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RESUMO

O exercicio tem sido recomendado na prevengao do diabetes mellitus nao insulino
dependente (NIDDM), mas os mecanismos envolvidos nessa intervengao ainda ndo sao
bem conhecidos. Modelos experimentais oferecem oportunidade para o estudo dessa
questao. Ratos induzidos com streptozotocina no periodo neonatal tém sido empregados
como modelo de NIDDM, porém, pouco se sabe sobre o modelo de diabetes neonatal
induzido por aloxana. Na busca de um modelo experimental adequado a estudos sobre o
papel do exercicio na prevencado do diabetes, o presente estudo foi delineado para
analisar os efeitos do treinamento fisico sobre a evolugao do quadro diabético em ratos
submetidos a aplicacdo neonatal com aloxana. Para tanto, ratos recém nascidos (6 dias)
receberam aloxana (250 mg/kg de peso corporal) via intraperitoneal. Como controles
foram utilizados ratos injetados com veiculo (tampao citrato). Metade dos animais foi
submetida ao treinamento por natagdo 1hora/ dia, 5 dias/semana com sobrecarga de 5%
do peso corporal, a partir do desmame. Apés o desmame ( 28 dias), ndo foram
observadas diferencas entre os grupos em relagao a glicemia e a insulinemia de jejum.
Aos 60 dias de idade, a glicemia de jejum foi menor no grupo que recebeu aloxana
submetido ao treinamento em relagdo ao sedentario correspondente. A tolerancia a
glicose dos ratos que receberam aloxana mostrou-se menor do que a dos controles, tanto
aos 28 quanto aos 60 dias, visto que a area sob a curva glicémica durante o teste de
tolerancia a glicose oral (GTTo) foi maior nos primeiros (aloxana) que nos ultimos
(controle). O exercicio fisico atenuou a alteragdo provocada pela aloxana. Com relagdo a
sensibilidade a insulina (HOMA), nao foi encontrada diferenca entre os grupos tanto aos
28 quanto aos 60 dias. Notou-se, porém, tendéncia a diminuicdo dos valores nos grupos
treinados sugerindo sensibilidade a insulina ligeiramente aumentada nestes animais. Foi
possivel perceber a eficacia do treinamento em melhorar o condicionamento aerébio dos
animais, visto que a lactacidemia dos grupos treinados foi inferior a dos sedentarios.
Analisando os teores de insulina pancreatica observaram-se maiores valores no grupo
aloxana treinado (AT) quando comparado ao aloxana sedentario (AS) demonstrando a
eficacia do exercicio no restabelecimento dos estoques de insulina. A secrecdo de
insulina por ilhotas isoladas estimulada por glicose aumentou em todos os grupos quando
a concentragéo de glicose passou de 2,8mM para 16,7mM. De modo geral os valores dos
grupos aloxanicos foram inferiores aos dos controles. Em concentragdes supra-
fisiologicas (8,3mM) o grupo controle treinado (CT) mostrou secre¢cdo mais baixa que o
controle sedentario (CS). O oposto foi observado entre os grupos aloxana. As analises
realizadas do metabolismo da glicose no musculo séleo isolado dos animais (oxidagéo e
captacao de glicose além da sintese e concentragdo de glicogénio), ndo apresentaram
diferencas entre os grupos. Com relagao ao perfil lipémico foram observadas diferencas
apenas nos teores de trigliceridios. O grupo controle sedentario (CS) apresentou maiores
valores que os grupos controle treinado (CT) e aloxana sedentario (AS). Os resultados
obtidos comprovam a eficacia da aplicacdo neonatal aloxana na instalacdo de
caracteristicas do diabetes e a importancia do exercicio fisico na prevencao dessas
alteragdes.

Palavras chave: Ratos neonatos, aloxana, diabetes mellitus, exercicio fisico.
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FIGURA 3: Ingestao alimentar dos animais do desmame (28 dias) ao final do
experimento (60 dias). Resultados expressos como média + desvio padrdo; n=10
animais por grupo. CS=controle sedentario; CT=controle treinado; AT=aloxana
treinado; AS=aloxana sedentario. (diferenca significativa ANOVA bifatorial,
P<0,05). C=CS8X G-ttt e et e e e e e e en e e eneeeeeneeeea

FIGURA 4: Ingestdo hidrica dos animais do desmame (28 dias) ao final do
experimento (60 dias). Resultados expressos como média t+ desvio padréo;
n=10 animais por grupo. CS=controle sedentario; CT=controle treinado;
AT=aloxana treinado; AS=aloxana sedentario. (diferenga significativa ANOVA
bifatorial, P<0,05). C=CSX CT....ouiiieiiiiee ettt e

FIGURA 5A E 5B: Glicose sérica (A) e area sob a curva de glicose sérica(B)
dos animais durante teste de tolerancia a glicose realizado ao desmame (28
dias). Resultados expressos como média = desvio padrdo;n= 10 animais por
grupo. Grupos: Controle e Aloxana. Os resultados do teste foram analisados
pelo calculo da area sob a curva (AG). *Diferenga significativa T-Student,
O 0L =T o I~ F= Vo= o J= o T

FIGURA 6 A E 6 B: Glicose sérica (A) e area sobre a curva de glicose sérica (B)
dos animais durante teste de tolerancia a glicose realizado aos 60 dias.
Resultados expressos como média £ desvio padrao;n= 12 animais por grupo.
CT= controle treinado; AT= aloxana treinado; CS= controle sedentério; AS=
aloxana sedentério. Os resultados do teste foram analisados pelo célculo da
area sob a curva (AG). (diferenga significativa, ANOVA bifatorial, P<0,05). b=
ASX AT; C=CSX CT;d =CSX AS...o ittt et e

FIGURA 7: Lactato sanguineo dos animais durante teste de esforgo realizado ao
final do treinamento para verificar efeito do exercicio. Resultados expressos
como média * desvio padrdo; n= 10 animais por grupo. Grupos CS=controle
sedentario; CT=controle treinado; AT=aloxana treinado; AS=aloxana
sedentario.(diferenga significativa, ANOVA bifatorial, P<0,05)........cccccceeiiinanneen.
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FIGURA 9: Teor de Insulina Pancreatica dos animais apés sacrificio (60 dias).
Resultados expressos como média + desvio padrdo; n= 5 animais por grupo.
CS= controle sedentario; CT= controle treinado; AS=aloxana sedentario;
AT=aloxana treinado. (diferenga significativa ANOVA bifatorial, P<0,05) b=ASx

FIGURA 10: Secregao estatica de insulina pelas ilhotas pancreaticas isoladas
frente a diferentes concentragdes de glicose (2,8; 5,6;8,3;11,1; 16,7mM) apéds o
sacrificio (60 dias). Resultados expressos como média + desvio padrdao; n= 6
animais por grupo. CS= controle sedentario; CT= controle treinado; AS=aloxana
sedentario; AT=aloxana treinado. (diferenga significativa ANOVA bifatorial,
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1. INTRODUGAO

Devido a mudanca do estilo de vida incluindo fatores como dieta de alto indice
calérico e inatividade fisica, nos ultimos anos tem ocorrido aumento da prevaléncia do
diabetes mellitus tipo 2 (ADA, 2008). O Diabetes Prevention Program (KNOWLER et al.,
2002), relatou uma redugédo de 58% na incidéncia de diabetes melllitus tipo 2 frente a
modificagdo de hdabitos alimentares e a pratica de atividade fisica. Tais fatores
extrinsecos, dieta balanceada e exercicio fisico regular, sdo essenciais ao adequado
funcionamento do corpo humano e influenciam nas estatisticas de mortalidade.

Atualmente o exercicio fisico regular tem sido altamente recomendado na
prevencao e na reabilitacdo de doencgas cardiorespiratorias, osteoporose, diabetes e no

combate ao estresse.

Particularmente, no tratamento do diabetes mellitus ndo insulino-dependente
(NIDDM) a pratica regular do exercicio fisico tem sido considerada fundamental na
prevencao desta doenca (KNOWLER et al., 2002; LINDSTROM et al., 2003; LI et al.,
2002). Tal intervengdo, comprovadamente, melhora a tolerdncia a glicose e reduz a
resisténcia a insulina. Faltam, no entanto, evidéncias diretas quanto ao efeito preventivo
do exercicio sobre a instalacdo do quadro de NIDDM, uma vez que este tipo de pesquisa
€ de dificil execugdo em seres humanos. Nesse contexto, modelos de animais

proporcionam condi¢ées mais adequadas ao estudo dessa questao.



Portha et al. (1989) descreveram um modelo experimental de diabetes neonatal
em ratos Wistar através da aplicagdo de streptozotocina no dia do nascimento. Nesse
modelo foi demonstrado que a hiperglicemia é transitéria. Os valores glicémicos retornam
ao normal apds a primeira semana de vida, com recuperagao da produgéo de insulina e
da massa de células B. Isso caracteriza um modelo de NIDDM em ratos, no qual os
animais experimentais apresentam boa sobrevida (PORTHA et al., 1989).

Posteriormente, Kodama et al. (1993) desenvolveram um outro modelo, através da
substituicdo da streptozotocina por aloxana. Nesse estudo a aloxana foi administrada aos
2,4 ou 6 dias de vida. Quando analisados aos 60 dias de idade, os ratos que receberam
aloxana no 2° dia de vida apresentaram glicemia, no estado alimentado, ligeiramente
superior a de ratos controle, enquanto que aqueles que receberam a droga nos 4° e 6°
dias mostraram glicemia significativamente maior que a dos controles. Os autores
consideraram o modelo util aos estudos sobre complicagdes crbnicas do diabetes.
Contudo, salientaram que mais estudos sao necessarios para determinar se 0 mesmo
também tem caracteristicas de NIDDM, como verificado no modelo streptozotocina
neonatal. Oliveira et al. (2004) analisaram glicemia de jejum assim como tolerancia a
glicose em ratos de ambos os sexos aos 30, 60, 90 dias de idade, que receberam
aplicacao de aloxana aos 2 dias de vida. A glicemia de jejum nao foi diferente da de ratos
controles em nenhum momento. Dessa forma, as informagdes existentes na literatura
quanto a evolugdo do diabetes induzido pela administragdo neonatal de aloxana sao

controvertidas.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Analisar os efeitos do treinamento fisico sobre a evolugdo do diabetes em ratos
submetidos a aplicagdo neonatal com aloxana, para caracterizar um modelo experimental

adequado a estudos do papel do exercicio na prevencao do diabetes.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar, em ratos submetidos a administragdo neonatal com aloxana, associada ou
nao ao treinamento fisico:

- Glicemia e insulinemia de jejum;

- Tolerancia a glicose e sensibilidade a insulina;

- Lactato sanguineo;

- Metabolizagédo da glicose pelo musculo esquelético;

- Secrecgao de insulina por ilhotas pancreaticas isoladas.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Diabetes Mellitus

Diabetes € um grupo de desordens metabdlicas caracterizada por hiperglicemia
resultante da deficiéncia parcial ou total na secrec¢édo de insulina ou de uma agao inefetiva
da insulina nos tecidos periféricos e hepaticos (captacao da glicose periférica e hepéatica)
(SNOWLING; HOPKINS, 2006). Desta forma, existem duas formas bdasicas da doenca, o
diabetes mellitus insulino-dependente, e o diabetes mellitus ndo insulino-dependente.

O diabetes mellitus tipo 1, ou diabetes mellitus insulino-dependente (IDDM) é uma
doenga autoimune multifatorial, cuja susceptibilidade é determinada por uma combinagao
de fatores genéticos e ambientais (ROSSINI, 2004). Essa doenga € caracterizada por
uma hiperglicemia crbnica e pelo desenvolvimento de patologias vasculares especificas
(BROWNLEE, 2001). Neste tipo de diabetes, ha destruicdo, mediada pelas células T, das
células secretoras de insulina das ilhotas pancreéticas (células beta). Esse processo
destrutivo leva a severa deplegao de insulina, sendo necessaria a administragao exégena
do horménio (KELLY et al., 2003).

O diabetes tipo 2 ocorre mais lenta e tardiamente do que o tipo 1 e é considerado
nao insulino dependente (NIDDM). O NIDDM se caracteriza pela resisténcia a insulina o
que leva a um quadro hiperglicémico caracteristico (HAYASHIA et al., 2006). O NIDDM
representa cerca de 90% de todos os diabéticos e pode ser desencadeado por varios

fatores tais como a obesidade, dieta hipercalérica e falta de atividade fisica (IVY et al.,



1999). Considerando os diferentes estilos de vida, Oldroyd et al. (2006), avaliou o
desencadeamento do diabetes tipo 2 e concluiu que a mudanga no estilo de vida resulta
em melhora nos niveis de obesidade, sensibilidade a insulina e diminuicao dos fatores de
riscos cardiovasculares, evidenciando a necessidade da pratica diaria de atividades
fisicas.

Com relagdo a obesidade, sabe-se que 0 excesso de acidos graxos inibe a
biossintese e a secrecao de insulina pelas células beta e interfere em agdes mediadas por
esse horménio, sendo relacionado com o quadro de resisténcia periférica nesta patologia

(BOUCHARD; DESPRES, 1989; CARPINELLI et al., 2002; YANEY et al., 2003).

3.2 Alteracoes metabdlicas no Diabetes Mellitus

A hiperglicemia é caracteristica de ambos os tipos de diabetes (IDDM e NIDDM) e
leva aos principais sintomas da doenga. As elevagdes das cargas filtradas e excretadas
de glicose pelos rins, provocam glicosuria e diurese osmética. Uma vez que o efeito
osmotico impede a reabsor¢ao do liquido, aparece politria, resultando em desidratacéao e,
consequentemente, polidipsia.

Hiperglicemia cronica é toxica e causa danos micro e macrovasculares sérios (LEE
et al., 2005; STETTLER, 2006). Como conseqiéncia, a patologia microvascular no
diabetes € uma das principais causas de cegueira, doenca renal em estagio final e uma
variedade de neuropatias debilitantes. O diabetes também esta associado a doenga
macrovascular aterosclerética, afetando artérias que suprem coragdo, cérebro e
extremidades inferiores. Pacientes diabéticos correm risco maior de sofrer infarto do
miocéardio, derrame e amputacdo de membros (BROWNLEE, 2001), uma vez que as

complicac6es desta doenca sao fortemente correlacionadas com o tempo de duragao da



mesma. Os pacientes insulino-dependentes, cuja patologia se desenvolve mais cedo, sao
os mais atingidos. Conforme Portuese et al. (1995), a doencga cardiovascular € a principal
causa de morte no IDDM.

Existem quatro principais hipéteses sobre o0s mecanismos pelos quais a
hiperglicemia causa as complica¢des no diabetes: fluxo aumentado na via poliol, aumento
da formacdo de produtos finais de glicosilacdo avangada, ativagdo das isoformas da
proteina kinase C, e aumento do fluxo na via das hexosaminas. Recentemente foi
descoberto que, cada um dos quatro mecanismos patolégicos diferentes, refletem um
simples processo induzido pela hiperglicemia: a excessiva produgao de superdxido pela

cadeia de transporte de elétrons (BROWNLEE, 2001).

O diabetes desencadeia também importantes alteracées no metabolismo protéico
em fungéo do hipoinsulinismo, levando a um estado catabdlico. Uma discreta alteracdo no
equilibrio entre sintese e degradacao de proteina pode exercer profundo efeito, em longo
prazo, sobre a viabilidade e metabolismo das células. Alteragbes na sintese e na
degradagao de proteinas podem ainda, afetar negativamente o reparo de tecidos apos
lesbes ou infecgcdes (CHARLTON; NAIR, 1998).

A deficiéncia de insulina causa, ainda, outra alteragdo metabdlica significativa: o
aumento da degradacao e oxidacdo de gordura, resultando em excessiva producao de
cetonas (KELLY et al., 2003). A cetoacidose diabética € um outro fator que pode levar a

morte nessa patologia (PORTUESE et al., 1995).



3.3 Exercicio e desenvolvimento do Diabetes Mellitus

A inatividade fisica € um fator que pode desencadear o diabetes tipo 2. Estudos
epidemiolégicos evidenciam que o nivel de atividade fisica mostra-se inversamente
correlacionado com a incidéncia do diabetes, independentemente da obesidade
(BORGHOUTS; KEIZER, 2000). Recentemente Fritz et al. (2006), observaram em seu
estudo com humanos, que o treinamento fisico reduziu o quadro hipertensivo e melhorou
a sensibilidade a insulina em pacientes diabéticos tipo 2. Manson et al. (1991) mostraram
que o risco de mulheres engajadas em algum tipo de exercicio no minimo uma vez por
semana desenvolverem este tipo de diabetes é 33% menor que em mulheres sedentarias.
Além disso, estudos realizados por Kuwajima et al. (1999), utlizando animais
geneticamente modificados (ratos que desenvolvem obesidade e intolerancia a glicose
com 10 semanas de idade), também evidenciaram o efeito profilatico da atividade fisica
com relacdo ao desenvolvimento de NIDDM. A incidéncia cumulativa de NIDDM em
animais do grupo sedentario foi de 30, 67 e 78% em 10, 16 e 24 semanas de idade,
respectivamente. Por outro lado, no grupo treinado a incidéncia desta patologia

permaneceu nula durante todo o periodo experimental.

3.4 Tratamento do Diabetes Mellitus

O tratamento para o diabetes mellitus insulino-dependente inclui administracao
exogena de insulina, dieta e educagdo. Ja o tratamento basico dos diabéticos NIDDM
inclui a administracdo de hipoglicemiantes orais, dieta e o exercicio, para reduzir 0 peso
corporal e auxiliar no controle da glicemia (KELLEY; GOODPASTER, 1999; GALLEN,
2003; ZINMAN et al., 2003). Além destas, os hormdnios incretinas, tem sido utilizados

como forma de tratamento do NIDDM. As incretinas sao horménios produzidos pelo trato



gastrointestinal e liberadas quando da entrada de nutrientes no intestino. O hormdnio
incretina predominante € o peptidio 1 tipo glucagon (GLP-1). Além de estimular a
secrecao de insulina o GLP-1 suprime a liberacdo de glucagon, melhora a sensibilidade a
insulina e reduz o consumo de alimentos (CHACRA, 2006), evidenciando assim, a
importancia destes no tratamento do diabetes mellitus tipo 2. Esses cuidados permitem
aos pacientes manterem uma vida normal e produtiva. Entretanto, uma significativa
porgdo dos portadores dessa doenga eventualmente desenvolve complicagdes no
decorrer do tempo que, se ndo tratadas, levam progressivamente a uma piora do quadro
diabético, diminuindo a expectativa e qualidade de vida dessas pessoas (EIZIRIK, 1995;

KELLY et al., 2003).

O emprego do exercicio periddico e programado € um dos mais fortes elementos
dessas associagbes terapéuticas, principalmente quando agregado a dietoterapia
(CONLEE, 1987). A otimizagdo dos métodos de andlise bioquimica é outro aliado no
controle metabdlico do diabetes, ao favorecer avaliagbes rapidas. Isso propicia retorno
rapido e preciso, a ponto de permitir alteracdo das variaveis empregadas em uma sessao
terapéutica de exercicio, onde a via glicolitica, bem como o ciclo glicose-acido graxo,
sofrem interferéncias constantes da intensidade e duracao do exercicio.

Por outro lado a intensidade e a periodicidade a ser prescrita para a pratica do
exercicio fisico sdo ainda motivos de divergéncias entre pesquisadores da area. Outro
agravante é a auséncia de evidéncias diretas quanto ao efeito preventivo do exercicio
sobre a instalacdo do quadro do NIDDM, uma vez que este tipo de pesquisa é de

execucao mais dificil.



3.5 Diabetes Mellitus experimental

Diabetes quimicamente induzido em animais tem sido amplamente empregado
como modelo experimental para os estudos das complicacbes causadas pelo diabetes
(SRINIVASAN; RAMARAO, 2007). Streptozotocina (STZ) é a droga mais popular para a
indugéo do diabetes em ratos. A administracdo de STZ em ratos adultos produz diabetes
severo, necessitando muitas vezes, de administracdo de insulina quando os ratos
precisam sobreviver por longo periodo (RERUP, 1970). Por outro lado, ratos recém
nascidos tratados com STZ desenvolvem hiperglicemia leve a moderada na idade adulta,
assemelhando-se ao NIDDM (PORTHA et al., 1989). Embora ambos os tipos de diabetes
induzidos pela STZ sejam amplamente utilizados, existem alguns problemas para
experimentos crénicos, especialmente recuperagdo espontdnea da hiperglicemia pelo
desenvolvimento de insulinoma funcionante (STEINER et al.,, 1970; YAMAGAMI et al.,
1985; IWASE et al., 1991) e alta incidéncia de tumores no figado e nos rins (ARISON;
FEUDALE, 1967; MAUER et al., 1974; IWASE et al., 1989). Esses problemas sao devido
a forte acdo oncogénica da STZ (KASUMI et al., 1978). Ja a aloxana, uma droga mais
antiga que a STZ, tem pequena agao oncogénica (YAMAGAMI et al., 1985), mas € menos
empregada que esta, devido as dificuldades mostradas por alguns grupos de pesquisa em
induzir o diabetes e manter os animais em boas condigdes. Em nossos laboratérios,
muitas dessas dificuldades foram superadas devido ao aprimoramento na técnica de
administracao da droga (LUCIANO, 1991), de forma que nas ultimas duas décadas temos
conseguido induzir o diabetes e manter os animais em boas condi¢ées por longos

periodos (MELLO; LUCIANO, 1995; LUCIANO; MELLO, 1998).

A aloxana possui um efeito seletivamente tdxico sobre as células beta das ilhotas

de Langerhans, no pancreas (MROZIKIEWIC et al., 1994). A acao citotoxica deste agente
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diabetogénico é mediada por espécies reativas de oxigénio. Aloxana e o produto desta
reducdo, acido dialurico, estabelecem um ciclo redox com a formacdo de radicais
superéxido. A acao de espécies reativas de oxigénio simultaneamente com o aumento da
concentracdo de célcio no citosol causa rapida destruicdo das células beta
(SZKUDELSKI, 2001). Lenzen e Panten (1988) citam em seus estudos que no modelo
experimental de diabetes aloxanico, os animais apresentam sintomas semelhantes aos
encontrados no diabetes mellitus em humanos, tais como perda de peso corporal,
polidipsia, polidria, glicosuria, cetonuria, hiperglicemia e cetonemia. Embora os
mecanismos pelos quais isso ocorre ndo sejam totalmente conhecidos, acredita-se que
haja envolvimento de rea¢des mediadas por radicais livres que, como se sabe, danificam
as células e provocam a ocorréncia de doencas auto-imunes (MROZIKIEWIC et al.,

1994).

Na ultima década acumularam-se evidéncias, a partir de dados experimentais
obtidos em estudos “in vivo “e” in vitro “, de que células beta das ilhotas pancreaticas sao
capazes de se recuperar apdés danos (EIZIRIK et al., 1993), especialmente quando
provenientes de organismos jovens. Tendo por base esta informacdao, Kodama et al.
(1993) desenvolveram um modelo de diabetes menos severo através da administracao
neonatal de aloxana em ratos. Esses autores constataram que a diabetogenicidade da
droga aumentou a medida que a idade da administracao avangou do segundo para o
sexto dia de vida e que a hiperglicemia observada persistiu por um ano com taxa elevada
de sobrevivéncia. Ainda conforme os mesmos autores, mais estudos sdo necessarios
para verificar se esse modelo apresenta ou nao caracteristicas de NIDDM.

Oliveira et al. (2004) analisaram glicemia de jejum assim como tolerancia a glicose

e sensibilidade a insulina em ratos de ambos o0s sexos aos 28, 60, 90 dias de idade, que



11

foram tratados com aloxana aos 2 dias de vida. A glicemia de jejum nao foi diferente da
de ratos controles em nenhum momento. Aos ratos tratados com aloxana mostraram-se
intolerantes a glicose aos 28 e 60 dias. Este quadro regrediu espontaneamente aos 90
dias.

Dados mais recentes de nosso grupo de pesquisa (RIBEIRO et al., 2005)
mostram, ainda, que ilhotas pancredticas isoladas de ratos tratados com aloxana aos 60
dias de vida, apresentam redugdo da secrecdo de insulina quando estimulados por
concentracdes fisiologicas (5,6mM) e supra fisiolégica (16,7mM) de glicose quando
comparadas as ilhotas do grupo controle aos 60 dias de idade. Além disso, mostraram
valores de area sob a curva de glicose, durante teste de tolerancia a glicose, maiores que
o grupo controle tanto aos 28 quanto aos 60 dias de idade. Assim, as informagbes
existentes na literatura quanto a evolugao do quadro diabético induzido pela aplicagao

neonatal de aloxana parecem controvertidas e merecem mais investigagao.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Animais

Foram utilizados ratos adultos (90 dias) da linhagem Wistar, machos e fémeas,
provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual Paulista - UNESP- Campus de
Botucatu. Os ratos foram mantidos no Biotério do setor de Biodindmica do Departamento
de Educagéo Fisica da UNESP - Campus de Rio Claro em sala com temperatura mantida
em 25 + 1° C e foto periodo claro/escuro de 12/12 horas com as luzes acesas das 6:00 as
18:00hs, tendo livre acesso a agua e ao alimento (racdo balanceada para roedores -
Purina®). Todos os experimentos com animais foram realizados de acordo com a
European Convention for the Protection of Vertebrate Animals used for Experimental and

other Scientific Purposes (Concil of Europe N° 123, Strasbourg 1985).

4.2 Cruzamento dos Animais

Para o cruzamento foi empregado o método de harém, 4 Fémeas e 1 macho,
colocados por uma noite em gaiolas coletivas. A confirmacao da cobertura foi feita pela
presenca de espermatozéides em esfregago vaginal realizado na manha seguinte. As
fémeas cobertas foram colocadas em gaiolas individuais até o nascimento dos filhotes. Os

machos foram descartados.



13

4.3 Aplicacao neonatal de aloxana

A aplicacdo neonatal com aloxana em ratos neonatos leva a recuperagdo da
producéo de insulina e da massa de células beta caracterizando um modelo de diabetes
néo insulino-dependente. Assim aos seis dias de idade os filhotes machos, com peso
médio (g) equivalente a 11,9 +1, 2, receberam injegao intra-peritoneal (250mg/Kg de peso
corporal) de aloxana monoidratada dissolvida em tampao citrato 0,01M, pH 4,5
(LUCIANO; LIMA, 1997), apds jejum de 16 horas. Como controles foram utilizados ratos
(da mesma idade e sexo) injetados com veiculo (tampao citrato). Em seguida, as crias

foram distribuidas de forma que cada mde amamentasse 8 filhotes.

4.4 Grupos Experimentais

Apds o desmame (28 dias) os filhotes compuseram 4 grupos, que permaneceram

em observacgao até os 60 dias de idade:
- Controles (C): ratos injetados com tampéao citrato;

- Controles treinados (CT): ratos injetados com tampéao citrato e submetidos ao

treinamento fisico;
- Aloxana (A): ratos injetados com aloxana;

- Aloxana treinados (AT): ratos injetados com aloxana e submetidos ao

treinamento fisico.
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4.5 Treinamento fisico

Os animais realizaram uma semana de adaptacdo que consistiu em:
primeiramente, foram submetidos a um reconhecimento do meio aquatico por 15 minutos;
no dia seguinte aumentou-se o nivel de agua e realizaram natagao durante 15 minutos; no
3° dia foram colocados para realizar natagdo ao nivel de agua que treinariam durante o
experimento durante 25 minutos; no 4° dia treinaram durante 30 minutos com a carga
(atada ao dorso) equivalente a 3% do peso corporal; no 5 ° dia de adaptacdo a sessao foi
de 40 minutos com carga equivalente a 5% do peso corporal. E assim foram iniciadas as
quatro semanas de treinamento.

Os animais dos grupos treinados foram submetidos, do desmame aos 60 dias, a
natagédo, 1 hora/dia, 5 dias por semana, em tanques coletivos, suportando sobrecarga de
5 % do peso corporal, atada ao dorso. A temperatura da agua foi controlada, sendo
mantida em 31° C + 1° C, durante a realizacdo do exercicio, por ser considerada
termicamente neutra em relagdo a temperatura dos ratos (AZEVEDO, 1994; PAULI,
2005). As sessbes tinham inicio as 14 horas. Esse protocolo foi selecionado por

representar exercicio aerdbio moderado para ratos (GOBBATO et al., 2001).

4.6. AVALIACOES

4.6.1 Avaliacoes efetuadas antes do sacrificio

Todos os animais tiveram peso corporal, ingestdo alimentar e hidrica registrada

uma vez por semana. Além disso, foram submetidos as seguintes avaliagoes:
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4.6.2 Glicemia e insulinemia

A verificagdo dos efeitos da aplicagdo neonatal com aloxana foi efetuada nos
animais apés o desmame (28 dias) e repetida aos 60 dias de idade, pela determinacao da
glicemia (NOGUEIRA et al, 1990) e insulinemia (HERBERT, 1965) de jejum de 15 horas e
glicemia determinada 30 minutos apds a administracdo de solucdo de glicose (2,0 g/kg

p.c.), por sonda oro-gastrica.

4.6.3 Teste de tolerancia a Glicose oral (GTTO)

Foi realizado ap6s 15 horas de jejum, com os animais aos 28 e 60 dias de idade.
Os animais foram moderadamente anestesiados com éter etilico e realizou-se uma
primeira coleta de sangue através de corte na extremidade da cauda do animal (tempo
zero). Em seguida, uma sonda de polietileno foi introduzida no estémago, p6r via oral, e
uma solucao de glicose de 20% (2 g/Kg de peso corporal) foi administrada. Amostras de
sangue foram coletadas apds 30,60 e 120 minutos da administracdo da glicose, com
capilares heparinizados e calibrados para 25 pL. A determinacdo da glicemia foi realizada
pelo método de glicose oxidase (NOGUEIRA et al., 1990). Foram calculadas as areas sob
as curvas de glicemia durante o teste pelo método trapezoidal (MATHEWS et al., 1990),

utilizando o Software ORIGIN 6.0 (1999).
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4.6.4 Sensibilidade a insulina

Para estimar a sensibilidade a insulina dos animais aos 28 e 60 dias de idade foi
usado o “Homeostasis Model Assessment” (HOMA). O indice HOMA de sensibilidade a
insulina foi calculado com a férmula: Insulina sérica de jejum X glicose sérica de jejum /
22.5. Por esse método, indices HOMA elevados denotam baixa sensibilidade a insulina

(resisténcia a insulina) (BONORA et al., 2000).

4.6.5 Teste de esforco

Para avaliar o efeito do treinamento foi realizado um teste de esforgo na ultima
semana de exercicio. Foram coletadas amostras sanguineas (25uL) em capilares
heparinizados para andlise da concentracao de lactato sanguineo. O teste teve duracao
de 20 minutos. O sangue era coletado em repouso € a cada 5 minutos de exercicio,
através de corte na extremidade distal da cauda do animal. A dosagem do lactato foi

realizada pelo método enzimatico (ENGELS; JONES, 1978).

4.6.6 Avaliacoes efetuadas apos o sactrificio

4.6.7 Sacrificio dos animais
Aos 60 dias de idade, todos os animais foram sacrificados por decapitacao (sem
jejum prévio) decorridas 48 horas dos testes de tolerancia a glicose e/ou 48 horas apds a

Ultima sessao de treino, para a obtencao de material biolégico.
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4.6.8 Avaliacoes no sangue
Amostras de sangue foram coletadas para verificacdo dos teores de Glicose
sérica, Trigliceridios (TG), Colesterol total, Lipidios totais, Acidos graxos livres, Proteinas

totais (NOGUEIRA et al., 1990) e Insulina (HERBERT et al., 1965).

4.6.9 Metabolismo da Glicose no musculo soéleo isolado

Fatias longitudinais do musculo (25 - 35mg) foram colocadas em frascos de
cintilagdo com capacidade de 20ml siliconizados, contendo 1,5 ml de tampao Krebs -
Ringer bicarbonato. Os frascos foram fechados com tampas de borracha, selados com
anel plastico e submetidos a 30 minutos de pré-incubacao sob agitacdo em banho tipo
Dubnoff a 60 rpm e continuo gaseamento com O,/CO, (95%/5%). Apds esse periodo, as
fatias do musculo foram transferidas para novos frascos de cintilagdo (frasco externo) em
cujo interior foram instalados pequenos tubos em forma de concha (frasco interno) com
uma haste reta de aproximadamente 3 cm de comprimento que se insere nas tampas de

borracha do frasco externo (Figura 1).
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Figura 1: Fotografia dos frascos de cintilagéo interno e externo (A). Os dois itens juntos,
fechados com tampa de borracha e o anel plastico (B).

Cada frasco externo continha 1,5 ml de tampé&o Krebs-ringer e cada frasco interno,
700ul de hiamina10x. Apés 60 minutos de incubagao nesse sistema, com gaseamento
durante os 15 primeiros minutos, foram adicionados 100ul de &cido tricloroacético (TCA)
25% ao frasco externo, visando a liberacdao de CO,. A preparacao foi mantida por mais 3
horas no sistema, porém com a fatia do musculo fora do alcance da solugdo com TCA.
Decorrido esse tempo, 200ul do liquido contido no frasco interno foram retirados para a
determinagao do CO, produzido. A fatia de musculo imediatamente digerida em 0,5 ml de
KOH para extragdo (SUORGREEN et al., 1938) e dosagem (DUBOIS et al., 1956) do
glicogénio muscular. A temperatura na pré-incubacgéo e incubacéo foi de 37° C.

O tampao Krebs-Ringer, base dos meios de pré-incubagcdo e incubagao, é
constituido de: NaCl 0,6%, NaHCO; 0,19%, HEPES 6,64mM, KCI 0,032%, CaCl, 1,14nM,
KH,PO4 0,015%, MgSO, 0,03%. A solugao assim preparada foi gaseada durante 20 a 30

minutos em O,/CO, (95%/5%) e o pH ajustado a 7,4. A esta solugéo foram adicionados 20
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volumes de albumina sérica bovina livre de gordura. Ao meio de pré-incubagédo foi
adicionado piruvato de so6dio para concentragdo de 5mM. Ao meio de incubagao, foi
adicionada glicose (5,5mM) contendo [U-'*C] glicose ( 0,25 uCi/ml), [3H] 2-deoxiglicose
(2DG=0,5uCi/ml) e insulina (100uUl/ml). Feitas as adigdes, o pH foi ajustado a 7,4 e os
meios transferidos para os frascos que foram selados e equilibrados no banho a 37° C
sob gaseamento em O,/CO, (95%/5%) durante pelo menos 15 minutos. Fatias do mesmo
musculo foram utilizadas, com peso semelhante aquelas incubadas, para determinagao
da concentracao controle de glicogénio.

Foram avaliadas captagdo de glicose, utilizando-se a 2 DG como marcador, e
incorporagdo do '“C a glicogénio (sintese), medindo-se a radioatividade do 3H da 2 DG
'“C da glicose, respectivamente, através de contador de particula beta. Para a estimativa
da glicose oxidada (producdo de CO,), foi determinada a radioatividade do 'C presente

no liquido (hiamina) coletado do frasco interno do sistema de incubagéo.

4.7.0 Secrecao de insulina por ilhotas isoladas

Em ilhotas pancredticas isoladas através da digestdo por colagenase (LACY;
KOSTIANOVSKY, 1967), foi avaliada a secrecdo estatica de insulina em resposta a
concentracdes crescentes de glicose. Apds obtencao das ilhotas, estas foram colhidas
com uma micropipeta siliconizada de 100 pul e colocadas em recipientes plasticos (5
ilhotas por frasco), contento 1 ml de Krebs (Na+ 139 mM, K+ 5mM, Ca+ 1 mM, CI-
124mM, HCO; - 24mM). Diferentes concentragdes de glicose (2,8; 5,6; 8,3; 11,1; e 16,7
mM) foram acrescidas ao meio. Esses recipientes entdo foram colocados em frascos de
vidro lacrados, nos quais foi criada uma atmosfera de carbogénio através da injegéao,

durante 10 minutos, de uma mistura de O,/CO, (95%/ 5%). Posteriormente, os recipientes
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foram colocados em banho tipo Dubnoff com agitagdo a 37° C, durante 60 minutos.
Terminada a incubagé@o, o sobrenadante foi recolhido em microtubos de polietileno
(eppendorf) e armazenado para determinacao da insulina, através de radioimunoensaio

(HERBERTEet al., 1965).

4.7.1 Extracao da Insulina Pancreatica

Inicialmente, retirou-se o péancreas (inteiro) que foi pesado imediatamente e
macerado com 10mL de solugao extratora (HCl/ Etanol) em almofariz. O macerado foi
transferido para um tubo de ensaio, que foi centrifugado a 3000 rpm durante 5 minutos.
Transferiram-se 5 mL do sobrenadante para outro tubo para neutralizagdo com NaOH
(pH= 8,5). Ap6s o0 ajuste de pH, o material foi centrifugado novamente e 1 mL do
sobrenadante, armazenado a 20° C, para posterior diluicdo em tampao fosfato e dosagem

de insulina, pelo método da precipitacao pelo carvao (MALLAISSE, 1967).
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5. ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica dos dados foi feita utilizando o teste t-student (dados
referentes aos 28 dias) ou Andlise de Variancia bifatorial (ANOVA Two-Way) seguida
do teste Post Hoc de Newman- Keuls quando necessario (dados referentes aos 60
dias), com o auxilio do programa STATISTIC 6.0. Em todos os casos, o nivel de

significancia foi pré-fixado em 5% (p<0,05).
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6. RESULTADOS

Os valores referentes ao peso corporal dos animais € o ganho de peso durante o
periodo experimental encontram-se na Tabela 1 e na Figura 2. A andlise de variancia
mostrou que o grupo que recebeu aloxana e realizou treinamento fisico (AT) apresentou
valores menores durante todo o experimento quando comparado ao grupo AS. Além disto,
durante as trés semanas ficaram evidentes os menores valores (p<0,05) apresentados
pelo grupo AT comparando-se com o CT. Este obteve os valores, relacionados ao peso
corporal, menores que CS. Assim, 0os grupos treinados tiveram menor ganho de peso que

os sedentarios correspondentes.

Quando se avaliou a ingestdo alimentar (Tabela 2 e Figura 3) dos grupos
experimentais, observou-se diferenga apenas ao final do experimento, onde os animais do

grupo controle treinado (CT) mostraram valores inferiores (p<0,05) a CS.

Durante todo o experimento registrou-se a ingestao hidrica dos animais, o que
esta expresso na Tabela 3. Assim como a ingestao alimentar, o grupo controle treinado
(CT) apresentou valores menores que o grupo controle sedentario (CS). Diferenga

evidenciada apenas no final do experimento.

A glicemia e insulinemia de jejum e 30 minutos apds sobrecarga oral de glicose
avaliada aos 28 e 60 dias de idade, encontra-se nas Tabela 4 e Tabela 5. A glicemia de
jejum aos 28 dias nao diferiu entre os grupos, enquanto que apds sobrecarga de glicose

apresentou valores maiores no grupo aloxana. Aos 60 dias, a glicemia de jejum foi menor
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nos grupos treinados (AT e CT) quando comparado aos grupos sedentarios (AS e CS). Ja
na avaliagdo apds sobrecarga de glicose, o grupo AS alcangou valores maiores do que o0s

demais grupos experimentais (AT e CS).

Com relagéo a insulinemia de jejum, aos 28 dias, nao se observou diferenga entre
os grupos. Apds 30 minutos de sobrecarga de glicose 20%, 0 grupo aloxana apresentou
valor maior que o controle. Os valores correspondentes a insulina de jejum aos 60 dias
também nao foram diferentes entre os grupos. Ap6s 30 minutos de sobrecarga de glicose,
os grupos treinados (AT e CT) apresentaram valores menores (p<0,05) que os grupos

sedentarios (AS e CS).

Nas Tabelas 6 e 7 e figuras 5A e 6A, encontram-se os valores glicémicos obtidos
no teste de tolerancia oral a glicose (GTTo) realizado ao desmame (28 dias) e aos 60
dias. Os resultados obtidos foram analisados através do calculo da area sob a curva de
glicose sérica (AG) durante o teste, onde o grupo A apresentou maiores valores que 0
grupo C com p< 0,05 (Tabela 6 e Figura 5B) aos 28 dias. Aos 60 dias, o grupo AS
apresentou a maior area com relagcdo aos demais grupos (Tabela 7 e Figura 6B),
evidenciando a eficacia da droga em alterar a homeostase glicémica e a importancia do

treinamento em reverter a alteracao.

A Tabela 8 apresenta os resultados relativos ao indice de sensibilidade a insulina
HOMA (homeostasis model assessment). Embora a analise estatistica nao tenha
apontado diferenga significativa entre os grupos tanto aos 28 quanto aos 60 dias,
observa-se que aos 60 dias, os valores de HOMA dos grupos treinados (AT e CT) foram

ligeiramente inferiores aos dos sedentérios equivalentes.

As concentragdes de lactato sanguineo dos animais durante teste de esforco ao

final do periodo de treinamento ndo apresentaram diferengas entre os grupos (Figura 7).
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As concentracoes séricas de glicose, insulina e proteinas totais dos animais apo6s

o sacrificio (60 dias) encontram-se expressas na tabela 9 e figuras 8A, 8B e 8C.

Com relacao a glicose (Tabela 9 e Figura 8A) os grupos aloxana sedentario (AS) e
aloxana treinado (AT) apresentaram maiores (p<0,05) valores quando comparados aos
grupos controles (controle sedentario=CS e controle treinado=CT), mostrando a
manutengdo do quadro hiperglicémico induzido aos 28 dias. Aléem disto, fica evidente a
importancia do treinamento fisico na prevencdo do diabetes mellitus visto os menores
(p<0,05) valores de glicose apresentados pelos grupos aloxana treinado (AT) em

comparagao ao respectivo sedentario (AS).

Na Tabela 9 e Figura 8B, estao expressos os valores de insulina sérica. Estes nao
apresentaram diferencas estatisticas entre os grupos analisados. Quando analisadas as
proteinas totais (Tabela 9 e Figura 8C) foram observados maiores valores (p<0,05) nos
grupos em que a aloxana foi administrada, quando comparados aos grupos controles
correspondentes. Além disto, o grupo controle treinado (CT) apresentou maiores indices

protéicos quando comparado ao grupo sedentario (CS).

A Tabela 10 e Figura 9 mostram os teores de insulina pancreatica dos animais
apés o sacrificio. O grupo aloxana treinado (AT) mostrou maiores (p<0,05) valores quando
comparado ao grupo aloxana sedentario (AS), o que demonstra a eficacia do exercicio no

restabelecimento dos estoques de insulina.

A secrecao estatica de insulina das ilhotas pancreaticas (Tabela 11 e Figura 10),
realizada aos 60 dias aumentou em todos os grupos quando a concentracao de glicose
passou de 2,8 para 16,7mM: grupo CS= 556%; CT= 73%; AS= 529,5% e AT= 338%. Foi
menor (p<0,05) nos grupos aloxana sedentario (AS) e aloxana treinado (AT) do que nos

respectivos grupos controles, frente a concentragao de glicose 2,8mM. O grupo controle
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treinado (CT) apresentou menor (p<0,05) secrecao de insulina nas concentragbes 8,3 e
16,7mM e maior na concentracdo 11,1mM de glicose quando comparados aos
sedentarios. Entre os grupos aloxana, obteve-se maiores valores no grupo AT, sendo a
diferencga significativa apenas para a concentragao 8,3mM de glicose. Isso mostra que o

treinamento parece atenuar os efeitos da aloxana sobre as ilhotas pancreética.

Aos 60 dias foram realizadas andlises do metabolismo da glicose no musculo
s6leo isolado dos animais. Analisou-se a oxidagao e captagao de glicose além da sintese
e concentragdo de glicogénio. Nao foram observadas diferengas entre os grupos (Tabela

12 e Figura 11).

Na tabela 13 e figuras 12A, 12B, 12C e 12D estao expressos resultados referentes
as concentragbes de AGL, Trigliceridios, Colesterol Total e Lipidios Totais séricas dos
animais aos 60 dias. Foram observadas diferencas apenas nos teores de Trigliceridios. O
grupo controle sedentario (CS) apresentou maiores (p<0,05) valores que 0s grupos
controle treinado (CT) e aloxana sedentario (AS). Embora a estatistica ndo tenha
apontado diferencas entre os grupos nos teores de AGL, Colesterol Total e Lipidios
Totais, os animais dos grupos aloxanicos (AS e AT) apresentaram ligeiro aumento nas
concentracoes desses substratos em relacdo aos controles (CS e CT), além disto, os
animais treinados apresentaram uma tendéncia a reducdao de AGL, Colesterol Total e
Lipidios Totais. Tais fatos comprovam a eficacia da aplicacdo neonatal aloxana na
instalacéo de caracteristicas do diabetes e a importancia do exercicio fisico na prevengao

dessas alteracoes.
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Peso corporal e ganho de peso

Tabela 1: Peso corporal dos animais (g) e ganho de peso(g) do desmame (28
dias) ao final do experimento (60 dias).

Grupo 12semana 22 semana 32semana 42 semana Ga:: so ode
cS 177,96 + 231,33+ 260,54+ 294 55+ 116,59 +
14,34 32,58 18,47 19,29 4,95
cT 189,39+ 231,77 + 246,66 + 256,70+ 67,31
11,16 18,46° 16,78 21,37° 10,20°
AS 181,53+ 233,88 + 272,89 + 304,81+ 123,28 +
2210 28,08 39,59 44,79 26,50
AT 160,87 + 203,17 223,37 245,15 + 84,29 +
20,08%° 12,1220 20,90%° 22,80° 30,23°

Resultados expressos como média + desvio padrdo, n= 10animais por grupo.
CS=controle sedentario; CT= controle treinado; AS= aloxana sedentario;
AT=aloxana treinado. (diferenga significativa ANOVA bifatorial, p<0,05). a= CT x
AT; b= ASx AT; c=CSx CT.

Peso Corporal Ganho de peso

>
o]

B 400 — e -Cs 200
1 ()]
S 300 =B ¢ CT T 150 b mcs
g 200 - — & =AS § c mCT
8 100 ab bc —a—AT o 100 - i
° a,b a,b,c 'g J_ OAS
(7] 04 T T
) < 50 oAT
a 1 2 3 4 G
(O]
Semanas 0

Figura 2A e 2B: Peso corporal dos animais (A) e ganho de peso (B) do desmame (28 dias) ao final
do experimento (60 dias). Resultados expressos como média + desvio padrao,n= 10 animais por
grupo. CS= controle sedentario; CT=controle treinado; AS=aloxana sedentario; AT=aloxana
treinado. (diferenca significativa ANOVA bifatorial, p<0,05). a= CT x AT; b= ASx AT; c=CSx CT.
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Ingestao alimentar

Tabela 2: Ingestao alimentar (g de racédo/100g de peso corporal por dia) dos animais do
desmame (28 dias) ao final do experimento (60 dias).

Semanas
Grupos
1 2 3 4
CS 129+1.2 10,9+ 1.6 10,4+ 0,9 8,7+ 0,4
CT 12,0+ 0,3 10,7 £ 0,9 8,4+0,9 7,1+ 0,9°
AS 13,0+ 1,0 11,4+1,0 10,1 +0,4 78+0,2
AT 12,5+0,3 10,7 +1.6 8,8+ 2,1 6,9+ 0,5

Resultados expressos como média + desvio padrdo; n=10 animais por grupo. CS=controle
sedentario; CT=controle treinado; AT=aloxana treinado; AS=aloxana sedentario. (diferenca
significativa ANOVA bifatorial, p<0,05). c=CSx CT.
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Figura 3: Ingestao alimentar dos animais do desmame (28 dias) ao final do experimento (60 dias).
Resultados expressos como média + desvio padrdo; n=10 animais por grupo. CS=controle
sedentario; CT=controle treinado; AT=aloxana treinado; AS=aloxana sedentario. (diferenga
significativa ANOVA bifatorial, p<0,05). c= CSx CT.
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Ingestao hidrica

Tabela 3: Ingestao hidrica (mL de agua/100g de peso corporal por dia) dos animais do
desmame (28 dias) ao final do experimento (60 dias).

Semanas
Grupos
1 2 3 4
CS 20,5+2,9 22,7+ 5,5 14,7+ 0,1 13,9t 1,4
CT 17,5+1,7 13,0 £ 0,1 11,5+0,6 9,8+ 2,0°
AS 18,7+ 2,7 15,5+1,2 13,4+0,9 129+1,9
AT 21,1+0,3 13,3 +2,8 11,4+ 3,4 9,5+ 0,7

Resultados expressos como média = desvio padrdo; n=10 animais por grupo. CS=controle
sedentario; CT=controle treinado; AT=aloxana treinado; AS=aloxana sedentario. (diferenca
significativa ANOVA bifatorial, p<0,05). c=CSx CT.
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Figura 4: Ingestao hidrica dos animais do desmame (28 dias) ao final do experimento (60 dias).
Resultados expressos como média = desvio padrdo; n=10 animais por grupo. CS=controle
sedentario; CT=controle treinado; AT=aloxana treinado; AS=aloxana sedentario. (diferenca
significativa ANOVA bifatorial, p<0,05).c=CSx CT.
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Glicemia e insulinemia de jejum e apds sobrecarga de glicose
(28 e 60 dias)

Tabela 4: Glicemia (mmol/L) e insulinemia(pmol/L) de jejum e apdés 30 minutos apds
sobrecarga de glicose oral 20% ao desmame (28 dias).

28 dias 28 dias 28dias 28 dias
Glicemia de Glicemia apés Insulinemiade Insulinemia
Grupos jejum sobrecarga jejum apos
sobrecarga
C 4,9 +0,5 9,3 #1,1 61,2+14,0 73,0 £23,2
A 47+0,5 11,6 +1,6” 51,3 £20,2 151,9 £ 6,7*

Resultados expressos como média = desvio padrdo; n=8 animais por grupo C= controle;
A=aloxana. *diferenga significativa, Teste t, p<0,05 em relagéo ao C.

Tabela 5: Glicemia (mmol/L) e insulinemia(pmol/L) de jejum e ap6s 30 minutos apds
sobrecarga de glicose oral 20% aos 60 dias de experimento.

60 dias 60 dias 60dias 60 dias
Glicemia de Glicemia apés Insulinemia de Insulinemia
Grupos jejum sobrecarga jejum apos
sobrecarga

(053] 5,5 10,4 6,6 £0,8 207,3 £96,7 364,8+1944
CT 46+0,4° 6,0 £1,9 210,8 + 84,6 216,0 59,4 °
AS 55+0,5 9,4 +1,2¢ 222,8 + 82,2 367,5 75,2
AT 4,4 +0,3° 6,4 +1,0° 164,5 +30,8 234,5+100,5

Resultados expressos como média = desvio padrdo; n=8 animais por grupo. CS=controle
sedentario; CT=controle treinado; AT=aloxana treinado; AS=aloxana sedentario. (diferenca
significativa, ANOVA bifatorial, p<0,05). b= ASx AT; c=CSx CT; d=CSxAS
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Area sob a curva de glicose durante teste de tolerancia a glicose oral
(28 e 60 dias)

Tabela 6: Area sob a curva de glicose sérica (AG, mmol/L x 120min) dos animais durante
o GTTo ao desmame (28 dias).

Grupos TO T30" T60™ T120" AG
C 49+0,5 9,3+1,1 8,0+1,1 7,1%£0,9 909,2 + 81,0
A 4,7 +0,5 11,6+1,6 10,4 +2,0 85+1,7 1141,6+134,0*

Resultados expressos como média = desvio padrao; n= 10 animais por grupo.

C= controle; A= Aloxana. Os resultados do teste foram analisados pelo célculo da area sob a curva
(AG) * Diferenca significativa Teste t, p<0,05 em relagéo ao C.

“Tempo anterior a sobrecarga de glicose oral 20%.

" Tempo transcorrido (min) apds sobrecarga oral de glicose 20%.
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Figura 5A e 5B: Glicose sérica (A) e area sob a curva de glicose sérica(B) dos animais durante
teste de tolerancia a glicose realizado ao desmame (28 dias). Resultados expressos como média *
desvio padrao;n= 10 animais por grupo. Grupos: Controle e Aloxana. Os resultados do teste foram
analisados pelo calculo da area sob a curva (AG). *Diferenga significativa Teste t, p<0,05 em
relagdo ao C.
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Tabela 7: Area sob a curva de glicose sérica (AG, mmol/L x 120min) dos animais durante

o GTTo ao final do experimento (60dias).

Grupos TO T30 T60™ T120” AG
CS 55+04 6,6 £ 0,8 6,0£0,4 54+0,2 714,1£ 455
CT 4,6 +0,4 6,0+1,9 5,7+0,5 4,9+ 0,5 652,41 72,2
AS 55+0,5 9,4+1,2 8,8+1,0 7,1£1,0 898,1+261,2¢
AT 4,4+0,3 6,4+1,0 6,3+ 1,1 58+1,1 715,6 +106,9°

Resultados expressos como médiatdesvio padrdo; n=12 animais por grupo. CS=controle
sedentario; CT=controle treinado; AT=aloxana treinado; AS=aloxana sedentario. Os resultados do
teste foram analisados pelo calculo da area sob a curva (AG) (diferenga significativa, ANOVA
bifatorial, p<0,05). b= ASx AT; d=CSx AS.

"Tempo anterior a sobrecarga de glicose oral 20%.

" Tempo transcorrido (min) apés sobrecarga oral de glicose 20%.
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Figura 6 A e 6 B: Glicose sérica (A) e area sobre a curva de glicose sérica (B) dos animais durante
teste de tolerancia a glicose realizado aos 60 dias. Resultados expressos como média + desvio
padrao;n= 12 animais por grupo.CT= controle treinado; AT=aloxana treinado; CS=controle
sedentario; AS=aloxana sedentéario. Os resultados do teste foram analisados pelo célculo da area
sob a curva (AG) (diferenca significativa, ANOVA bifatorial, p<0,05). b= ASx AT; c=CSx CT; d=CSx

AS.
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Sensibilidade a insulina

Tabela 8: indice HOMA* (homeostasis model assessment) dos animais ao desmame (28
dias) e ao final do experimento(60 dias).

Grupos 28 dias 60 dias
CS 13,22 + 3,41 52,40 + 23,80
cT e 43,90 + 19,56
AS 10,67 + 4,20 56,45 + 22,10
AT e 33,43+ 7,00

Resultados expressos como médiatdesvio padrdo; n=10 animais por grupo. CS=controle
sedentario; CT=controle treinado; AT=aloxana treinado; AS=aloxana sedentario.(diferenca
significativa, Teste t, aos 28 dias; ANOVA bifatorial, aos 60 dias, p<0,05).

* Indice utilizado para estimar a sensibilidade & insulina e definido pela férmula:

HOMA-= [insulinemia de jejum (pmol/L) x glicose de jejum (mmol/L))/ 22,5. HOMA elevado denota
baixa sensibilidade (resisténcia) a insulina.

Concentracao de lactato no teste de esforco

Lactato(mmol/L)

T0 5 T10 T15 T20

Tempo (min)

Figura 7: Lactato sanguineo dos animais durante teste de esforgo realizado ao final do treinamento
para verificar efeito do exercicio. Resultados expressos como média + desvio padrdo; n= 10
animais por grupo. Grupos CS=controle sedentario; CT=controle treinado; AT=aloxana treinado;
AS=aloxana sedentario.(diferenga significativa, ANOVA bifatorial, p<0,05).
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Tabela 9: Glicose sérica (mmol/L); Insulina sérica (pmol/L) e Proteinas Totais Sérica
(g/dL) dos animais apos o sacrificio (60 dias) no estado alimentado.
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Proteinas Totais

Grupos Glicose Sérica Insulina Sérica Sérica
CS 6,43% 0,35 270,5 69,6 5,9+ 0,19
CT 6,07+0,57 ¢ 164,3 £90,6 6,0+ 0,37
AS 7,24+ 0,56 ¢ 252,2 +142,3 6,4+ 0,17 ¢
AT 6,95+0,38° 173,8 +106,0 6,3+ 0,19°

Resultados expressos como média + desvio padrdo; n= 9 animais por grupo. CS= controle
sedentario; CT= controle treinado; AS=aloxana sedentario; AT=aloxana treinado. (diferenca
significativa ANOVA bifatorial, p<0,05). a= CT x AT; c=CSx CT; d=CSx AS.

Insulina Sérica

Slicose sérica (mmol/L)
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Proteinas Totais Sérica

Figura 8A,8B e 8C: Glicose sérica (A); Insulina sérica (B) e Proteinas Totais (C) dos animais apos
o sacrificio (60 dias) no estado alimentado. Resultados expressos como média + desvio padrao; n=
9 animais por grupo. CS= controle sedentario; CT= controle treinado; AS=aloxana sedentario;
AT=aloxana treinado. (diferenga significativa ANOVA bifatorial, p<0,05). b= CT x AT; c=CSx CT; d=

CSx AS.
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Tabela 10: Teor de Insulina Pancreatica (ug/g) dos animais apés o sacrificio (60 dias).

Insulina Pancreatica

CS
CT
AS
AT

166,3 +35,3
247,2 99,1

148,4 +52,8
313,0+ 94,0°

Resultados expressos como média + desvio padrdo; n= 5 animais por grupo. CS= controle
sedentario; CT= controle treinado; AS=aloxana sedentario; AT=aloxana treinado. (diferenca
significativa ANOVA bifatorial, p<0,05).b=ASx AT.

Insulina Pancreatica

(ug/g)
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400,0
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0,0
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Figura 9: Teor de Insulina Pancreatica dos animais apés sacrificio (60 dias). Resultados expressos
como média = desvio padrdao; n= 5 animais por grupo. CS= controle sedentario; CT= controle
treinado; AS=aloxana sedentério; AT=aloxana treinado. (diferenga significativa ANOVA bifatorial,
p<0,05) b=ASx AT.
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Tabela 11: Secrecédo estética de insulina (ng/5 ilhotas x h) pelas ilhotas pancreaticas
isoladas frente a diferentes concentragdes de glicose (2,8; 5,6;8,3;11,1; 16,7mM) ap6s o
sacrificio (60 dias).

Concentracao
de Glicose 2,8 5,6 8,3 11,1 16,7
(mM)
CS 2,38+1,84 7,00t4,82 7,71+121 4724183 15,62+5,52
CT 3,9241,43 557+3,38 2,96+1,37° 10,52+4,80° 6,78+2,89°
AS 0,61+0,349 1,92+1,31 1,50+0,549 265+1,77 3,84+1,469
AT 0,98+0,43° 4,30+2,25 557+2,74*® 611 +2,172 4,29+228

Resultados expressos como média *+ desvio padrdo; n= 6 animais por grupo. CS= controle
sedentario; CT= controle treinado; AS=aloxana sedentario; AT=aloxana treinado. (diferenga
significativa ANOVA bifatorial, p<0,05). a= CT x AT; b=ASx AT; c=CSx CT; d= CSx AS.

Secrecao Estatica de Insulina
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Figura 10: Secrecdo estatica de insulina pelas ilhotas pancreéticas isoladas frente a diferentes
concentracoes de glicose (2,8; 5,6;8,3;11,1; 16,7mM) apds o sacrificio (60 dias). Resultados
expressos como média * desvio padrao; n= 6 animais por grupo. CS= controle sedentario; CT=
controle treinado; AS=aloxana sedentario; AT=aloxana treinado. (diferenca significativa ANOVA
bifatorial, p<0,05) a= CT x AT; b=ASx AT; c=CSx CT; d= CSx AS.
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Tabela 12: Oxidacéo, Captacao de glicose (umol/g.h), sintese (umol/g.h) e concentragcédo
(mg/100mg) de glicogénio pelo musculo séleo isolado dos animais durante processo de
incubacao (60 dias).

CS 4,27+ 1,51 3,49 +1,13 0,54 +0,28 0,42 0,08
CT 6,31+ 1,62 4,42 +1,18 0,58+ 0,26 0,49 0,08
AS 4,76x 1,35 3,70 +£0,89 0,43+£0,18 0,44 £0,12
AT 5,18+ 1,50 3,62 £1,62 0,51+ 0,22 0,48 0,06

Resultados expressos como média + desvio padrdo; n= 8 animais por grupo. CS= controle
sedentario; CT= controle treinado; AS=aloxana sedentario; AT=aloxana treinado. (diferenca

significativa ANOVA bifatorial, p<0,05).
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Figura 11A, 11B, 11C e 11D: Oxidagdo (A) e Captagcdo (B) de glicose; Sintese (C) e
Concentragcédo de glicogénio (D), pelo musculo séleo isolado dos animais durante processo de
incubacéo (60 dias). Resultados expressos como média * desvio padrdo; n= 8 animais por grupo.
CS= controle sedentario; CT= controle treinado; AS=aloxana sedentario; AT=aloxana treinado.
(diferencga significativa ANOVA bifatorial, p<0,05).
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Tabela 13 : A.G.L (UEqg/L); Trigliceridios (mmol/L); Colesterol Total (mmol/L) e Lipidios
Totais (mg/dL) dos animais apés o sacrificio (60 dias) no estado alimentado.

Grupos AGL Trigliceridios Colesterol Total LipidiosTotais
cs 166,9 +23,7 1,34 +0,16 1,35 +0,27 400,9+ 44,8
CT 158,4 +28,3 1,13+ 0,17° 1,33 +0,29 401,3 £55,0
AS 189,4+ 56,5 1,44+ 0,08 1,36 +0,16 406,4 +40,5
AT 179,1+ 38,1 1,40+ 0,14° 1,33+ 0,23 395,4 +67,9

Resultados expressos como média *+ desvio padrdo; n= 9 animais por grupo. CS= controle
sedentario; CT= controle treinado; AS=aloxana sedentario; AT=aloxana treinado. (diferenga
significativa ANOVA bifatorial, p<0,05). a= CT x AT; c=CSx CT.
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Figura 12A,12B, 12C e 12 D: A.G.L(A); Trigliceridios (B); Colesterol total (C) e Lipidios Totais (D)
dos animais apoés o sacrificio (60 dias) no estado alimentado. Resultados expressos como média +
desvio padrdo; n= 9 animais por grupo. CS= controle sedentdrio; CT= controle treinado;
AS=aloxana sedentéario; AT=aloxana treinado. (diferenga significativa ANOVA bifatorial, p<0,05). a=
CT x AT; c=CSx CT.
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7. DISCUSSAO

Ha muito tempo tem-se observado uma forte associacao entre a incidéncia de
diabetes mellitus do tipo 2 e um estilo de vida sedentaria. Neste contexto o treinamento
fisico tem se mostrado uma importante estratégia na prevencao e no tratamento desta
doenga, melhorando a toleréncia a glicose e reduzindo a resisténcia a insulina. Neste
estudo foram investigados os efeitos do treinamento fisico moderado sobre a evolugdo do

quadro diabético em ratos submetidos a aplicacao neonatal com aloxana.

No presente estudo, com relagéo a evolugao do peso corporal e 0 ganho de peso
dos animais, observou-se que 0s grupos treinados apresentaram valores menores que 0s
grupos sedentérios mostrando a eficicia do protocolo de treinamento em reduzir o peso

corporal, o que pode ser interessante no controle dos sinais do NIDDM.

Em relacdo a ingestdo alimentar e hidrica, os animais diabéticos nao
apresentaram quadro de polifagia e nem de polidpsia, indicando que a administragéo
neonatal de aloxana gera um quadro diabético pouco severo. Observou-se que 0S
animais treinados obtiveram ingestao hidrica menor quando comparado aos sedentarios.
Durante o exercicio a possibilidade de haver ingestao voluntaria e/ou involuntaria de agua
explicaria uma menor ingestao de liquidos pelos animais treinados (PAULI, 2005). Outro
aspecto que pode estar envolvido nesta menor ingestao hidrica seria o periodo que os
animais treinados ficam fora da gaiola para as sessdes de exercicio, 0 que 0s impedem

de ingerir liquidos. Analisando os resultados obtidos “in vivo”, pode-se perceber
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alteracdes glicémicas tanto aos 28 dias quanto aos 60 dias. O grupo aloxana sedentario
(AS) apresentou niveis mais elevados de glicose apds sobrecarga e area sob a curva de
glicose sanguinea durante o teste de tolerancia a glicose oral (GTTo) em relagéo ao grupo
controle sedentario (CS) tanto aos 28 quanto aos 60 dias de vida. Tais achados sao
semelhantes aqueles de Kodama et al. (1993) e de Oliveira et al. (2004), que analisaram
a glicemia de ratos aos 60 dias de vida e observaram valores glicémicos, do grupo
injetado com aloxana, significativamente maiores que os dos grupos controles. Isto pode

ser atribuido a destruicdo seletiva de parte das células beta (LENZEN; PANTEN, 1988).

Além disto, em nosso estudo, ap6s quatro semanas de treinamento fisico aerdébio,
foi possivel observar que os grupos treinados tanto controle (CT) quanto aloxanico (AT)
tiveram glicemia apds sobrecarga oral de glicose e area sob a curva de glicose sérica,
durante teste de tolerancia a glicose, reduzida quando comparada aos sedentarios. O
mesmo foi relatado em outros estudos realizados com ratos diabéticos aloxanicos
treinados (GOMES et al., 2005; LEME et al., 2006b). Isto pode ser explicado pelo efeito
sinérgico do exercicio a agao da insulina no controle da homeostase glicémica (ZINMAN
et al., 2004). Além disso, estudos comprovam que ha aumento da proteina Glut-4 no
musculo (proteina responsavel pela captagdo de glicose no tecido muscular) de ratos
sadios treinados (LEE et al., 2002; BORGHOUTS; KEIZER, 2000). Estudos também
relatam que o aumento da produgcado de Oxido nitrico ou do fluxo capilar no tecido
muscular durante o exercicio contribui para maior captacdo de glicose da circulagao
(SAKAMOTO et al.,, 1998). Desta forma, a redugdo nas concentracbes glicémicas dos
nossos animais pode ter sido mediada por qualquer um desses mecanismos,
isoladamente ou em conjunto. O mesmo foi relatado em outros estudos realizados com

ratos diabéticos aloxanicos treinados (GOMES et al., 2005; LEME et al., 2006b).
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A insulinemia de jejum dos grupos aloxana e controle foi semelhante aos 28 dias,
ao passo que aquela apos sobrecarga de glicose foi significativamente maior no grupo
aloxana. Aos 60 dias, o valor de insulina de jejum também ndo mostrou diferencas
significativas entre os grupos. A insulinemia apds sobrecarga de glicose apresentou
valores menores nos grupos treinados (controle treinado e aloxana treinado) quando
comparado aos grupos sedentarios (controle sedentario e aloxana sedentério). Tais
resultados contrastam com os resultados encontrados por Gomes et al. (2003) que
relataram, em trabalho com ratos diabéticos aloxanicos adultos, valores de insulina
menores para o grupo diabético, evidenciando a diferenca dos modelos de diabetes tipo 1

e tipo 2.

No presente estudo determinou-se o indice de sensibilidade a insulina HOMA
(Homeostasis model Assessment). Este indice avalia a sensibilidade a insulina com
fidedignidade, porém poucos estudos tém sido realizados sobre sua aplicacdo no modelo
experimental de diabetes aloxanico (JIA et al., 2001). Neste parédmetro ndo foram
encontradas diferengas significativas entre os grupos. Contudo, os valores de HOMA dos
animais submetidos ao treinamento fisico em ambos os grupos foram ligeiramente
menores que os dos sedentarios equivalentes. Como por esse método, indices elevados
denotam baixa sensibilidade (resisténcia) a insulina (BONORA, 2000), nossos resultados
referentes aos grupos treinados parecem indicar certa melhora na sensibilidade a insulina
em funcao do treinamento, o que é de interesse para prevencao e tratamento do diabetes

mellitus.

Entre os parametros utilizados para aplicagao de treinamento fisico a populagao
diabética, a andlise da intensidade do esforgo no exercicio é de extrema importancia.

Neste sentido as concentragbes sanguineas de lactato durante o exercicio tém sido
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avaliadas visando adequacéao do treinamento fisico em pacientes diabéticos (BELLI et al.,
2007). Por esta razéo, no presente estudo foi efetuado um teste de esforgo para avaliar o

efeito do exercicio sobre concentracdo de lactato sanguineo.

Durante o exercicio de intensidade baixa ou moderada em seres humanos, o
lactato sanguineo ndo aumenta mais ap6s 3 a 5 minutos de atividade, voltando aos
valores de repouso quando o exercicio se prolonga por mais de uma hora. Nessa situagcéao
a taxa de produgéo de lactato encontra-se em equilibrio ou mesmo inferior aquela de
remogao (BROOKS, 1991). Quando sdo executados exercicios de intensidade elevada, a
concentracdo sanguinea de lactato eleva-se ap6s 3-4 minutos de atividade
(WASSERMAN et al., 1986) indicando que a taxa de producdo supera a de remogao. O
treinamento reduz o acumulo de lactato no sangue durante o exercicio para a mesma
intensidade submaxima de esforgco, devido a maior capacidade de remogao do substrato
da circulacado (DONOVAN; BROOKS, 1984). Os resultados obtidos no teste realizado
neste estudo mostraram que os grupos treinados sejam controle (CT) ou diabéticos (AT)
apresentaram lactacidemia ligeiramente menor do que os controles equivalentes, o que
evidencia a eficacia do protocolo de treinamento na melhoria do condicionamento aerébio

dos ratos.

Os resultados desse teste mostram, ainda, que os animais realizaram exercicio de
intensidade moderada, uma vez que o lactato sanguineo estabilizou-se ap6s 10 minutos
de exercicio. Os dados também confirmam resultados anteriores de nosso laboratério que
demonstraram que em ratos exercitados por natacdo o equilibrio entre producdo e
remocao do lactato da circulagdo (steady state de lactato) ocorre quando o0s animais
exercitam-se suportando sobrecargas equivalentes a 5%-6% do peso corporal

(GOBATTO et al., 2001).
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Os resultados referentes as concentracdes séricas de insulina avaliadas ap6s o
sacrificio ndo demonstraram diferencas entre os grupos. O mesmo foi observado por
Oliveira et al. (2004). Por outro lado, houve alteracées nas concentragdes séricas de
glicose e proteinas totais. Os grupos aloxanicos apresentaram valores de glicose
aumentados quando comparados aos controles correspondentes. Tais achados mostram
a eficacia da aloxana na instalagdo do quadro diabético (NIDDM) nos animais e
contrastam com dados de Oliveira et al. (2004) que ndo encontraram alteragées neste
parametro, quando a aloxana foi aplicada no 2° dia de vida dos animais. Além disto, neste
presente estudo, pode-se observar reducdo das concentragdes séricas de glicose nos
animais submetidos ao treinamento fisico mostrando o papel do exercicio na atenuagao
da hiperglicemia. Tal atenuacado decorre da maior captacdo periférica do substrato
(ZINMAN et al, 2003; HOLLOSZY, 2005), que pode estar relacionada as muitas
adaptacdes no musculo esquelético ao treinamento, incluindo aumento da expressao da
proteina Glut 4, da capacidade enzimatica e da capilarizagdo (BOURGHOUTS; KEIZER,
2000).

Sabe-se que na deficiéncia de insulina associada a agdo dos hormdnios contra-
reguladores, as células apresentam dificuldades em captar e utilizar a glicose, ocorrendo
glicogendlise muscular e hepatica e tendo como consequéncia a hiperglicemia (GIUGNO
et al., 2005). Niveis elevados de glicemia excedem a capacidade maxima de reabsorg¢ao
de glicose no tubulo proximal, causando glicosuria e diurese osmotica. A diurese osmatica
leva a polidria com perda de agua livre e eletrdlitos e terd& como conseqiéncia o
surgimento de polidipsia. Portanto torna-se necessario a manutencao da ingesta hidrica,
para que se evite a desidratacdo e mantenha-se a estabilizagdo da glicemia. Assim nota-
se que a hiperglicemia pode estar relacionada a um estado de desidratacdo (PIVA et al.,

2007). Outro aspecto que pode estar ligado a desidratacdo nos diabéticos, é a



43

concentracdo de proteinas séricas. Neste estudo as concentragbes séricas de proteinas
totais apareceram elevadas nos animais aloxanicos em relacdo aos controles. Tal
alteracao pode ser decorrente de desidratacdao. Embora ndo se tenha efetuado nenhuma
medida especifica deste aspecto, os animais aloxanicos, no presente estudo, mostraram
ingestao hidrica similar a dos controles, o que pode ter sido insuficiente para compensar
perdas.

Sabe-se que alguns dias apds a administragdo de streptozotocina, ocorre queda
de aproximadamente 93% dos estoques pancreaticos de insulina. A partir desta fase, as
células beta se regeneram espontaneamente, por replicagdo e/ou neogénese, conforme
relatam Bonnerweir e Smith (1994) e Waguri et al. (1997), e chegam a alcangar 50% do
valor encontrado em ratos controles (PORTHA et al., 1989). Por esta razdo neste
presente estudo analisou-se o teor de insulina pancreatico. Em nossos achados, nao
foram encontradas diferencas nos estoques pancreaticos entre os grupos controle
sedentério e aloxana sedentario, mas pode-se observar valores ligeiramente menores no
grupo aloxana, corrobondo observagcées de Portha et al. (1989). Além disso, foi
constatada uma recuperagao dos estoques pancreaticos de insulina apds o treinamento
fisico nos animais aloxanicos, diferentemente ao relatado por Oliveira et al. (2004).

A secrecao estatica de insulina pelas ilhotas pancreéaticas aos 60 dias foi menor
nos grupos aloxana sedentario e aloxana treinado do que nos respectivos grupos
controles, frente a concentragéao de glicose 2,8mM. Essa diferenca nao foi encontrada em
estudos prévios com modelo experimental de NIDDM (OLIVEIRA et al., 2004). O grupo
controle treinado apresentou menor secre¢cdo de insulina nas concentragdes 8,3 e
16,7mM de glicose do que o controle sedentario. O inverso ocorreu entre 0s grupos
aloxana (Aloxana Treinado> Aloxana Sedentario), sendo a diferenga significativa apenas

para a concentragdo 8,3mM de glicose. Tais resultados constratam com aqueles de
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Oliveira et al, 2004, que analisando ratos em que a administracao de aloxana foi realizada
ao 2° dia de vida ndo observaram diferenca na secrecao de insulina induzida por glicose

entre ratos aloxanicos sedentarios e treinados.

Observou-se também que em altas concentragdes de glicose (16,7mM) o grupo
aloxanico sedentario apresentou valores menores que o grupo controle correspondente,
fato que se assemelha ao relatado em estudo realizado com humanos, onde na
concentracdo de 18mM, os sujeitos diabéticos apresentaram menores valores de
liberacdo de insulina através da analise da secrecdo de insulina bifasica (RORSMAN et
al., 2000). Shima et al. (1994), citam que quando as ilhotas séo forgadas a secretar mais
insulina, este estresse adicional pode leva-las a lesdo e morte. Isso, com o passar do
tempo, acentuaria a elevagdo da glicemia observada durante os testes de tolerancia a
glicose em diabéticos. De acordo com os achados do presente estudo o treinamento fisico
pode ser Util para evitar esse fenémeno, visto que melhorou a secrec¢ao de insulina pelas

ilhotas isoladas dos ratos aloxanicos frente a concentragées altas de glicose.

Foram realizadas também neste estudo, andlises do metabolismo da glicose no
musculo séleo isolado, como oxidacao, captacao de glicose, sintese e concentracao de
glicogénio. Nenhuma diferenga foi encontrada entre os grupos nestes parametros
musculares. Contudo, pode-se observar um ligeiro aumento na captacao de glicose pelo
musculo séleo quando se observa o grupo controle treinado sugerindo a importancia do
exercicio na prevengédo do NIDDM. Além disto também verificou-se 0 pequeno aumento
da sintese de glicogénio nos grupos treinados comparados aos sedentarios (Controle
Sedentario e Aloxana Sedentério) reforgando a idéia que o treinamento pode ser Util tanto

na prevencao quanto no tratamento (Controle Treinado e Aloxana Treinado) do NIDDM.
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O exercicio fisico exerce importantes agdes sobre o perfil lipidico circulante. Estas
acoes refletem-se principalmente na redugéo dos Trigliceridios, Colesterol total, e AGL,
que sao alteragdes apresentadas em individuos com NIDDM (HIRANO et al., 1991).
Como visa-se neste estudo a caracterizagdo de um modelo animal de NIDDM para estudo
dos efeitos do exercicio no tratamento e na prevengdo da doenga, foram realizadas
andlises sanguineas de Trigliceridios, AGL, Colesterol total e Lipidios Totais. Os achados
mostraram alteragdes apenas nas concentragbes de Trigliceridios, havendo maiores
valores nos grupos aloxanicos. Isto difere de resultados obtidos com ratos Sprague-
Dawley que receberam streptozotocina ao 3° dia de vida, 0os quais apresentaram menores
valores de Trigliceridios (LEE et al., 2003), mas assemelha-se ao estudo realizado com

ratos wistar adulto tratados com aloxana (MOMO et al., 2006).

Com relacdo aos AGL, apesar de nao ter havido diferenga significativa entre os
grupos, nota-se valores ligeiramente maiores nos grupos aloxanicos, similar ao que foi
observado anteriormente por Oliveira et al. (2004). O colesterol total também foi analisado
no presente estudo e mostrou valores ligeiramente maiores no grupo aloxana sedentario
em relagdo ao controle. Dado semelhante foi encontrado recentemente por Momo et al.

(2006).

Em resumo podem-se observar algumas controvérsias entre os estudos com
modelo experimental de diabetes quimico ndo insulino -dependente. Tal fato pode estar
relacionado ao animal utilizado, a droga usada na inducdo do diabetes, a idade da
administracado da droga, o inicio do treinamento fisico, o tipo de treinamento aplicado além
do periodo experimental. Como limitagdo do presente estudo, pode ser destacado o
momento do dia no qual o treinamento dos animais ocorreu (14:00 horas, em funcao da

infra-estrutura do laboratério). Isso, provavelmente, introduziu variaveis adicionais, visto
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que o rato € um animal de habitos noturnos. Situagdes como privacao do sono e foto
inibicdo da secrecdo de melatonina, entre outros, podem ter interferido em aspectos
enddcrinos-metabdlicos dos animais, agravando o estado diabético. Estudos adicionais,
realizados no periodo noturno sdo necessarios para que o modelo experimental possa ser
caracterizado com mais clareza e os efeitos do exercicio na prevengao e no tratamento do
diabetes sejam avaliados de maneira mais apropriada. Assim tornam-se necessario mais
estudos utilizando as metodologias aqui descritas para indu¢cao do NIDDM e aplicagao de

treinamento fisico, visando a prevencao do Diabetes Mellitus.
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8. CONCLUSOES

- A administragdo neonatal com aloxana provocou:
* Intolerancia a glicose;

*Reducéo nos estoques pancreaticos de insulina;

*Comprometimento da secre¢éo de insulina estimulada por glicose.

- O Treinamento aerébio moderado:
*Atenuou a intolerancia a glicose dos animais aloxanicos;
*Aumentou os estoques pancreaticos de insulina desses animais;

» Melhorou seu condicionamento aerdbio.

Assim sendo, 0 modelo animal aqui analisado reune caracteristicas interessantes

para o estudo do papel do exercicio na prevencao do diabetes.
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EXERCISE AND PREVENTION OF DIABETES MELLITUS IN EXPERIMENTAL MODEL

WITH RATS.

ABSTRACT

Physical exercises have been recommended in the prevention of non-insulin dependent
diabetes mellitus (NIDDM), but the mechanisms involved in this intervention are not yet
fully understood. Experimental models offer the opportunity for the study of this matter.
Induced rats with streptozotocin in the neonatal period have been used as model of
NIDDM, however, not much is known about the model of neonatal diabetes induced by
alloxan. In search of an appropriate experimental model for studies on the role of exercise
in the prevention of diabetes, the present study was designed to analyse the effects of
physical exercise on the development of the diabetic condition in rats submitted to
neonatal alloxan aplication. For this, newly born rats (6 days old) received alloxan
intraperitoneally (A= 250 mg/kg of body weight). Rats injected with vehicle (citrate buffer)
were used as controls (C). After weaning, half of the animals was submitted to 1 hour/day,
5 days/week swimming, with an overload equivalent to 5% of their body weight. After
weaning (28 days), no significant differences were found among the groups in relation to
fasting glycemia and insulinaemia. At 60 days old, the fasting glycemia was lower in the
alloxan group submitted to training than in the correspondent sedentary group. The
glucose tolerance of the alloxan rats showed to be reduced in comparison to, both at 28
and 60 days old, since that the area under the glicemic curve during an oral glucose
tolerance test (GTTo) was higher in the alloxan than in the controls. The exercise
atenuated the changes caused by alloxan. No difference was found among the groups
both at 28 and 60 days old in the insulin sensitivity (HOMA index). However, a slight
reduction was observed in the values of the trained groups suggesting a increased insulin
sensitivity in the animals. It was possible to note that training improved the animals aerobic
conditioning, since blood lactate during the exercise test was lower in trained than in
sedentary rats. Analyzing the pancreatic insulin higher values were observed in the trained
alloxan group when compared to the sedentary alloxan demonstrating the effectiveness of
the exercise in the re-establishment of the insulin stocks. The glucose stimulated insulin
secretion by isolated islets increased in all groups when the glucose concentration
increased from 2.8mM to 16.7mM. In general the values of the alloxan groups were lower
than the controls. In supra-physiologic concentrations (8,3mM) the trained control group
(CT) showed lower secretion than the sedentary control (CS). The opposite was observed
among the alloxan groups. The analyses of the glucose metabolism in the soleus muscle
of the animals (glucose oxidation and uptake and glycogen synthesis and concentration),
no difference was observed among the groups. In relation the lipemic metabolism were
differences only in the triglyceridios levels. The sedentary control group presented higher
values than the trained control and sedentary alloxan groups. The results obtained prove
the effectiveness of the application neonatal alloxan in the installation of diabetes
characteristics and the importance of the physical exercise in the diabetes prevention.

Key words: Neonatal rats, alloxan, diabetes mellitus, physical exercise.
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