, que sugerem
uma forma de comunicacao cérebro-periferia na qual a substancia dentro do SNC
age como contra-regulador para as fungdes em tecidos periféricos (BANKS;
KASTIN, 1993).

A insulina e o IGF sao descendentes de uma proteina ancestral comum que
atua como um fator de crescimento, sendo um horménio metabdlico mitogénico
regulador (BANKS; OWEN; ERICKSON, 2012). Isso sugere que a evolugdo da
funcdo da insulina tomou um rumo divergente na periferia € no SNC (BANKS;
OWEN; ERICKSON, 2012).

Associado a insulina, o IGF-1 é a chave reguladora do metabolismo celular e
do crescimento. Varios estudos tem sugerido que o IGF-1 tem uma capacidade
direta para modular a eficacia sindptica via regulagdo da formagédo da sinapse,
liberagéo de neurotransmissores e excitabilidade neuronal (ARAUJO et al, 1989).

O DM e sua hipoinsulinemia caracteristica causam também alteragbes
enddcrino-metabodlicas no eixo GH x IGF que tem papel fundamental no
desenvolvimento do quadro diabético.

O GH é secretado pela glandula hipéfise anterior (HOLT, 2003; GOMES,
LUCIANO e CAETANO, 2001), situada abaixo do cérebro e tem efeitos sobre todas
as células corporais. No metabolismo de glicose, atua de forma contraria a insulina,
aumentando as concentragdes de glicose sanguinea e reduzindo a sensibilidade a
insulina. Individuos diabéticos apresentam esse horménio em concentragao duas a

trés vezes maior que individuos sadios (HOLT, 2003). Nas células hepaticas, o GH
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liga-se ao seu receptor, induzindo uma série de eventos como a producao dos IGFs
(GOMES, LUCIANO e CAETANO, 2001).

O aumento do GH e consequente aumento da glicemia podem estar
envolvidos com o desenvolvimento de complicacbes diabéticas microvasculares
como neuropatias, retinopatias e nefropatias (HOLT, 2003) ressaltando o papel
desse horménio no desenvolvimento do diabetes e suas complicagdes. Holt (2003)
afirmou que individuos com DMT1 e deficiéncia de GH apresentam menor chance de
desenvolver retinopatia e que existem outros fatores de crescimento envolvidos no
desenvolvimento das complicagbes diabéticas. Porém, sabe-se que a terapia com
GH nao aumenta a incidéncia de retinopatia para pessoas com deficiéncia de GH
tendo DM ou néo (HOLT, 20083).

Dentre os outros fatores de crescimento, originalmente chamados de
somatomedina, os IGFs sao responsaveis por intermediar as agdes do GH (GOMES
et al. 2003). Os IGFs podem atuar de forma endécrina, paracrina ou autécrina
estimulando o crescimento, proliferacdo e diferenciagdo celulares em diversos
tecidos (GOMES et al. 2003). Eles apresentam varias similaridades com o hormonio
insulina (estrutura, funcdo, rapida reducdo nos niveis glicémicos), podendo
influenciar o crescimento, diferenciacdo e metabolismo celulares (GOMES,
LUCIANO e CAETANO, 2001; HOTL, 2003), e por isso tem sido estudados em
associacao com o GH (GOMES, LUCIANO e CAETANO, 2001).

Os IGFs sao peptideos sintetizados pela maioria das células organicas, mas
sua maior fonte para a circulacdo é o figado, responsavel por cerca de 75% da
producao total (SJOGREN, 2002). O IGF € produzido em resposta a insulina, GH ou
de forma GH-independente, e sdo encontrados principalmente nas formas de IGF-1
e IGF-2 (ZANCONATO et al., 1994; GOMES, LUCIANO e CAETANO, 2001; HOLT,
2003; SUIOGREN et al., 2002; SOUZA E LUCIANO, 2005).

Nesse sentido, individuos diabéticos tém concentracbes de insulina
reduzidas, e mesmo com tratamento intenso de injegdo de insulina subcutanea, as
concentragdes ja estdo baixas ao chegarem ao figado. Como consequéncia, as
concentragdes sanguineas de IGF-1 sdo reduzidas em diabéticos (HOLT, 2003).
Uma vez que o IGF-1 tem a importante fungcédo de controlar a secre¢cdo de GH pela
hipdfise, os baixos niveis de IGF-1 podem explicar o aumento na secrecao de GH no
DMT1. A reducao na secrecado de GH, e normalizagdo dos niveis de IGF-1 podem,
portanto, melhorar o controle da glicemia direta e indiretamente.
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Segundo Holt (2003), administrado para pessoas com DMT1, o IGF-1 melhora
o controle glicémico e reduz a dose de insulina necessaria para o controle de uma
glicemia normal. Porém, o IGF-1 ndo era utilizado como tratamento porque seus
efeitos colaterais eram significantes, como dores mandibulares, dores musculares e
articulares, dores de cabega e edema do nervo éptico. A causa exata desses efeitos
colaterais nao era bem conhecida.

Geralmente os IGFs se ligam a proteinas carreadoras denominadas IGFBPs,
classificadas e numeradas de 1 a 6. A proteina carreadora mais abundante em
humanos e ratos é a IGFBP-3, que transporta mais de 75% do IGF-1 (ALBISTON;
HERINGTON, 1992; JONES; CLEMMONS, 1995). Como o IGF-1 era ndo acoplado,
os efeitos colaterais tem sido atribuidos a pos-injecao de IGF-1 sem ligagdo com
qualquer IGFBP. O tratamento através de inje¢des de IGF-1 ja acoplado ao IGFBP-
3, seu principal carreador, tem sido testado, apresentando bons resultados (HOLT,
2003). Apds duas semanas de tratamento com esse composto foi reportada uma
reducdo nas doses de insulina e nos niveis glicémicos de jejum tanto no DMT1
quanto no DMT2, além de minimos efeitos colaterais, diferentemente dos estudos
realizados com o IGF-1 ndo acoplado (HOLT, 2003).

Em estudos com animais diabéticos aloxanicos observaram-se redugdes nas
concentragdes séricas de GH e IGF-1, e redugcbes nas concentracoes de IGF-1
musculares, hepaticas e no hipocampo (GOMES et al., 2006, 2009; LEME et al.,
2009; LI et al., 2004). Li et al. (2004), Souza e Luciano (2005) e Gomes et al. (2006)
observaram que a inducao do diabetes por aloxana ou streptozotocina (STZ) causou
reducéo nas concentracdes de IGF-1 sérico em ratos Sprague Dawley e Wistar.

Estudos envolvendo os efeitos do IGF-1 na regeneracao pancreética
apresentam resultados conflitantes. Em um desses estudos, animais que super-
expressavam IGF-1 pancreatico demonstraram recuperacdo do diabetes induzido
por STZ ap6s acelerada regeneragcao das células beta (GEORGE et al., 2002).
Robertson et al. (2008) demonstraram que, em condigbes normais, a super-
expressao de IGF-1 no pancreas nao promove o crescimento celular nas ilhotas
pancreaticas, ao passo que pouco tempo apds a injecao de STZ os animais
transgénicos demonstraram reduzida apoptose das células beta. Contudo, outros
estudos tém contestado a importancia do IGF-1 para regeneracao dessas células,
demonstrando que o IGF-1 tem um efeito inibitério, mesmo que indireto no

crescimento celular das ilhotas (LI et al., 2004).
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2.8. Diabetes mellitus, SNC e exercicio fisico

Segundo Gomes et al. (2001), além do tratamento farmacolbégico, o
treinamento fisico é importante para a manutencao da saude e da massa muscular,
influenciando também o crescimento, uma vez que o GH e outros horménios contra
regulatorios tendem a elevar seus niveis quando as necessidades metabdlicas
aumentam em situagdes especificas como o exercicio fisico.

Por ser importante via de tratamento, € recomendado a adultos diabéticos um
tempo minimo de 150 minutos de exercicio aerébio de intensidade moderada (50-
70% frequéncia cardiaca maxima) por semana, distribuidos em pelo menos trés
dias/semana, sem mais do que dois dias consecutivos de intervalo (ADA, 2013); Ou
75 minutos semanais de atividade fisica aerdbia vigorosa, ou ainda, uma
combinacdo equivalente das duas primeiras condicdes (U.S. Department of Health
and Human Services, 2008).

Acredita-se que os primeiros trabalhos realizados as margens do DM x
exercicio fisico, tenham sido feitos pelos pioneiros Pentzoldt e Noorden em 1899
(Apud Dispensaries, 1899) que apresentaram os primeiros resultados experimentais
do trabalho muscular nas concentragées de glicose na urina, apds realizarem uma
série de experimentos em pacientes diabéticos, concluindo que a glicosuria diminuiu
regularmente nestes individuos.

Desde entéo, vérios trabalhos tém sido realizados nesta &rea, demonstrando
que o exercicio fisico regular tem efeitos benéficos sobre o metabolismo,
crescimento corporal e reparacdo tecidual em organismos sadios e diabéticos
(GOMES et al., 2003). O treinamento promove uma melhora na sensibilidade a
insulina e na homeostase glicémica, especialmente no musculo esquelético
(MOURA et al., 2011; LUCIANO et al, 2002).

A insulina pode interferir no metabolismo proteico fazendo com que
organismos hipoinsulinémicos apresentem reducdo na taxa de sintese proteica
muscular. Como a massa muscular representa 40% da massa corporal total e sua
contragdo € muito significativa para o controle da glicemia e para a prevengdo do
diabetes, o volume de massa muscular em exercicio pode interferir na captacao de
glicose de forma independente da insulina. Por esse motivo o exercicio fisico pode
ser considerado uma importante abordagem para tratar e entender os mecanismos

da homeostase glicémica no DM (MANN et al., 2010), especialmente para DMT1.
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Tanto individuos sadios quanto diabéticos apresentam melhora na
sensibilidade a insulina induzida pelo exercicio. A atividade fisica regular ou aguda
aumenta a expressao génica dos transportadores de glicose no musculo esquelético
(GLUT4), mediado pela contragdo muscular, que potencializa as proteinas
intermediarias envolvidas na via de sinaliza¢do da insulina, resultando a longo prazo,
na reducgao dos niveis glicémicos (HUSSEY et al., 2011; MOURA et al., 2011).

Varios mecanismos podem agir localmente para melhorar a captacao de
glicose e sua disposicao apds o exercicio, incluindo aumento do fluxo sanguineo
muscular, ligagédo de insulina ao IRS e aumento no turnover de IRS (LUCIANO et al.
2002).

Dentre os outros efeitos que podem ser induzidos pelo exercicio fisico
dindmico em decorréncia de varias adaptagdes, estdo o aumento da densidade
capilar, aumento da expressdo e ftranslocacdo de GLUT4 para a membrana
plasmatica, aumento das fibras musculares mais sensiveis a agado insulinica,
possiveis alteragdes na composi¢cdo de fosfolipides do sarcolema, aumento na
atividade de enzimas glicoliticas e oxidativas e aumento na atividade da glicogénio-
sintetase (JESSEN e GOODYEAR, 2005).

Durante a contracdo muscular ocorre a despolarizagdo da célula muscular,
causando a abertura dos canais de Ca?*, ativagdo do complexo calcio-calmodulina e
aumento na concentracido de adenosina monofosfato (AMP). O AMP atua como
segundo mensageiro transmitindo ao GLUT-4 a mensagem para se translocar para a
membrana na periferia da célula (RYDER, CHIBALIN, ZIERATH, 2001;
GOODYEAR, KAHN, 1998; JESSEN, GOODYEAR, 2005).

Segundo Holloszy (2005), o efeito agudo do exercicio no transporte de
glicose, tende a diminuir e ser substituido por um aumento na sensibilidade e
responsividade a insulina, que resulta em deslocamento da curva dose-resposta,
necessitando de uma menor concentragdo de insulina para alcancar 50% da
resposta maxima de transporte de glicose. Esse efeito pode ser mediado pelo
aumento no numero e translocacao de GLUT4 para a membrana celular em resposta
ao estimulo da insulina (HOLLOSZY, 2005).

Luciano et al. (2002) demonstraram que o exercicio crénico aumenta a
fosforilagdo do IRS e a atividade da PI3-kinase induzindo melhora na responsividade
a insulina no musculo esquelético de ratos. A PI3-kinase participa da via de
sinalizagdo da insulina para translocagdo do GLUT4 (ZENG et al., 2000). Os
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principais eventos que ligam a insulina a captacao de glicose incluem a ligacao da
insulina com seu receptor (IR), causando a autofosforilagdo do receptor e
desencadeando ativagao dos IRS-1 e IRS-2, que uma vez fosforilados, ativam a PI3-
kinase, essencial na regulacao de captacéo de glicose (LUCIANO et al. 2002).

Segundo Park et al. (2000) e Zhao et al. (2002), o treinamento fisico pode
aumentar a expressao do receptor de insulina em algumas regiées cerebrais (PARK
et al., 2000; ZHAO et al., 2002), e as concentracoes séricas e teciduais de IGF-1,
podendo retornar a niveis séricos normais em animais diabéticos (ZANCONATO et
al.,1994; BORST et al.,2001; GOMES et al., 2006).

Van Praag et al (2005) sugerem que os fatores neurotréficos derivados do
cérebro, IGF-1 e fator de crescimento derivado do endotélio vascular sdo os
principais fatores de crescimento conhecidos para mediar os efeitos do exercicio
sobre o cérebro. O treinamento fisico aer6bio pode melhorar a homeostase
glicémica aumentar a atividade do IGF-1 sistémico e do hipocampo dos ratos
diabéticos (GOMES et al., 2009).Ja no mesencéfalo, alguns estudos tem observado
a participacdo de neur6nios dopaminérgicos na acdo do hormoénio insulina
(FIGLEVICZ et al., 2003).

Assim, o treinamento fisico aerébio tem demonstrado também sobre o eixo
GH x IGF, interessantes resultados em amenizar diversos prejuizos causados pelo
diabetes, porém, as concentracées de GH no sangue de animais diabéticos parecem
nao ser alteradas pelo treinamento fisico aerébio moderado (LUCIANO e MELLO,
1998; GOMES et al., 2006).

Eliakim et al. (2000) demonstraram aumento significativo de GH e IGFBP-3
em adultos saudaveis ap6s exercicio agudo com pico de GH 20 min apés o termino
do exercicio.

Em contradicio aos achados em humanos, foram relatadas baixas
concentragdes séricas de GH em ratos diabéticos induzidos por aloxana (GOMES et
al., 2006). As concentragdes nao foram modificadas pelo treinamento fisico, embora
tenha ocorrido melhora no desenvolvimento ésseo desses animais. Isso pode estar
relacionado com o aumento do IGF-1, visto que alguns autores tém encontrado
aumento das concentracfes séricas desse polipeptidio em ratos submetidos ao
exercicio fisico (GOMES et al., 2006).

Varios trabalhos demonstram que o IGF-1 também é influenciado pela
atividade fisica. Como citado acima, o figado é reconhecido como a principal fonte
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de IGF-1 circulante, mas alguns trabalhos tém demonstrado que o musculo também
pode se tornar importante produtor de IGF-1, principalmente durante a realizacao de
exercicios fisicos (GOMES, LUCIANO e CAETANO, 2001).

Em um desses trabalhos, 25 atletas saudaveis foram analisados por Nguyen
et al. (1998), sob duas diferentes condigdes: bicicleta ergométrica incremental (ICE)
durante 20 minutos, corrida de longa distancia de ski Nérdico (NSR) durante trés
horas. Na condi¢éo ICE, atletas apresentaram diminui¢cdo significativa de insulina,
aumento de GH plasmatico, IGF-1, IGFBP-3 e IGFBP-1. Ap6s a condicdo NSR,
houve diminuicdo do IGF-1, aumento do IGFBP-1, inalteragdo do IGFBP-3 e
moderado aumento do GH. O aumento do IGFBP-1 na condicdo NSR (longa
duragao), provavelmente ocorre para prevenir a hipoglicemia causada por IGF-1,
uma vez que a meia vida do complexo IGF-1/IGFBP-1 € muito menor que a do
complexo IGF-1/IGFBP-3.

Em sintese, o eixo GH x IGF é um dos aspectos no qual o treinamento fisico
parece contribuir para amenizar o quadro diabético e seu papel no cérebro necessita
ser investigado.

Porém, o exercicio fisico ndo causa alteracées somente no eixo GH x IGF-1,
tem sido amplamente documentada na literatura, a benéfica influencia da atividade
fisica e do exercicio aerdbio em varios aspectos da saude, como melhora do
controle glicémico (ADA, 2013; LUCIANO et al. 2002), reducao do fator de risco
cardiovascular, melhora do bem estar, e das fungbes cerebrais (HILLMAN,
ERICKSON, KRAMER, 2008). O exercicio intenso tem sido associado com grandes
melhoras no controle glicémico e no desempenho (ADA, 2013).

Estudos em humanos tem demonstrado que o exercicio aerdbio pode
melhorar o desempenho e aspectos cognitivos, incluindo melhores atuagbes
escolares (HILLMAN, ERICKSON, KRAMER, 2008). Um crescente numero de
estudos vem promovendo suporte a ideia de que o exercicio fisico € um estilo de
vida que pode melhorar a saude fisica e mental ao longo da vida (HILLMAN,
ERICKSON, KRAMER, 2008). Sabe-se que a pratica regular de exercicios fisicos
promove adaptagbes enddcrino-metabdlicas fundamentais para o controle
metabdlico do DM em humanos (HOLLOSZY, 2005; HILLMAN, ERICKSON,
KRAMER, 2008) e animais diabéticos (LEME et al., 2009; HILLMAN, ERICKSON,
KRAMER, 2008).
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3. OBJETIVO GERAL

Analisar os efeitos do treinamento fisico aerébio realizado em
intensidade equivalente a 90% da maxima fase estavel do lactato (MFEL) sobre

aspectos endocrino-metabdlico de ratos diabéticos, com énfase no tecido cerebral.

3.1. Objetivos especificos

Investigar os efeitos do treinamento fisico aerébio em animais
diabéticos aloxanicos verificando:

¢ No soro: glicose, triglicerideos;

e No cérebro: concentracdes de insulina, IGF-1 e glicogénio além de
aspectos histologicos;

e No estbmago: concentracdes de glicogénio e aspectos histolégicos (parte
do fundo);

e No musculo gastrocnémio: concentragdes de glicogénio e triglicerideos;

¢ No figado: concentracoes de glicogénio e fosfatase alcalina;

e No pancreas: concentracdes de fosfatase alcalina.

=Y

. METODOLOGIA

O presente estudo foi aprovado pelo “Comité de Etica no Uso de
Animal” (CEUA-IB-UNESP-CRC) com numero de decisdo 025/2010, protocolo
numero 6024. Para o seu desenvolvimento, foram utilizados 48 ratos machos adultos
da linhagem Wistar (Rattus Norvegicus Albinus Wistar) com aproximadamente 75
dias de idade, provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual Paulista
(UNESP) de Botucatu e mantidos no Biotério do Laboratério de Biodindmica do
Departamento de Educacgéo Fisica, Instituto de Biociéncias da UNESP — Campus
Rio Claro - SP.
Os animais foram alojados em gaiolas de polietileno (trés ratos por gaiola),
mantidos a temperatura controlada de 25° C, com fotoperiodo de 12 horas
claro/escuro, e alimentados com &gua e ragdo balanceada padrdo Purina® “ad

libitum”
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4.1. Inducgao ao diabetes e delineamento experimental

Para inducdo do diabetes experimental, ratos com no minimo 300 g,
foram anestesiados moderadamente com éter etilico e em seguida receberam via
endovenosa uma dose Unica de aloxana monoidratada Sigma® (32 mg/kg de peso
corporal) dissolvida em tampao citrato 0,01M, pH 4,5. Apds este procedimento, os
ratos foram recolocados nas gaiolas recebendo no primeiro dia pds-aloxana, uma
solugéo de agua e glicose (15%), além de ragéo. Sete dias apds a administracao da
droga, foi realizado um teste de glicemia para comprovacédo do estado diabético dos
animais, sendo considerados diabéticos apenas aqueles ratos que apresentaram
glicemia igual ou superior a 250 mg/dL de sangue.

Apobs a constatacao do diabetes, os ratos foram distribuidos, aleatoriamente,
em quatro grupos:

- Controle Sedentério (CS, n=12) - ratos controles que nao realizam exercicios
fisicos;

- Controle Treinado (CT, n=12) - ratos controles que foram submetidos ao
protocolo de exercicios fisicos;

- Diabéticos Sedentarios (DS, n=12) - ratos diabéticos aloxanicos que nao
foram submetidos ao protocolo de exercicios fisicos;

- Diabéticos Treinados (DT, n=12) - ratos diabéticos aloxanicos que foram
submetidos ao mesmo protocolo de exercicios fisicos do grupo controle treinado
(CT).

Os animais dos grupos CS e CT receberam uma dose de tampao citrato para
serem submetidos ao mesmo stress dos grupos diabéticos.

4.2. Protocolo de treinamento fisico

Os grupos CT e DT, foram submetidos a adaptacdo ao meio liquido,
com inicio em agua rasa durante 10 minutos no primeiro dia, acrescendo
profundidade e duracédo gradativamente durante duas semanas, com a finalidade de
reduzir o stress de mudanca de ambiente. Em seguida esses animais foram
submetidos a testes de esfor¢co para a identificacdo da MFEL, equivalente a mais
alta concentragao de lactato sanguineo, durante exercicios com cargas constantes,

em que sua entrada na circulacdo € compensada pela remocéo. Para a realizagao



39

destes testes foi seguido o protocolo proposto por Gobatto et al. (2001), no qual os
animais realizaram uma série de testes de natagdo suportando sobrecargas
constantes e crescentes em relagdo ao peso corporal, até que nao fosse mais
possivel estabilizacdo das concentracdes de lactato sanguineo durante a sessao de
exercicio. A partir desses testes foi estabelecida a carga de treinamento em 90% da
maxima fase estavel de lactato, com referencia percentual ao peso corporal.

O protocolo de treinamento fisico consistiu de natagdo durante 60 minutos
diarios, 5 dias por semana, durante 8 semanas consecutivas com sobrecarga de
90% da MFEL atada ao térax individual (GOBATTO et al., 2001).

As sessoes de natacao foram realizadas com temperatura da agua ajustada e
mantida em 31°C = 1°C, em tanques de amianto com 100 cm de comprimento, 70
cm de largura e 60 cm de altura, preenchidos com agua em profundidade de 40 cm,
para que os animais ndo pudessem apoiar a cauda no fundo do tanque.

O delineamento experimental pode ser verificado no organograma (Fig.1).

INDUCAO TREINAMENTO COLETA
Af i Glicemia >
250mg/dL
32mg/kg | 1h*dial
|
1d | 5*semanas? I I
, 1 7d 4 | - .
I oo il L M Coletatecidos
I | 12s 1 8 semanas I I
1 | | |
Solugcdode I MFEL |
glicose (15%) I S e
| Decaptacao
A

I/
Controle Sedentario (CS)

Controle Treinado (CT)
Diabético Sedentario (DS)
Diabético Treinado (DT)

Figura 1. Organograma do delineamento experimental desde a indugéo até a coleta dos tecidos.

4.3. Avaliacoes dos animais

Durante o periodo experimental, foram registrados semanalmente os

dados de massa corporal, ingestao hidrica e alimentar dos ratos. Esses dados foram
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obtidos da seguinte forma: os recipientes de agua e racdo eram completados e
pesados por gaiola. No dia seguinte a mesma hora em que a ragao e a agua foram
preenchidas, os recipientes foram pesados novamente. A diferenca de peso nos
recipientes de agua e ragéao observada de um dia para o outro foi considerada o total
de ingestao hidrica e alimentar daquela gaiola. Cada gaiola alojava trés ratos, assim,
0 peso corporal desses trés ratos era somado e em seguida a ingestao total da
gaiola era normalizada para cada 100 gramas de animal dessa mesma gaiola. Esse
procedimento era repetido para todas as gaiolas, obtendo por fim quatro valores de
ingestao por 100 gramas de rato para cada grupo. Esses dados estdo expressos em
média e desvio padrao.

Os ratos foram anestesiados em camara de CO, e decapitados 48 horas apds
a ultima sesséo de treinamento.

O sangue foi centrifugado a 3000 rpm durante 10 minutos para separacao do
soro. A anadlise da glicemia e trigliceridemia foram realizadas através de kits
comerciais. A insulina foi determinada através do método de radioimunoensaio
(RIA). As concentracbes de glicogénio foram analisadas no musculo gastrocnémio,
figado, estdmago e cérebro através de kits comerciais. Amostras do pancreas e

figado foram coletadas para determinagao da concentragao de fosfatase alcalina.

4.3.1 Andlises Cerebrais

O cérebro foi removido cuidadosamente e pesado. Esse tecido foi
dividido nos hemisférios direito e esquerdo. A parte frontal do hemisfério direito foi
homogeneizado em 3 ml de liquido extrator para insulina e analisada pelo método
radioimunoensaio (por precipitacdo com carvao ativado - RIA). A parte posterior
desse hemisfério foi utilizada para a dosagem IGF-1 pelo método Elisa através de kit
comercial. A determinagdo da concentracao de glicogénio cerebral foi realizada na
parte posterior do hemisfério esquerdo, através do método descrito por Nogueira et
al. (1990). Por fim as analises histolégicas foram realizadas na porgcéao frontal do
hemisfério esquerdo com cortes no plano coronal, seriados de 4.80 — 5.30 mm em
relacdo ao Bregma.
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4.3.2 Analise Histopatoldgica

Apos serem retirados da caixa craniana, a por¢ao frontal do hemisfério
esquerdo dos cérebros foi processada e embebida em parafina. Posteriormente, as
pecas foram trimadas em um fixador de madeira e encaminhadas para o microtomo,
regulado para fornecer fitas com espessura de 7um. Os cortes foram realizados no
plano coronal, seriados de 4.80 — 5.30 mm em relagcdo ao Bregma, em seguida, as
fitas processadas passaram para o banho histolégico, onde foram montadas as
laminas com uma média de seis cortes em cada, j& anteriormente gelatinizadas.

Apo6s 24 horas as laminas foram coradas pela técnica de coloragcdo com
Nitrato de Prata ou Hematoxilina-Eosina (HE).

Para a coloragdao com nitrato de prata, as pecas ja cortadas foram oxidadas
em solucéo de Acido Crémico a 5% durante uma hora. Em seguida as laminas foram
lavadas em agua corrente, passadas em Bissulfito de Sodio a 1% durante um minuto
e lavadas em agua corrente por 5 minutos. Depois foram enxaguadas em agua
destilada de trés a quatro vezes e impregnadas pela solugcdo de trabalho de
metenamina-nitrato de prata em estufa a 60°C durante 30 a 60 minutos, resultando
na coloracao de nucleos.

As laminas coradas pela técnica de Nitrato de Prata foram posteriormente
analisadas no programa Image J para obtencdo das medidas de area e perimetro
dos neur6nios. Para isso, utilizando como base a técnica de contagem de glébulos
vermelhos em Céamara de Neubauer, foram selecionados em cada lamina cinco
quadrantes de 2cm x 2cm. Quatro deles foram situados a cinco espagos para a
lateral e para o centro da lamina a partir dos cantos e um quadrante central. Foram
considerados para as medidas os neurdnios dentro do quadrante e aqueles que
tocavam a linha do quadrante.

Para a técnica de HE, as laminas preparadas receberam eosina dissolvida
em agua destilada, alcool e acido acético. Depois foram desparafinizadas em Xilol,
alcool até agua corrente e coradas pela Hematoxilina Férrica de Weigert por 10
minutos. Em seguida foram lavadas em agua corrente por 10 minutos, passadas em
alcool 95%, coradas pelo corante Weigert por 40 minutos, lavadas em agua corrente
por 5 minutos, coradas pelo corante Van Gieson por 30 minutos e desidratadas.

Como resultado podem ser vistos em microscoépio fibras elasticas coradas em azul
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escuro, nucleos corados de azul a preto, colageno corado de réseo a vermelho e
outros elementos em amarelo.

Os mesmos procedimentos da coloragdo com HE se aplicaram as amostras
do estdbmago, com analise maior na composicdo do tecido e possiveis diferencas
entre células nos diferentes grupos, como hipertrofia e hiperplasia.

As laminas foram analisadas em fotomicroscépio Leica QWin Colour nos
aumentos 10x e 40x para as laminas com tecido cerebral e 50x e 200x para as

laminas contendo tecido gastrico (fundo do estomago).

4.4. Analise estatistica

Inicialmente os dados foram tratados a partir de procedimentos
descritivos. A normalidade da distribuicdo dos dados foi analisada pelo teste de
Shapiro-Wilk. Quando os dados apresentaram distribuicao “normal” foi aplicada
andlise de variancia ANOVA One Way, com aplicagao do teste “post-hoc” de Tukey,
com nivel de significancia estabelecido em 5% (p<0,05). Os resultados estao

expressos como média * desvio padrao.

5. RESULTADOS

Os resultados da glicemia (Figura 2a) comprovam o estado diabético
dos grupos DS e DT (p<0,0001). A evolucdo do peso corporal (Figura 2b) indica
efeito da doenga uma vez que os grupos controle apresentam crescente ganho de
peso enquanto os animais diabéticos mantiveram uma média de peso bastante
inferior (p<0,001).
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Figura 2. a) Glicemia (p<0,0001); b) Evolugdo da massa corporal ao longo das semanas (p,0,001).
* diferente de CS e CT.

Foram analisadas também a ingestao hidrica (Figura 3a) e alimentar (Figura
3b), que revelaram diferencgas significativas entre os grupos diabéticos e controle nos
dois casos com ingestdo aumentada nos grupos DS e DT.
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Figura 3. a) Ingestao hidrica (p<0,0001). b) Ingestao alimentar (p<0,0001). * diferente de SC e TC.

Os resultados de triglicérides (TG) no soro revelaram diferenca significativa
tanto da patologia, quanto do treinamento. O grupo DS apresentou concentracoes
cerca de duas vezes mais altas em relagdo aos controles, porém o grupo diabético
treinado nao apresentou diferenca nesse parametro quando comparado aos
controles (p<0,001) (Figura 4a). Os resultados observados de triglicérides

musculares ndo revelaram diferencas significativas entre os grupos (Figura 4b).
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Figura 4. a) Triglicérides Séricos (p<0,001); b) Triglicérides Muscular (p>0,05). * diferente de CS, CT
e DT.

Os resultados de fosfatase alcalina nao revelaram diferencas estatisticas
(Figura 5).
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Figura 5. a) Fosfatase Alcalina Figado (p>0,05); b) Fosfatase Alcalina Pancreas (p>0,05).

Para os resultados de glicogénio, foram verificados efeitos da doenca sobre o
tecido hepatico. Os grupos diabéticos apresentaram diminuicdo das concentra¢des
de glicogénio hepatico (p<0,0001) (Figura 6a). Foram observados efeitos do
treinamento no muasculo esquelético gastrocnémio com aumento das concentragoes
de glicogénio nos grupos submetidos ao treinamento independente da doenca
(p<0,001) (Figura 6b). Nao foram observadas diferencas significativas nas
concentracdes de glicogénio no estébmago (p>0,05) (Figura 6¢) e no cérebro
(p>0,05) (Figura 6d).
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Figura 6. Resultados do teor de glicogénio nos tecidos a) hepatico (* diferente de CS; # diferente de
CT, p<0,0001); b)muscular esquelético, mlsculo gastrocnémio (* diferente de CS; # diferente de DS,
p<0,001); c) gastrico; d) cerebral.
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Nas analises histologicas do estbmago € possivel visualizar a camada
mucosa, a camada submucosa, a camada muscular, a camada muscular da mucosa
e glandulas gastricas colo e base. Existem ainda as glandulas géstricas fosseta e
istmo. Diferencas teciduais nao parecem ser evidenciadas no estobmago (Figuras 7 e
8).

Figura 7. Histologia do tecido gastrico (fundo do estdmago) corado com hematoxilina-eosina (HE) em
aumento 50x. A: Camada Mucosa; B: Camada Submucosa; C: Camada Muscular; Seta Larga:
Muscular da Mucosa; As glandulas Gastricas sdo compostas por Fosseta (1), Istmo (2), Colo (3) e
Base (4).
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Figura 8. Histologia do tecido gastrico (fundo do estémago) corado com hematoxilina-eosina (HE) em
aumento 200x. A: Camada Mucosa; B: Camada Submucosa; C: Camada Muscular; Seta Larga:
Muscular da Mucosa; A(3) Colo; A(4) Base; a: muscular da mucosa, a*: plexo submucoso.

Os resultados de IGF-1 cerebral e insulina cerebral ndo revelaram efeitos do
DM ou do exercicio fisico crénico (p>0,05) (Figura 9).
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Figura 9. a) Insulina cerebral (p>0,05); b)IGF-1 cerebral (p<0,05).
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Nas andlises histoldgicas realizadas no tecido cerebral, é possivel visualizar
nas laminas coradas pela técnica com HE (Figura 10) a substancia branca (WM —
white mass), a substancia cinzenta (GM — gray mass) e os neurdnios (N). Nao é
possivel verificar alteracdes teciduais. A diferengca de coloracdo pode ter sido
resultante de artefato de técnica no momento de preparo do tecido. E possivel
especular que no grupo DS os neurbénios da GM parecem ser maiores, ocupando

maior area, quando comparado com 0s outros grupos.

Figura 10. Histologia do tecido cerebral corado com HE em aumento 40x. E possivel visualizar a
substéncia branca (WM), a substéncia cinzenta (GM) e neurdnios (N).

Ainda nas andlises histolégicas do tecido cerebral, € possivel visualizar nas
laminas coradas pela técnica com Nitrato de Prata (Figura 11) a substancia cinzenta
(porcdo amarelada ao fundo da lamina) e os neurdnios (N). A diferenca de coloracao
pode ter sido resultante de artefato de técnica no momento de preparo do tecido. Em
andlise realizada sobre o perimetro (Figura 12a) e a area (Figura 12b) desses

neurdnios foi possivel verificar diferencas estatisticas significativas entre o grupo DS
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em relacdo aos outros trés grupos, o que indica efeito da doenca, uma vez que os
valores observados foram menores e também um efeito do treinamento uma vez que

o grupo DT foi semelhante aos grupos controles CS e CT.

Figura 11. Histologia do tecido cerebral corada com técnica de Nitrato de Prata, em aumento de 40x.
E possivel visualizar a substancia cinzenta e os neur6nios (pontos mais escuros).
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Figura 12. a) Perimetro dos neurdnios (p<0,0001); b) Area neuronal (p<0,0001). * diferente de CS,
CT e DT.
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6. DISCUSSAO

O DM ¢ caracterizado principalmente por hiperglicemia, resultante da
auséncia da secreg¢do e/ou acao da insulina (IDF, 2012; ADA, 2010). A inducao do
estado diabético por aloxana é provocada por apoptose das células beta produtoras
de insulina (LENZEN, 2008) e os resultados da glicemia podem comprovar o estado
diabético dos grupos DS e DT. Em estudo de Luciano e Mello (1998) foi
demonstrado que ratos diabéticos aloxanicos submetidos a treinamento fisico
apresentaram elevados niveis de glicemia, além de reduzidas concentragdes séricas
de insulina e GH.

A hiperglicemia pode causar redugdo na entrada de aminodcidos nos
musculos, aumentando a lipdlise (ADA, 2010), resultando no aparecimento de um
dos sinais e sintomas do DMT1, a perda de peso (GROSS et al., 2002). A evolugcao
do peso corporal comprova o efeito da doenca quando os grupos CS e CT
apresentam crescente ganho de peso enquanto os animais dos grupos DS e DT
mantém uma média de peso bastante inferior.

Adicionalmente a perda de peso, o diabético apresenta também entre os
sintomas polidipsia e hiperfagia (GROSS et al., 2002), que podem ser observadas
nos grupos diabéticos do presente estudo. O conjunto desses sintomas e sinais
comprova a eficicia do protocolo adotado de indugéo ao diabetes.

Wasan et al. (1998) induziram o diabetes em ratos através de streptozotocina
e em coelhos através de aloxana e observaram elevagcées nas concentracoes
séricas de triglicérides quando comparados a animais controles.

No presente estudo pode-se observar 0 aumento dos triglicerideos séricos no
grupo diabético, corroborando os achados de Wasan et al. (1998). Adicionalmente, o
treinamento promoveu um efeito benéfico nesse parédmetro, caracterizado pela
similaridade de concentracées entre 0s grupos controle e o grupo diabético
submetido ao treinamento.

A melhora nos triglicérides séricos encontrada no presente estudo esta de
acordo com os achados de Leme et al. (2009b), que investigaram os efeitos do
treinamento fisico moderado sobre os triglicérides séricos de ratos diabéticos

aloxanicos. Esses autores observaram um aumento na glicemia e
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hipertrigliceridemia no DM. Em contrapartida, os animais diabéticos treinados
apresentaram concentragdes séricas significativamente menores.

Segundo Phillips et al. (1996) os triglicérides intracelulares sdo importante
fonte de energia para o musculo esquelético e estudos recentes evidenciam que
aumentos nas concentragdes de TG intramuscular estao relacionados com reducao
na sensibilidade a insulina e com DMT2 (PHILLIPS et al. 1996), porem sem
correlagdo com DMT1. Esse fato € coerente com a auséncia de diferengas
observada no presente estudo.

Interessantemente, os resultados de fosfatase alcalina, um marcador de leséo
tecidual, ndo revelaram diferencas significativas no pancreas e no figado. A hipotese
inicial era a possivel lesdo nesses tecidos, uma vez que o pancreas sofre perda
macica de células beta e o figado tem redugdes nos estoques de glicogénio e de
lipidios caracteristicos do DM. Sabe-se que a determinacao de fosfatase alcalina em
laboratério se aplica muito bem para o diagnéstico de doengas do figado e dos
0ssos. A auséncia de diferengas significativas nos teores de fosfatase alcalina no
pancreas pode ter ocorrido pelo fato da analise ser realizada muito tempo apés a
inducdo. Uma inferéncia importante que se observa a partir do presente estudo é o
que se refere ao figado, que parece manter a sua integridade em individuos
diabéticos mesmo quando ha deple¢éo de glicogénio e lipidios.

Os resultados de glicogénio hepatico indicam efeito da doenga com
significativa depleg¢ao nos grupos diabéticos (DS e DT). Segundo Lenzen (2008) isso
ja comeca a ocorrer na terceira fase p6s inducao do diabetes por aloxana, iniciada
com a incapacidade de captagéo de glicose e consequente deplegdo dos estoques
de glicogénio hepéatico. Gold (1970) afirmou que o diabetes induzido por aloxana
diminui a atividade da enzima glicogénio sintetase no figado. Essa enzima é limitante
para a sintese de glicogénio tanto no figado quanto no musculo (KRUSZYNSKA,
HOME e ALBERTI; 1986).

Corroborando os resultados do presente estudo, Luciano e Mello (1998),
realizaram estudo com ratos diabéticos aloxanicos verificando redugcédo nas reservas
de glicogénio hepatico de ratos diabéticos sedentarios e treinados. Nesse mesmo
experimento os autores verificaram aumento do glicogénio no masculo gastrocnémio
dos grupos controle e diabético treinado.

Os dados de glicogénio muscular indicam um efeito do treinamento, uma vez

que os grupos exercitados apresentaram concentracées mais elevadas em relagdo
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aos grupos sedentarios. Isso pode ocorrer devido a melhora na ressintese e
armazenamento de glicogénio ap6s o treinamento fisico. Segundo Nakatani et al.
(1997), o treino induz um aumento de aproximadamente 50% nos transportadores
de glicose GLUT-4 e na atividade da hexoquinase no musculo, o que pode explicar
os resultados encontrados no presente estudo.

Ainda segundo Nakatani et al. (1997), ratos machos treinados com exercicio
aerobio de endurance (natagao) durante 5 semanas apresentaram diferenca quanto
aos estoques de glicogénio muscular quando comparados com o grupo controle,
apresentando estoques de glicogénio continuamente maiores quatro, 24 e 48 horas
apos a sessdo de treino. Esses resultados estdo em concordancia também com os
encontrados por Perseghin et al. (1996), em estudo que verificou os estoques de
glicogénio muscular de individuos normais e resistentes a insulina. Os autores
relataram que apdés uma Unica sessao de treinamento o grupo resistente a insulina
apresentou um aumento na velocidade de incorporacdo de glicogénio de 69% e
apds seis semanas de treinamento esse numero chegou a 102%. O tecido muscular
€ capaz de armazenar mais glicogénio apos ciclos de ativacdo mais frequentes.

Todas as células sdo capazes de armazenar glicogénio, nesse sentido o
estbmago de diabéticos apresenta ciclos de ativagdao mais frequentes, inferida pela
hiperfagia. Sabe-se também que alguns peptideos tém sido encontrados no trato
digestorio e no SNC, como a grelina, horménio produzido no fundo do estomago
com receptores no hipotalamo.

Diante deste quadro, o presente estudo buscou analisar possiveis alteracdes
no armazenamento de glicogénio do fundo do estdbmago além de possiveis
alteragcbes morfolégicas das células do fundo do estbmago através de andlise
histol6gica. Entretanto, ndo foram observadas alteracdes em ambos os parametros,
provavelmente porque a sua capacidade de armazenamento ja é bastante reduzida
se comparada a outros tecidos.

As células cerebrais sdo capazes de utilizar glicose sem necessidade de
captacado dependente de insulina. Os estoques de glicogénio cerebral funcionam
como uma forma de protecao do cérebro contra uma possivel queda acentuada de
glicemia. Portanto, o papel do glicogénio no cérebro & suportar a funcao cerebral
durante uma possivel interrupcdo do aporte glicémico e seu metabolismo é

controlado por neurotransmissores e horménios, de modo que seus estoques
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aumentam durante o estado de sono e reduzem durante a vigilia (BROWN, BALTAN
e RANSOM, 2009).

O presente estudo investigou também através das andlises de glicogénio
cerebral a possibilidade da hiperglicemia caracteristica do diabetes, aumentar os
estoques de glicogénio cerebral, ou ainda comprometer esse armazenamento
devido a possivel glicotoxicidade. Herzog et al. (2008) realizaram um estudo para
verificar as concentracdes de glicogénio cerebral apds episddios agudos ou
recorrentes de hipoglicemia como ocorre comumente em pacientes diabéticos tipo 1.
Eles verificaram que ap6s um Unico episodio ou apds trés episddios consecutivos de
hipoglicemia houve redugdo nos niveis de glicogénio no cerebelo, cortex e
hipotalamo, quando comparados aos ratos controles. Seis horas apés a hipoglicemia
os niveis de glicemia voltaram ao normal e 24 horas ap6s, o glicogénio retornava a
linha de base, porém nao foram encontradas evidéncias de supercompensacao,
corroborando os achados do presente estudo.

Resultados semelhantes aos relatados por Herzog et al (2008) foram
encontrados por Morgenthaler et al. (2006), que verificaram no cérebro de ratos
hipoglicemiados uma reducdo nos estoques de glicogénio, propondo que a
glicogendlise seria uma neuroprotecdo. Além disso, quando ocorre excesso de
captacéo de glicose no ceérebro, o excesso € dispensado pela circulagédo venosa
(BROWN, BALTAN E RANSOM, 2009), outro motivo pelo qual talvez os resultados
ndo tenham se mostrado diferentes entre os grupos deste estudo.

Alteracdes na secrecao ou diminuicdo das concentracdes cerebrais de
insulina e de seus receptores foram relacionadas com diabetes, obesidade, e com
sérias desordens cognitivas em humanos e em animais (ZHAO et al., 1999).

Os resultados de insulina cerebral ndo revelaram efeitos do DM ou do
exercicio fisico crénico. O transporte e concentragcdo de insulina variam entre as
diferentes regides do cérebro, mas ndo sao todas as regides que a transportam
(BANKS; OWEN; ERICKSON, 2012; HAVRANCOVA et al.,, 1978b). Assim, a
auséncia de diferenga significativa nos niveis de insulina cerebral do presente
estudo pode ser decorrente da homogeneizacdo do tecido cerebral total para a
andlise, incluindo areas que possuem diferentes concentracbes de insulina
(HAVRANCOVA et al., 1978b).

Estudos realizados com insulina ex6gena radioativamente marcada sugeriram

que pelo menos 50% da capacidade maxima de transporte era alcangada quando o
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individuo apresentava euglicemia (glicose sérica em niveis normais) (BANKS et al.,
1997a, 1997b), mas seria possivel que em hiperglicemia, como ocorre no estado
diabético, houvesse alguma alteragdo no transporte de insulina do sangue para o
cérebro via BHE.

Existe ainda, o componente saturavel de transporte através da BHE, outro
motivo pelo qual pode ndo ter ocorrido diferenca significativa acerca dos niveis de
insulina cerebral entre os grupos. Com esse mecanismo saturavel de transporte,
alguns autores questionam se niveis significativos de insulina entram no cérebro
quando os niveis séricos se encontram acima ou inferiores aos necessérios para a
producdo de hipoglicemia (BANKS; OWEN; ERICKSON, 2012). Caso 0s niveis
cerebrais de insulina sejam significativos apenas quando os niveis séricos de
insulina sdo elevados o suficiente para promover hipoglicemia, entdo esta poderia
ser considerada uma evidéncia de que a insulina no SNC age para combater a
hipoglicemia (BANKS; OWEN; ERICKSON, 2012).

Ratos Zucker, insulino-resistentes, com elevados niveis de insulina sérica
apresentaram reducdo nos niveis de insulina cerebral. Por outro lado, ratos
diabéticos induzidos por aloxana ou streptozotocina, insulinopénicos, apresentam
aumento de até duas vezes na capacidade de transporte saturavel de insulina
através da BHE (BANKS, 2004). Porém, em estudos com ratos diabéticos
hipoinsulinémicos induzidos com STZ ndo foram encontradas redugdes nas
concentragdes cerebrais de insulina (HAVRANCOVA et al., 1978b), corroborando o
presente estudo.

Banks, Owen e Erickson (2012) afirmam que fatores como a hiperglicemia e
DM podem induzir o rompimento da BHE, que por sua vez possui pericitos, que
protegem a integridade da BHE e a sua capacidade de transporte de insulina
(BANKS; OWEN; ERICKSON, 2012), o que também pode explicar auséncia de
diferengas significativas nesses dados.

A insulina pode ter alguns efeitos classicos sobre o0 metabolismo de glicose no
tecido cerebral uma vez que foram encontrados efeitos diretos da insulina sobre a
oxidagao de glicose e sobre a sintese de glicogénio cerebral (HAVRANCOVA et al.,
1978, 1978b). Considerando que a insulina pode ter efeitos sobre a sintese de
glicogénio no cérebro e nao houve diferengas nos teores de insulina cerebral para os
quatro grupos, isso também pode explicar a auséncia de diferencas significativas
nos teores de glicogénio cerebral.
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Os resultados de IGF-1 cerebral também nao revelaram efeitos do DM ou do
exercicio fisico cronico. A insulina e o IGF-1 pertencem a uma categoria de
peptideos que tém efeitos tanto sobre a alimentagdo quanto sobre a cognigéo
(BANKS; OWEN; ERICKSON, 2012).

Varios estudos tem sugerido que o IGF-1 tem uma capacidade direta para
modular a eficacia sinaptica via regulagdo da formagao da sinapse, liberagdo de
neurotransmissores e excitabilidade neuronal (ARAUJO et al, 1989).

Estudos relatam que animais induzidos ao diabetes através de aloxana,
apresentaram redugbes nas concentragdes séricas de GH e IGF-1, bem como das
concentragdes de IGF-1 em tecidos importantes como o musculo esquelético, o
figado e o hipocampo (GOMES et al., 2006, 2009; LEME et al., 2009; LI et al., 2004).
Em outros estudos a indugdo do diabetes por aloxana ou streptozotocina (STZ)
causou reducado nas concentracoes de IGF-1 sérico em ratos Sprague Dawley e
Wistar (LI et al., 2004; SOUZA e LUCIANO; 2005; GOMES et al., 2006).

Gomes et al. (2009) analisaram os efeitos do treinamento fisico aerdbio sobre
as concentracdes de insulina e IGF-1 no hipocampo de ratos diabéticos. Os autores
concluiram que o treinamento fisico promove alteracbes metabdlicas e hormonais
associadas a melhora na homeostase glicémica, maior atividade do IGF-1 sistémico
e do hipocampo dos ratos diabéticos. Considerando a grande similaridade entre o
IGF-1 e a insulina é aceitavel que ambos apresentem comportamentos semelhantes
nos grupos estudados. A homogeneizacdo do tecido cerebral completo, sem a
separacao das areas especificas supracitadas pode ser um dos fatores responsaveis
pela auséncia de diferengas significativas entre os tratamentos.

Nas analises histolégicas realizadas no tecido cerebral ndao foi possivel
visualizar nas laminas coradas pela técnica com HE, diferengas morfolégicas na
qualidade dos tecidos. Nas laminas coradas pela técnica com Nitrato de Prata os
neurénios do grupo DS apresentaram valores significativamente reduzidos de
perimetro e de area total em relagdo aos outros grupos. Entretanto, o treinamento
promoveu a manutengao dos valores normais de perimetro e area do tecido nervoso
no grupo DT quando comparado aos grupos controles.

Tomlinson et al. (1992) citam grandes altera¢cdes anatémicas, funcionais e
bioquimicas no SNC de animais diabéticos. Em concordancia com os achados no
presente estudo, foi reportado que as neuropatias diabéticas podem afetar o
cérebro, medula espinhal e nervos periféricos, sendo reportadas mudangas
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degenerativas no sistema nervoso de ratos diabéticos, com degeneracao do tecido
ganglionar, reducao de calibre axonal e desmielinizagdo (SCHMIDT; PULARD, 1986;
KNIEL et al.,1986).

No SNC, o diabetes reduz o volume neocortical estando associado a reducao
do numero de neurbnios corticais (JAKOBSEN et al., 1987)e diminuicdo da
atividade neuronal (GALLEGO et al., 2003), o que pode implicar em prejuizo nos
aspectos cognitivos de modelos animais de DMT1 e DMT2 (GRZEDA e
WISNIEWSKA, 2008). No presente estudo, embora nao tenha sido investigada a
atividade neural, acreditamos que os resultados histolégicos encontrados apontem
para prejuizos neurais entre os diabéticos, sendo contra-regulados por um possivel

efeito neuroprotetor decorrente do protocolo de treinamento aplicado.

7. CONCLUSAO

Pode-se concluir que o treinamento fisico aerdbio promove diminui¢cao
da hipertrigliceridemia e aumento do glicogénio muscular em ratos diabéticos
aloxanicos. O diabetes e o protocolo de exercicios ndo afetam o armazenamento de
glicogénio e os niveis de insulina e IGF-1 no cérebro. Além disso, o diabetes
promove redugao da area e perimetro dos neurénios e o treinamento fisico foi capaz
de impedir os efeitos deletérios da doenca sobre esses aspectos. Os resultados
obtidos no presente estudo reforgam a importancia do treinamento fisico no
tratamento do Diabetes Mellitus.
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Abstract

This study was designed to determine the influence of exercise training on the glycogen brain concentration of
alloxan-induced diabetic rats. Experimental groups consisted male Wistar rats divided in sedentary control (SC)
sedentary diabetic (SD), trained control (TC) and trained diabetic (TD). After eight weeks of swimming exercise
training the glycogen content from the brain, liver, gastrocnemius skeletal muscle and stomach were determined
through folin-phenol method. Anova revealed increased water and food intake in the diabetic groups compared
to controls and decreased glycogen concentration (~40%) in the liver of diabetic groups compared to controls
(P<0.05). There was an increase ~50% on muscle glycogen on both trained groups compared to sedentary
(P<0.05). Stomach and brain glycogen concentrations did not present differences between the groups. In
conclusion, alloxan-induced diabetes and physical exercise does not promote alterations in brain glycogen
concentrations. In conclusion, diabetic condition does not impair the skeletal muscle ability of glycogen
supercompensation under a physical training program. However, the brain glycogen concentration in rats with

alloxan-induced diabetes is not affected by physical exercise or the disease.

Keywords: Glycogen, Diabetes, Physical Exercise, Brain

Introduction

Type 1 diabetes is an autoimmune disease that leads to pancreatic beta cell death and impaired insulin
production [1]. The glucose metabolism is disturbed and characterized by fasting hyperglycemia.

Glycogen is a storage form of glucose. In mammals the hepatic and skeletal muscle cells presents the
higher storage capacity of this polysaccharide. Hepatic cells are able to accumulate as glycogen from 5 to 8%,
and skeletal muscle cells from 1 to 3% of tissue weight. However, all body cells have the capacity to store this
substrate [2].

The glycogen may be important energy source for the brain. Its presence in this tissue, towards 0.1% of
the brain weight, has been described by different studies [3,4]. The concentration compared to the other tissues
presents the proportion 100:10:1 (liver: skeletal muscle: brain) [5]. Despite the low brain concentration,

glycogen plays an important physiological role in this organ [6].
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In the brain glycogen is stored in the astrocytes [7-10] and is able to maintain proper brain physiological
function for a few minutes under acute hypoglycemia. Its concentration increases during sleep and reduces in the
wakefulness period [10]

Due to high specialized liver ability to sensor glycemia status, hepatic glycogen may be able to supply
brain glucose demand under hypoglycemia condition. However it would not be enough whether other organs, as
the heart, are under high demand also. Thus, in the brain, an increase in the local energy demand may be
attended by local glycogen mobilization [6-10]

Brain glycogen provides energy to neighboring cells through the lactate substrate formed under
glycogenolysis/glycolysis steps. The astrocytes have high expression of monocarboxylic transporter 1,
characterized by lactate export role, combined to the lactate dehydrogenase isoform 5, which preferentially
converts pyruvate to lactate. By the other hand, neurons present high expression of carboxylic transporter 2, a
lactate importer protein, combined to elevated expression of lactate dehydrogenase isoform 1, which oxidizes
lactate to pyruvate. Thereby, brain glycogen content is directly related to maintenance of axonal proper
functioning under acute local glycemia fluctuations [11]. Besides its energy storage importance, brain glycogen
seems to play a role on neuronal physiological function. It has been shown that downregulation of glycogen
concentration during normoglycemia impairs high-frequency neuronal firing rates [6].

The ghrelin hormone produced and secreted by the stomach, provides a hunger signaling to the
hypothalamus [12]. Diabetic rats present increased ghrelin concentration along to polyphagia and polydipsia.
The increased food and water intake leads to a prolonged dilated stomach and slow gastric emptying, which may
promote glycogen content alterations in this organ. However, stomach glycogen concentration in diabetic rats is
yet to be unveiled.

Increased muscle glycogen content is an effect of physical exercise in trained rats [13]. Physical
training promotes physiological and metabolic improvements in diabetic patients and animal models [14].
Exercise leads to an increase in the glucose transporter 4 (GLUT-4) content and activity together to upregulation
of the hexokinase enzyme in the skeletal muscle [15].

Diabetes downregulates liver glycogen content. The brain is able to glucose uptake independently of
insulin, however the effects on glycogen content promoted by physical exercise in diabetic rats is yet to be
described. Thus, the main goal of the present study is to evaluate the brain glycogen concentrations in alloxan-

induced diabetic rats after aerobic training.

Material and methods

Animals

Forty-eight male Wistar rats were obtained from the Sdo Paulo State University- UNESP Central
Bioterium - Botucatu Campus, SP. The rats were kept in a room with temperature kept at 25 + 1° C and
photoperiod of 12/12 hours at the Physical Education Department Biodynamic laboratory of — UNESP, Rio
Claro campus, SP. The animals were housed as three animals/cage (37 x 31 x 16 cm). Free access to water and
regular rodent chow (Purina®) was provided. All experiments were performed in accordance to Principles of

laboratory animal care and approved by local ethics committee UNESP-IB protocol 6024.
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Alloxan-induced diabetes

For induction of the animals to the diabetic state the rats received a single dose of monohydrate alloxan
(Sigma) (32 mg/ kg of body weight) diluted in citrate buffer (0.01 M, pH 4.5 injected intravenously [16].

During the first 24 hours after the injection, the animals received a 15% glucose solution in the drinking
water and food ad libitum [17]. Seven days after alloxan administration, the rats were submitted to a fasted
glycemia test to confirm the diabetic state. The animals which present glycemia equal or higher than 250 mg/dL
were considered diabetics. Citrate buffer free of alloxan were injected in the control groups to guarantee same

conditions.

Experimental design

The diabetic animals were randomly distributed in sedentary (DS) or trained (DT), in the same manner,
the control group was separated in sedentary (CS) or trained (CT).

All the animals (sedentary and trained) were submitted to water adaptation, in shallow water in the
preceding week of exercise beginning. Maximal lactate steady state (MLSS) protocol [18] was used to establish
the training workload at 90% of MLSS (3.5 to 5% of body weight).

The groups CT and DT performed five daily sessions of one hour each, during eight weeks, with the
workload attached to the thorax. The swimming training was performed individually in water tanks subdivided
with PVC tubes measuring 30 cm of diameter and 120 cm length. The water temperature was kept 31 + 1 ° C.
The animals of the sedentary group did not performed exercise. However they were often exposed to an
environment with shallow water, at the same temperature, to avoid physiological differences not related to the
exercise.

Food and water intake were record weekly. Forty-eight hours after the last exercise session, the animals
were anesthetized with CO, and killed by decapitation. Tissue samples from brain, liver, stomach and
gastrocnemius muscle were excised, weighted and frozen for posterior analysis. The glycogen concentration was
evaluated by the folin-phenol method [19].

Statistical Analysis

Data are presented in mean + SE. Analyses of variance (ANOVA) one-way, followed by Bonferroni

post hoc tests were applied with significance level preset to p<0.05. The software GraphPad Prism 5® was used

for all analyses.

Results
The water (a) and food intake (b) during the experimental period are displayed in the figure 1. Despite
the training condition the water intake was about 10-fold higher and food intake about 2.5-fold higher in the

diabetic groups.
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Fig. 1 (a) Water and (b) food intake evaluation. Data are mean + SE * different from control groups

(P<0.05)

Hepatic glycogen was significant lower in the diabetic groups compared to the control groups ~40%,

figure 2.
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Fig. 2 Hepatic glycogen concentration. Data are mean + SE * different from SC, # different from TC
(P<0.05)

Skeletal muscle glycogen analysis revealed training effect despite the disease ~50%. Diabetic rats

presented similar glycogen concentrations compared to respective controls as shown in figure 3.
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Fig. 3 Skeletal muscle glycogen concentration. Data are mean + SE * different from SC, # different

from TC (P<0.05)

The stomach glycogen concentration did not presented difference between the groups, figure 4.

Fig. 4 Stomach glycogen concentration. Data are mean + SE

Brain glycogen did not presented difference between the groups, figure 5.
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Fig. 5 Brain glycogen concentration. Data are mean + SE

Discussion

Given the glucose metabolic disturbance provoked by type 1 diabetes, the present study sought to
evaluate the relationship of physical exercise, a well-known promoter of glycogen storage in muscle, and the
glycogen concentrations in the brain and different tissues.

The hepatic analysis revealed a significant depletion of the glycogen in the diabetic groups. According
to Lenzen [17] this hepatic glycogen depletion is a consequence of the impaired capacity of uptake glucose
started at the phase three post alloxan diabetes induction. Gold [20] observed that alloxan-induced diabetes
diminishes the glycogen synthase activity in the liver. This enzyme is a limiting regulator of glycogen synthesis
in the liver as much as in the muscle [21]. This result also confirms the model adopted as able to influence the
glycogen content in sensitive tissues.

Increased muscle glycogen concentration, in the present study, is an indicative that the physical exercise
program employed was appropriate. Additionally, it reinforces that the range of glycogen content gain, due to
physical training, is not affected by diabetes. Nakatani et al., [15] submitted rats to swimming training during
five weeks and observed increasing glycogen concentrations after 24 and 48 hours after the training session. The
authors associated this result to 50% increase in GLUT-4 and hexokinase activity.

Perseghin et al. [22] investigated the rate of incorporation and glycogen concentrations in insulin
resistant individuals after physical training. At baseline the glycogen concentrations were similar to the health
control, but the synthesis rate was 63% slower in the insulin resistant group. After one exercise session the
synthesis rate increased 69% reaching 102% after six weeks of training, the control group increased 62% after
one session and 97% at the end of training. These results show that both groups respond to training effects,
despite differences in the absolute value of synthesis rate.

The alloxan-induced diabetes model promoted polyphagia and polydipsia, symptoms of diabetes. This
behavior implies in increased stomach activity. However, differently of muscle cells this increased stomach
recruitment did not lead to augmented glycogen storage. The role of the glycogen in the stomach in not yet fully

understood.
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Given the glucose uptake independent of insulin in the brain, the present study investigated whether the
hyperglycemia and/or physical exercise would lead to alterations in the brain glycogen concentrations. However,
no differences were observed corroborating the results of Matsui et al. [7] which described no differences in the
brain glycogen concentrations in sedentary and trained rats after exercise sessions up to 120 minutes.

Recently, it has been shown that glycogenolysis is an important event allowing astrocytic uptake of K*
during neuronal stimulation. Additionally, Herzog et al. [23] evaluated the brain glycogen concentrations after
acute or recurrent hypoglycemia episodes in rats, simulating the situation commonly observed in type 1 diabetes
patients. The authors described that after one single hypoglycemia episode there was a significant reduction of
glycogen concentrations in the cerebellum, cortex and hypothalamus compared to controls. After 24 hours the
glycogen concentrations returned to the baseline values and there was no evidence of supercompensation.
Similar results were described for Morgenthaler et al. [2006] with reduction of the brain glycogen under
hypoglycemia in rats. It was proposed that glycogenolysis would act for neuroprotection.

It is interesting to notice that the brain is protected against diabetes-induced glycogen depletion, but
also does not present supercompensation under hyperglycemia or exercise effects. It may be speculated that keep
the concentration under fine control is important to proper central nervous system functioning.

In conclusion, diabetic condition does not impair the skeletal muscle ability of glycogen
supercompensation under a physical training program. However, the brain glycogen concentration in rats with
alloxan-induced diabetes is not affected by physical exercise or the disease. Further studies should investigate

how the brain is able to keep the glycogen content homeostasis under diabetes condition.
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