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RESUMO

O Diabetes mellitus (DM) é uma doenca de epidemia mundial, e sua
prevaléncia esta aumentando exponencialmente em todo o mundo bem
como no Brasil, onde a ocorréncia do DM é de 5,2% da populagdo em
individuos com mais de 18 anos. A DM desequilibra o metabolismo da
glicose ocasionando hiperglicemia e apresentando  diversas
comorbidades, dentre elas, alteragdes na funcdo pancreética, renal e
complicagdes cardiovasculares. O exercicio fisico (EF) é prescrito como
um dos pilares do tratamento desta doenca, auxiliando na regulacéo da
glicemia, manutengdo do peso corporal, e do metabolismo dos tecidos.
No entanto, os efeitos do EF como fator protetor ao DM ndo sédo
completamente conhecidos. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar os
efeitos do EF voluntério prévio a inducdo de DM | sobre a glicemia,
concentracdo de glicogénio e a funcdo mitocondrial no figado e no
guadriceps de camundongos. Esta pesquisa utilizou camundongos Swiss
machos, 8 semanas de idade, divididos em exercitados (gaiola com roda
de exercicio fisico, Ex), sedentarios (gaiola com roda de exercicio fisico
fixa, Sed) com ou sem inducdo de DM, (Sed STZ ou Ex STZ). Apéds 30
dias de exercicio voluntario o grupo DM foi induzido por STZ, seguido
por analise da glicose de jejum, contetdo de glicogénio, consumo de O,,
producdo peroxido hidrogénio e potencial de membrana mitocondrial no
musculo e figado. Nossos resultados mostraram que o EF prévio
diminuiu a glicemia em jejum quando comparados com grupo Sed STZ;
concomitantemente houve manutencdo do glicogénio hepatico o qual
teve sua concentragdo diminuida no grupo Sed STZ; houve aumento na
fungdo mitocondrial no mdsculo quadriceps dos animais EX STZ
guando comparados ao grupo Sed STZ; o consumo de O, hepatico foi
diminuido nos animais que receberam STZ. Conclui-se que 0s trinta dias
de exercicio voluntario prévio em camundongos, previne a
hiperglicemia de jejum induzida pela administracdo de STZ pela
manutencdo do glicogénio hepéatico e pelo aumento do metabolismo
mitocondrial no muasculo esquelético. Deste modo, melhora a
capacidade do corpo responder ao DM 1.

Palavras chave: Diabetes mellitus; Estreptozotocina; Exercicio Fisico
Prévio; Hiperglicemia.






ABSTRACT

Diabetes mellitus (DM) is a worldwide epidemic disease, and it
prevalence is exponentially increasing over the world, and also in
Brazil, where it reaches 5,2% of the population among individuals of
over 18 years old, characterized by alteration in glucose metabolism,
causing hyperglycemia and several comorbidities, such as alterations in
pancreatic and renal function and cardiovascular complications.
Physical exercise (PE) is prescribed as one of the mainstays of treatment
of this pathology, helping regulate glycaemia, maintenance of body
weight, and tissue metabolism. However, the effects of PE as a
protection factor of DM are limited. Thus, the hence of this study was to
evaluate the effects of PE previous to the induction of DM I, through the
model of streptozotocin (STZ) on glycaemia, glycogen concentration
and both liver and skeletal muscle mitochondrial function. This research
used male Swiss mice, divided between exercised (cage with voluntary
exercise wheel), sedentary (cage with fixed exercise wheel) and with or
without DM (STZ induced 180mg/kg). After 30 days of voluntary
exercise, the DM was induced by STZ, we analyzed fasting glucose,
liver and muscle glycogen, O, consumption, hydrogen peroxide
production and liver and muscle mitochondrial membrane potential. Our
results showed that previous PE lowers fasting glucose when compared
to Sedentary STZ group; concomitant there was maintenance in liver
glycogen, which had its concentration lowered in Sedentary STZ group;
there was increasing of quadriceps muscle mitochondrial function in
Exercise STZ when compared to Sedentary STZ group; liver O,
consumption was lowered in animals that received STZ. It can be
concluded that 30 days of previous voluntary exercise in mouse prevent
fasting hyperglycemia STZ induced, by maintaining of liver glycogen
and increasing of skeletal muscle mitochondrial metabolism. Hence,
improves the body’s capacity to respond to DM L.

Key-words: Diabetes mellitus; Hyperglycemia; Previous Physical
Exercise; Streptozotocin.
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1 INTRODUCAO

O Diabetes mellitus (DM) é considerado atualmente um grupo de
distarbios metabolicos caracterizado por alteragcBes principalmente
envolvendo o metabolismo da glicose, levando ao quadro de
hiperglicemia por defeitos na acéo da insulina, secre¢do da insulina ou
ambas. O DM apresenta diversas comorbidades, dentre elas alteragdes
na funcdo pancredtica, renal e complica¢fes cardiovasculares, sendo
uma das principais causas de mortalidade e morbidade no mundo (Silva
et al., 2012; Hall et al., 2013). Atualmente a DM é uma doenca de
epidemia mundial, e sua prevaléncia esta aumentando exponencialmente
em todo o mundo e também no Brasil, onde a ocorréncia do diabetes é
de 5,2% da populagdo em individuos com mais 18 anos (Silva et al.,
2014).

Sé&o propostas 4 classificagdes etiolégicas para o DM atualmente:
diabetes mellitus tipo |1 (DM 1); diabetes mellitus tipo 11 (DM I1); outros
tipos especificos de diabetes mellitus; e o diabetes gestacional (SBD,
2015). Os tipos mais prevalentes sdo DM | e DM Il. No DM I, presente
em 5-10% dos casos, ocorre destruicdo das células beta do pancreas,
usualmente por processo autoimune ou menos comumente de causa
desconhecida (forma idiopatica) (SBD, 2015). No DM | a cetoacidose é
um sintoma comum e 0s pacientes necessitam receber insulina exégena
para que possam controlar a glicemia. O DM Il € mais comum do que o
DM 1, perfazendo cerca de 90% dos casos de DM. E caracterizada por
distarbios da acdo e secrecdo da insulina, na qual as células alvo tém
uma resposta ineficiente aos niveis normais de insulina circulante
(Correia et al., 2002). A destruicdo autoimune do pancreas ndo estd
envolvida (Gross et al., 2002). O DM Il esta associado intimamente a
ocorréncia de sobrepeso e obesidade e, normalmente é diagnosticado
apos os 40 anos. A cetoacidose é rara e os pacientes ndo dependem de
insulina para sobreviver, porém esta pode ser necessaria para auxiliar no
controle da glicemia.

Para classificacdo dos niveis de glicose sanguinea, a Sociedade
Brasileira de Diabetes (SBD) baseia-se nos niveis de glicemia de jejum
de no minimo 8 horas, de acordo com a seguinte classificacdo: normal,
<100; tolerancia a glicose diminuida >100 a <126; ¢ DM, >126. Para o
diagnéstico de DM outros sinais clinicos e bioguimicos também devem
ser levados em consideracdo (SBD, 2015).
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Independente do tipo de DM, o exercicio fisico é prescrito como
um dos pilares do tratamento desta doenca, auxiliando na regulacdo da
glicemia, manutencdo do peso corporal, e do metabolismo dos tecidos
(Ferreira e Vivolo, 2014). Entretanto, segundo dados da Organizacdo
Mundial da Saude, 31% dos adultos no mundo ndo praticam qualquer
tipo de exercicio fisico. O sedentarismo esta associado como o quarto
fator de risco para a mortalidade global (6% das mortes no mundo), o
gue equivale a aproximadamente 3,2 milhdes de mortes por ano (OMS,
2014).

1.1HIPERGLICEMIA

A hiperglicemia é o aumento dos niveis de glicose no sangue,
acontece quando ha pouca ou nenhuma producdo de insulina no
organismo, no caso do DM | ou quando ocorre problemas na sua
sinalizacdo nos tecidos alvos, no caso DM Il (Raduan, 2014). A
hiperglicemia pode ser causada pelo excesso de alimentagcdo e
sedentarismo (Ferreira et al., 2011). As manifestacdes clinicas da
hiperglicemia em humanos se apresentam na forma de polidria,
polidipsia, perda de peso, polifagia e visdo turva, podendo levar a
complicacdes agudas com risco de morte: a cetoacidose diabética e a
sindrome hiperosmolar hiperglicémica ndo cetética (Gross et al., 2002).
A hiperglicemia cronica em individuos com DM que ndo seguem um
tratamento adequado pode causar danos em diversos 6rgaos e tecidos,
como no sistema vascular, coragdo, retina, rins, figado (Sigal et al.,
2008). A disfuncédo endotelial nos individuos hiperglicémicos é uma das
principais causas das complica¢Ges vasculares associadas (Beckman et
al., 2001).

Estudos tém mostrado que a mudanca no estilo de vida (adogao
de uma vida mais ativa e dieta adequada) ¢ uma medida muito
importante para o controle da hiperglicemia, auxiliando na manutencgéo
de um melhor controle glicémico e retardando complica¢des cronicas da
doenca. Efeitos benéficos na hemoglobina glicada de 11 pacientes com
DM | ap6s 12 semanas de exercicio aerobico associado ao exercicio
resistido foram demonstrados (Mosher et al., 1998). Melhoras no
controle metabdlico foram identificadas (Valerio et al., 2007) ao avaliar
criancas e adolescentes que praticavam atividade fisica regular em
modalidades esportivas. De maneira similar (Ropelle et al., 2006),



19

evidenciaram que o exercicio agudo aumentou a sensibilidade & insulina
durante a alimentacgdo rica em gorduras em ratos obesos.

1.2 METABOLISMO DA GLICOSE NO DM

O desequilibrio glicémico é caracteristica marcante do DM. A
glicose da corrente sanguinea é transportada por difuséo facilitada para
o interior das células via seus transportadores de alta capacidade do tipo
GLUT (Brown, 2000). O GLUT4, presente no musculo e tecido adiposo
(Figura 1); e 0 GLUT2, presente no figado.

y v Receptores para
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/ \
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\1 ‘ \/ Crescimento e Explemo geral
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Expresso especifica de genes

Figura 1- Via Molecular da Insulina. A ativagdo da Akt aumenta a
captacdo periférica de glicose principalmente no tecido muscular e adiposo por
aumentar o direcionamento dos transportadores de glicose (GLUTSs), do
citoplasma para a membrana plasmatica, 0 que resulta no aumento da captagéo
celular de glicose por difusdo facilitada apds a ingestdo alimentar. Fonte:

(Saltiel e Kahn, 2001).
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Uma vez dentro da célula, a glicose pode ser metabolizada a
piruvato e/ou lactato e CO, formando adenosina trifosfato (ATP) nas
rotas conhecidas como glicdlise aerdbia e anaerodbia, respectivamente. A
regulacdo destas vias, tanto no citosol, glicolise anaerébia, como na
mitocOndria, glicllise aerdbia, € essencial para a manutencdo dos niveis
energéticos além de compostos intracelulares (McArdle et al., 2013). A
homeostase da glicose é resultado da interacdo entre a secrecdo de
insulina por parte das células B-pancreéticas e da captacdo de glicose por
parte dos tecidos periféricos sensiveis a insulina (Pauli et al., 2009). O
aumento da glicemia estimula a secrecdo de insulina, que, por sua vez,
diminui a concentracdo de glicose dose-tempo dependente (SBD, 2015).
Além disso, a formacao de glicogénio no hepatécito serve para manter o
status energético e regular os niveis de glicose sanguinea. A insulina
estimula o acimulo de glicogénio através do aumento do transporte de
glicose no musculo e sintese de glicogénio em figado e musculo (Abel
et al., 2001). Este ultimo efeito é obtido via desfosforilacdo da
glicogénio sintetase (Campbell, 2000). Apds estimulo com insulina, a
enzima serina/treonina quinase (Akt) fosforila e inativa a Glicogénio
sintase quinase-3 (GSK-3 B), o que diminui a taxa de fosforilacdo da
glicogénio-sintetase, aumentando sua atividade (Shulman et al., 1995).

Individuos diabéticos, sem um tratamento adequado, com
hiperglicemia cronica, os mecanismo de regulacdo do metabolismo da
glicose ficam prejudicados e tendem a ter um aumento das espécies
reativas de oxigénio que por sua vez poderdo levar a um estado de
estresse oxidativo, atentando a funcionalidade mitocondrial (Reis et al.,
2008). Em humanos, o excesso de radicais livres contribui com a perda
da integridade da membrana da célula muscular em funcdo da reacéo de
oxi-reducdo dos radicais livres com a camada bilipidica que forma as
membranas celulares (Godois et al., 2014).

1.3 METABOLISMO DO GLICOGENIO

A glicose é armazenada nos tecidos corporais (principalmente no
musculo e no figado) na forma de glicogénio, que é um polimero de
glicose. Nestes tecidos, o glicogénio é armazenado na forma de
granulos, onde estdo presentes também as enzimas responsaveis pela sua
metabolizacdo. A fisiologia do musculo esquelético é diferente daquela
do figado, pois somente estoca glicogénio para satisfazer suas
necessidades proprias, enquanto que o glicogénio hepético é utilizado
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principalmente para manutencdo dos niveis de glicose sanguineos
(Shephard e Johnson, 2015).

O figado, através de seu estoque de glicogénio, é o Unico érgao
capaz de manter constante as concentracdes de glicose sanguinea por
um certo periodo de tempo (Jackson et al., 2002). A concentracdo de
glicose circulante é determinada pelo balango entre a taxa de liberagdo
de glicose pelo figado e a taxa de consumo desta pelos outros tecidos.
(Silveira et al., 2008). A sintese e a degradacdo do glicogénio estdo
diretamente relacionadas a agdo de duas enzimas, a glicogénio sintetase
(sintese) e a glicogénio fosforilase (degradacdo), as quais estdo sob a
regulacdo dos hormdnios insulina e glucagon (Costa et al., 2008, Qu et
al., 2014). A sintese do glicogénio ocorre quando a glicose circulante
entra nas células hepaticas e musculares através dos GLUTs, sendo que
a concentracdo elevada de glicose intracelular provoca a dissociagdo da
hexoquinase da sua proteina nuclear reguladora. Uma vez ativa, a
glicoquinase (figado) ou hexoquinase (musculo), fosforila a glicose
formando glicose 6-fosfato, o que estimula a glicolise (nas células
musculares) ou fornece o material para a sintese do glicogénio. O
glicogénio hepatico serve como reservatdrio de glicose para os tecidos,
guando a glicose da alimentacdo ndo esta disponivel, particularmente
para o sistema nervoso central (Prats et al., 2005; Prats et al., 2009).

Quando os niveis de glicose sanguinea diminuem, ocorre um
aumento na secre¢do do horménio glucagon, que tem a funcédo principal
de sinalizar a liberagdo de glicose para a circulacdo, proveniente da
degradacdo do glicogénio hepatico. O glucagon liga-se ao seu receptor
de membrana nos hepatécitos e acarreta na ativacdo de uma enzima
denominada PKA (Proteina cinase A). A guebra do glicogénio requer
uma reacdo de desramificagdo para fosforilar as ligagdes glicosidicas
dos residuos de glicose, nos pontos ramificados da estrutura de
glicogénio (Devlin, 2011). A primeira reacdo é catalisada pela enzima
glicogénio-fosforilase, a qual cliva as ligacfes (alfa 1-4) do glicogénio.
Neste instante, moléculas de glicose 1-fosfato séo liberadas. A enzima
fosfoglicomutase pode converter a glicose 1-fosfato em glicose 6-
fosfato (reacéo reversivel). O figado possui a enzima glicose 6fosfatase
que defosforila a glicose 6-fosfato para ser liberada para a corrente
sanguinea, a qual sera captada por outros tecidos e utilizada na glicélise
no musculo (Campbell, 2000; Ha et al., 2014).
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1.4 CADEIA DE TRANSPORTE DE ELETRONS

A geracdo de energia é fundamental para manutencdo da
homeostase e a oxidagdo dos macronutrientes é a principal forma de
gerar ATP. Os elétrons removidos do substrato (glicose, por exemplo)
sdo passados a um carregador de elétrons, uma coenzima chamada de
Nicotinamida Adenina Dinucleotideo (NAD™), funcionando como um
agente oxidante durante as etapas anteriores da respiracdo, que €
reduzido a NADH. O fluxo de elétrons na cadeia respiratéria é realizado
por intermédio de um espectro redox do NAD*/NADH para O,/H,0,
passando por trés grandes complexos proteicos. S&o eles 0 NADH-
Quinona oxidorredutase (Complexo 1), nele os elétrons sdo transferidos
do NADH para a coenzima Q (Q), conhecida como ubiquinona, 0 Q-
citocromo e c-oxidorredutase (Complexo I1l1), que transfere os elétrons
adiante para o citocromo ¢ e o citocromo c-oxidase (Complexo V),
completando a cadeia, onde os elétrons sdo transferidos para o O,
formando H,O (Gongalves et al., 2015).

A fosforilagdo oxidativa acontece por meio da ATP sintase. Esta
enzima utiliza a energia préton-motriz, gerada pelo bombeamento de
prétons pelos complexos da cadeia de transporte de elétrons, para
fosforilar ADP, gerando ATP. Em contraposto da grande variedade de
mecanismos utilizado por diferentes organismos para gerar a forca
préton-motriz, a ATP sintase é altamente conservada e esta presente em
mitocdndrias, cloroplastos e bactérias aerdbias ou fotossintetizantes
(Nicholls e Ferguson, 2002).

A cadeia transportadora de elétrons pode ser regulada pelo estado
energético celular, pela regulacdo das proteinas transportadoras e
também pela sinalizacdo hormonal, qualquer distirbio nestes fatores
pode induzir ao aumento na produgdo da de espécies reativas de
oxigénio (Halliwell e Gutteridge, 2007). De acordo com essas
proposicdes, varios estudos tém demonstrado que a deficiéncia da via de
insulina / IGF1 pode causar disfun¢do mitocondrial e aumentar os danos
do estresse oxidativo (Muller et al., 2008). A disfungdo mitocondrial
pode causar reducdo de atividades complexas da cadeia respiratéria e
aumento da geragdo de espécies reativas de oxigénio (Harman, 1956).
No entanto, num cenario de diminuicdo da capacidade antioxidante
mitocondrial, ou aumento exacerbado da producdo de H,0, pode
ocorrer 0 estresse oxidativo que provoca danos oxidativos prejudicando
0 metabolismo (Silva e Ferrari, 2011). Em condi¢6es normais, a maioria
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de H,O, celular é produzida pela mitocondria e €& prontamente
metabolizado por enzimas antioxidantes. (Muller et al., 2012).

1.5 EXERCICIO FiSICO E REGULACAO DA GLICEMIA

O exercicio fisico é um dos pilares no tratamento do DM para
controlar a glicemia (Ferreira e Vivolo, 2014). No entanto, 0s
mecanismos pelos quais a atividade fisica melhora o perfil glicémico
nesses pacientes sdo intensamente pesquisados, e parcialmente
conhecidos. Alguns autores acreditam que a reducdo da glicemia em
pacientes com diabetes seja decorrente da perda de peso induzida pelo
aumento do gasto energético promovido pelo exercicio (Ciolac e
Guimaraes, 2004; Despres e Lemieux, 2006; Riddell e Perkins, 2009).

O gasto energético esta associado a qualquer tipo de atividade
fisica, uma vez que o tecido muscular utiliza energia para sua contragéo.
No repouso, a principal fonte de energia é proveniente da oxidacdo dos
acidos graxos livres (McArdle et al., 2013). No inicio do exercicio, o0s
carboidratos assumem maior importancia como fontes eficazes de
producdo energética (Ferreira e Vivolo, 2014). A contribui¢do
percentual dos carboidratos como fonte primaria de energia para
contracdo muscular se eleva a medida que aumenta a intensidade do
exercicio (Pithon-Curi, 2013). No entanto, em exercicios de longa
duragdo os acidos graxos livres passam a ser o substrato energético
preferencial (Zinman et al.,1979).

O principal mecanismo responsavel pela captacdo de glicose
pelas células depende da ligacdo da insulina ao seu receptor,
desencadeando uma cascata de reagdes intracelulares que culminam com
a translocacdo de GLUT para a superficie celular. Os GLUT-4 sdo os
principais responsaveis pela captagdo da glicose circulante na maioria
dos tecidos em humanos (Saltiel e Kahn, 2001). E sabido que atividade
fisica induz aumento da captacdo de glicose, mas que 0S mecanismos
responsaveis por este beneficio ndo dependem principalmente da via da
P13-kinase da sinalizacdo insulinica, um fator muito importante para
individuos com DM (Silva et al., 2014). Além disso, a pratica regular de
atividade fisica traz efeitos benéficos ndo apenas ao metabolismo da
glicose, mas também lipidico, favorecendo a reducdo da glicemia e
aumento das concentragdes de HDL-c (Ferreira e Vivolo, 2014).

O controle da glicemia por exercicio fisico e dietas auxilia no
tratamento do DM, além disso, o exercicio é conhecido por promover
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um controle a longo prazo da glicemia por induzir alteracbes na
regulacdo do metabolismo da glicose, como a sintese de glicogénio
(Silva et al., 2014). Durante o exercicio, 0 consumo de oxigénio pelo
organismo pode aumentar cerca de 20 vezes e aumentos ainda maiores
podem ocorrer nos musculos em atividade (McArdle et al., 2013). Para
satisfazer essas demandas energéticas, 0 musculo esquelético utiliza de
uma forma muito intensa as suas proprias reservas de glicogénio e
triglicerideos, além dos &cidos graxos livres derivados da quebra dos
triglicerideos do tecido adiposo e da glicose liberada pelo figado
(American College of Sports Medicine e American Diabetes
Association, 2000).

O exercicio provoca mudancas profundas na homeostase da
glicose. Para as pessoas com DM 1, o exercicio aerdbico geralmente faz
com que a concentracdo de glicose no sangue caia rapidamente, sendo
esse declinio atribuido principalmente a incapacidade dos niveis de
insulina em circulacdo serem reduzidos no inicio do exercicio continuo,
causando assim um aumento na absor¢do da glicose disponivel (Iscoe e
Riddell, 2011). Em contraste, os exercicios de moderada e alta
intensidade (por exemplo, correndo em > 80% da capacidade aerébica
maxima por um curto periodo) muitas vezes provocam um aumento das
concentracdes de glicose no sangue nos individuos com DM | (Marliss e
Vranic, 2002), pois sem 0 aumento concomitante da secrecdo insulina
para neutralizar os efeitos hiperglicémicos de exercicio breve e intenso,
0 periodo de recuperacdo aumenta os niveis glicémicos pela menor
disponibilidade de insulina, tornando o controle glicémico desafiador
(Riddell e Perkins, 2009).

Neste sentido, modular a via de sinalizagdo celular da insulina é
um desafio e representa chances significativas de buscar novas formas
de prevencdo e tratamento do DM e doencgas associadas (Ropelle et al.,
2006; Davidson et al., 2007). Exercicios fisicos, nutrientes e farmacos
tém sido alvo de estudos e demonstraram grandes beneficios em
aumentar a atividade da via molecular da insulina, diminuindo sua
resisténcia. O exercicio fisico regular melhora a sensibilidade a insulina,
aumenta a capacidade cardiorrespiratoria, melhora o controle glicémico,
reduz o risco de mortalidade cardiovascular, e aumenta o bem estar
psicossocial (Sigal et al., 2006).

Diversos sdo o0s beneficios atribuidos a atividade fisica
regularmente praticada (Figura 2), é importante ressaltar que o
condicionamento fisico contribui para reducdo da pressdo arterial,
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melhora da funcdo endotelial e do perfil lipidico (Landt et al., 1985;
Fuchsjager-Mayrl et al., 2002). Em criancas e adolescentes, €
fundamental para o crescimento e desenvolvimento normais, o que torna
importantissimo o conhecimento das implicagdes do exercicio no
controle do DM | nesta faixa etéria (Vivolo et al., 1996).

PRINCIPAIS EFEITOS BENEFICOS DA PRATICA REGULAR
DE ATIVIDADE FiSICA

* Auxilia na manutenc¢do do peso corporal
* Aumenta a sensibilidade a insulina

* Reduz os niveis da pressao arterial e eleva os de HDL —
Colesterol, atenuando o risco de DM e doenca
cardiovascular

* Contribui para o desenvolvimento e manutencdo dos
0ss0s, musculos e articulacées, reduzindo a perda de
massa 0ssea

* Favorece a respostaimune inflamatéria
* Reduz a depressdo e ansiedade e determina bem estar

Figura 2 — Principais efeitos benéficos da prética regular da atividade fisica
Adaptado de (Ferreira e Vivolo, 2014).

1.6 MODELO DE DM TIPO |

O estudo dos efeitos metabdlicos do DM em roedores envolve
uma série de modelos para mimetizar oque acontece com 0s pacientes
de ambos os tipos da doenca. A estreptozotocina (STZ) causa a
destruicdo das células beta pancreéticas e é considerado um modelo de
DM | quando se utiliza esta droga em altas doses intraperitonialmente.
A STZ causa DM por alterar o DNA, aumentar o estresse oxidativo e
diminuir os niveis de NAD causando toxicidade e morte celular. A STZ
tem similaridade com glicose, tendo um 1-metil-I-nitrosourea (MNU)'
ligado a glicose, que é transportado muito facilmente pelos
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transportadores de glicose do tipo 2 (GLUT2) nas células beta
pancreaticas. Este composto, uma vez dentro das células beta, metila o
DNA, ativando a enzima reparadora Poli-ADP ribose que utiliza NAD
para reparar o dano causado pela STZ no DNA e depleta os niveis
intracelulares deste nucleotideo, o que altera o metabolismo intracelular,
e acarreta morte das células beta pancredticas com consequente
diminuicdo da producdo de insulina. Além disso, causa um grande
aumento de espécies reativas de oxigénio, uma vez que as células beta
possuem pequena capacidade antioxidante (Anderson et al., 1974; Chen
et al., 2001).

Apesar das evidéncias demonstrando os beneficios do exercicio
fisico moderado sobre os resultados morfologicos e funcionais de
diversas doencas, a evidéncia para os efeitos do exercicio fisico como
fator protetor ao DM é limitado.
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2 OBJETIVOS
2.1 GERAL

e Avaliar os efeitos do exercicio fisico voluntario prévio a inducéao de
DM 1| por meio do modelo da estreptozotocina sobre a glicemia,
concentracdo de glicogénio e a funcdo mitocondrial no figado e
quadriceps de camundongos.

2.2 ESPECIFICOS

e Avaliar os niveis de glicose em jejum no sangue de camundongos
controles e diabéticos que foram previamente exercitados;

e Avaliar os niveis de glicose no sangue e tolerancia a glicose de
camundongos controles e diabéticos que foram previamente
exercitados;

e Avaliar os niveis de glicogénio hepatico e muscular de
camundongos controles e diabéticos que foram previamente
exercitados;

e Avaliar o consumo de oxigénio no masculo e figado de
camundongos controles e diabéticos que foram previamente
exercitados;

e Avaliar a producédo de peréxido de hidrogénio no musculo e figado
de camundongos controles e diabéticos que foram previamente
exercitados;

e Avaliar o potencial de membrana mitocondrial no homogeneizado
de musculo e figado de camundongos controles e diabéticos que
foram previamente exercitados.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS

O presente estudo foi realizado seguindo-se as recomendacdes
internacionais para o cuidado e o uso de animais de laboratério, bem
como as recomendacges para o uso de animais do Conselho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA). O experimento foi
previamente aprovado pela Comissdo de Etica para o Uso de Animais
(CEUA) da Universidade do Extremo Sul Catarinense, Brasil, sob
Protocolo n° 094-2014-01.

Foram utilizados 32 (trinta e dois) camundongos machos jovens
com 8 (oito) semanas de idade, pesando entre 30 e 35 g, da linhagem
Swiss. Os animais, fornecidos pelo biotério da Universidade do Extremo
Sul Catarinense, foram acondicionados em gaiolas (1 animal/caixa).
Foram mantidos com iluminagdo e temperatura controladas, ciclo claro-
escuro de 12 horas (07:00 as 19:00, ciclo claro) temperatura de 20+2 °C,
sem privacdo de agua e alimento. Para menor desconforto ambiental, a
higiene da caixa moradia foi realizada diariamente.

3.2 EXERCICIO VOLUNTARIO

Os animais foram divididos em sedentérios e exercitados. Os
animais do grupo exercitado foram alocados individualmente em uma
gaiola contendo uma roda de exercicio fisico voluntario, durante todo o
periodo do trabalho (exercicio) enquanto que o controle permaneceu em
uma gaiola em que a roda de correr permaneceu fixa impedindo a
realizacdo do exercicio (sedentarios) durante 30 dias. Ap6s 30 dias de
exercicio voluntario, 0s animais correram em média 3500 metros/dia.

3.3 INDUCAO DO DIABETES

Ap6s 30 dias de treinamento voluntario, os animais do grupo
diabetes receberam STZ intraperitoneal (i.p) na dose 180mg/kg para
indugdo do diabetes. Ap6s 3 dias de inducdo do diabetes por STZ, 0s
animais ficaram 12 horas de jejum para verificar a glicemia de jejume a
tolerancia a glicose (TTG) através da injecéo de glicose na concentragao
de 2mg/g por via intraperitoneal, e posterior anélise da glicemia nos
tempos 30, 60, 120min ap6s a injecdo de glicose através um pequeno
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corte na cauda dos animais feito por uma caneta/lanceta fornecida pela
empresa que fornecera o glicosimetro para analise dos niveis de glicose.
Apo6s 2 dias do teste os animais foram sacrificados e o musculo
quadriceps e figado coletados, processados e armazenados para posterior
andlises.

Os animais foram distribuidos randomicamente em quatro grupos
experimentais:

Grupo 1 — Sedentario Veiculo (Sed Veh) (n=8);
Grupo 2 — Sedentario STZ (Sed STZ) (n=8);
Grupo 3 — Exercicio Veiculo (Ex Veh) (n=8);
Grupo 4 — Exercicio STZ (Ex STZ) (n=8).

3.4 DETERMINAGCAO DO GLICOGENIO HEPATICO E
MUSCULAR

O quadriceps e o figado dos camundongos foram dissecados e a
determinacdo da concentragdo de glicogénio hepéatico e muscular foi
feita pelo método de (Krisman, 1962). O musculo e o figado, em torno
de 100mg, foram colocados em KOH 30% e incubado 100 °C por 15
min. Apo6s foi adicionado etanol 100% e incubados por 15min a 70 °C.
Os tubos de ensaio foram colocados no gelo por 20min e depois
centrifugados por 10min. O pellete foi resuspendido em agua e o
glicogénio avaliado por método colorimétrico (Krisman, 1962).

3.5 PRODUGAO DE H,0,

O masculo quadriceps e o figado foram dissecados e
homogeneizados em tampdo de isolamento (0,32 M sacarose, 1 mM
EDTA, 10 mM Tris-HC1 pH 7,4). O homogeneizado foi centrifugado
4.000 rpm (3min). O sobrenadante foi incubado em tampdo de
respiragdo (10 mM Tris HCI, pH 7,4, 0,32 M mannitol, 8 mM fosfato de
sodio, 4 mM MgCI2, 0.08 mM EDTA e 0.2 mg/mL de albumina bovina
livre de A4cidos graxos) com adicio 10 mMAmplexRed para
determinacdo especifica de H,O, por fluorescéncia e HRP 2U/ml
analisados em leitor demicroplaca Spectra Max MB5) (Molecular
Devices) em comprimento de onda de 563 nm para excitacdo e 587 nm
para emissdo. Foram adicionados SuccinatolmMe ADP 2 mM para
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avaliar a producdo de H,O, em respostas a substratos energéticos
(Muller et al., 2013).

3.6 POTENCIAL DE MEMBRANA MITOCONDRIAL (A¥m)

O musculo quadriceps e o figado foram dissecados e
homogeneizados em tampéo de isolamento (0,32 M sacarose, 1 mM
EDTA, 10 mM Tris-HC1 pH 7,4). O homogeneizado foi centrifugado
4.000 rpm (3min). O Sobrenadante foi incubado em tampédo de
respiracdo (10 mM Tris HCI, pH 7,4, 0,32 M mannitol, 8 mM fosfato de
sodio, 4 mM MgCI2, 0.08 mM EDTA e 0.2 mg/mL de albumina bovina
livre de &cidos graxos) com adicdo 3 mM as sonda catidnica Safranina
O para determinacdo do potencial de membrana mitocondrial por
fluorescéncia (comprimento de onda de 563 nm para excitacdo e 587 nm
para emissdo, leitor de microplaca Spectra Max M5) (Molecular
Devices). Foram adicionados SuccinatolmMe ADP 2 mM para avaliar a
producdo de H,O, em respostas a substratos energéticos (Muller et al.,
2013).

3.7 CONSUMO DE OXIGENIO (0y)

Os tecidos foram homogeneizados em tampdo de isolamento.
Para medicdo do consumo de O, foram realizadas em 2 ml de tampéo de
respiracdo mitocondrial (KCI 100 mM, manitol a 75 mM, sacarose 25
mM, 5 mM de fosfato, EDTA a 0,05 mM e 10 mM de Tris-HC1, pH
7,4) . As taxas de consumo de O, foram medidas usando
polarograficamente de alta resolucdo respirometria (Oroboros
Oxygraph-02K). As fracbes de figado e musculo (0,1 mg / ml) foram
incubadas tampdo de respiracdo e o fluxo de consumo de oxigénio foi
monitorado sem substrato e com o succinato 1 mM e 2 mM de ADP
adicionado como substrato a respiragdo mitocondrial (Sims e Blass,
1986).

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram apresentados como média £ SEM. Os dados
foram analisados utilizando analise de variancia (ANOVA) seguida pelo
teste de Tukey post hoc. Para analisar a resposta de mitocondrias de
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diferentes substratos os dados foram analisados pelo teste t de Student.
As diferencas entre os grupos foram considerados estatisticamente
significativos se p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 EXERCICIO FISICO PREVIO PREVINE A HIPERGLICEMIA
EM JEJUM

Foi investigado o efeito do exercicio voluntario prévio sobre o
perfil glicémico em ratos submetidos ao modelo de DM I. O grupo Sed
STZ apresentou hiperglicemia de jejum, mostrando que o modelo
utilizando STZ comprometeu a producdo de insulina nestes animais.
Porém, no grupo de animais submetidos a STZ e que fizeram exercicio
voluntario, houve uma prevencdo do aumento da glicemia de jejum
(Figura 3 * Sed STZ>Sed Veh, ExVeh e Ex STZ, p < 0,05).
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Figura 3 - Efeito da glicemia de jejum nos grupos: Sedentario Veiculo (Sed
Veh); Sedentéario Estreptozotocina (Sed STZ); Exercicio Veiculo (Ex Veh);
Exercicio Estreptozotocina (Ex STZ). Dados expressos com média + e desvio
padrdo para 8 animais por grupo.
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Na sequéncia, no teste de tolerancia a glicose, observou-se que 0s
niveis de glicose no sangue foram aumentados em 30, 60 e 120 min
apos a injecdo glicose ip em todos os grupos, sendo 0s valores maiores
nos grupos STZ, tanto sedentarios quanto exercitados, quando
comparado com o0s grupos de veiculo (Figura 4 A * Sed STZ e Ex STZ
>ExVeh e SedVeh, p <0,05). A area sob a curva (AUC) foi maior em
animais diabéticos de ambos os grupos, (Figura 4 B * Sed STZ e Ex
STZ>ExVeh e SedVeh, p <0,05).
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Figura 4- Efeitos sobre o perfil glicémico nos testes de (A) Tolerancia a
Glicose (TTG); (B) Area sob a curva do TTG. Nos grupos: Sedentério
Veiculo (Sed Veh); Sedentario Estreptozotocina (Sed STZ); Exercicio Veiculo
(Ex Veh); Exercicio Estreptozotocina (Ex STZ). Dados expressos com média +
e desvio padrdo para 8 animais por grupo.
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4.2 EFEITOS DO EXERCICIO FiSICO PREVIO E DO DIABETES
SOBRE PARAMETROS HEPATICOS DE CAMUNDONGOS

Quando se investigou a concentracdo de glicogénio hepaético,
houve diminuicio deste em animais diabéticos sedentarios, e o exercicio
voluntario prévio preveniu este efeito (Figura 5 * Sed STZ <Ex STZ,
ExVeh e SedVeh, p <0,05).
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Figura 5 — Concentragdo de glicogénio hepatico nos grupos: Sedentario
Veiculo (Sed Veh); Sedentario Estreptozotocina (Sed STZ); Exercicio Veiculo
(Ex Veh); Exercicio Estreptozotocina (Ex STZ). Dados expressos com média *
e desvio padréo para 8 animais por grupo.

Analisou-se também o consumo de O, este foi diminuido no
figado em ambos os grupos STZ quando comparado com 0S grupos
veiculo; no entanto, houve um aumento no consumo de O, pela adicdo
de succinato e succinato + ADP (Figura 6 * Ex STZ e Sed STZ <ExVeh
e SedVeh, p <0,05).
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Figura 6 — Consumo de O, no tecido hepatico na condi¢do basal (basal),
adicdo de succinato (suc) e adicdo succinato + ADP (suc + adp). Nos grupos:
Sedentério Veiculo (Sed Veh); Sedentario Estreptozotocina (Sed STZ);
Exercicio Veiculo (Ex Veh); Exercicio Estreptozotocina (Ex STZ). Dados
expressos com média + e desvio padréo para 8 animais por grupo.

Na sequéncia, analisamos a producdo de H,O,, onde na condicio
basal ndo houve diferenca significativa entre os grupos (Figura 7 A). A
producdo de H,O, foi aumentada por succinato em todos 0s grupos, no
entanto, a adicdo de ADP ndo diminuiu a producdo de H,O, no figado
do grupo Sed STZ, diferente do que aconteceu com outros grupos
(Figura 7 A * suc> basal; # SUC + ADP <SUC, p <0,05). O A¥m foi
induzido por succinato e succinato + ADP como esperado no figado em
todos os grupos (Figura 7 B, * basal > suc e suc + ADP, p < 0.05).
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Figura 7 - Efeitos do exercicio fisico voluntario prévio e do Diabetes sobre os
parametros hepaticos de camundongos avaliando: (A) Produgdo de H,0O, no
figado na condicdo basal (basal), succinato (suc) e succinato + ADP (suc +
adp); (B) Potencial de membrana mitocondrial (A¥m) no figado nas condi¢des
basal (basal), succinato(suc) e succinato + ADP(suc + adp). Nos grupos:
Sedentario Veiculo (Sed Veh); Sedentario Estreptozotocina (Sed STZ);
Exercicio Veiculo (Ex Veh); Exercicio Estreptozotocina (Ex STZ). Dados
expressos com média + e desvio padrdo para 8 animais por grupo.
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43 STZ MODULADA EM FUNCAO MITOCONDRIAL DO
MUSCULO

Ao investigar o efeito do diabetes e do exercicio voluntario
prévio sobre o contetdo de glicogénio muscular, este ndo foi afetado no
musculo quadriceps (Figura 8).
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Figura 8 - Concentragdo de Glicogénio Muscular nos grupos: Sedentario
Veiculo (Sed Veh); Sedentario Estreptozotocina (Sed STZ); Exercicio Veiculo
(Ex Veh); Exercicio Estreptozotocina (Ex STZ). Dados expressos com média +
e desvio padrdo para 8 animais por grupo.

Analisou-se também o consumo de O,, este quando induzido por
ADP e succinato foi diminuido nos animais diabéticos sedentarios
guando comparado com 0S 0utros grupos e o exercicio voluntario prévio
preveniu esse efeito (Figura 9 * Sed STZ <SedVeh, ExVeh e Ex STZ, p
<0,05).
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Figura 9 - Consumo de O, no tecido muscular na condi¢do basal (basal),
adicdo de succinato (suc) e adicdo succinato + ADP (suc + adp). Nos grupos:
Sedentario Veiculo (Sed Veh); Sedentario Estreptozotocina (Sed STZ);
Exercicio Veiculo (Ex Veh); Exercicio Estreptozotocina (Ex STZ). Dados
expressos com média + e desvio padrdo para 8 animais por grupo.

O préximo passo do estudo foi avaliar a producdo de H,0O,, esta
guando induzida por succinato foi aumentada no quadriceps de todos os
grupos em comparagdo com o0s niveis basais e a adicdo de ADP
diminuiu a producdo de H,0, (Figura 10 A * suc> basal; # SUC + ADP
<SUC, p <0,05). A producdo de H,0, no grupo Ex STZ foi aumentada
guando comparado aos outros grupos (Figura 10 A @ $ Ex
STZ>SedVeh, Sed STZ e ExVeh, p <0,05). O A¥m foi induzido por
succinato e succinato +ADP em todos os grupos (Figura 10 B, * basal >
suc e suc + ADP, p < 0.05).
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Figura 10 — Efeitos do exercicio fisico voluntario prévio e do Diabetes sobre
0s parametros musculares (Quadriceps) de camundongos avaliando: (A)
Producéo de H,0, na condicdo basal (basal), succinato (suc) e succinato + ADP
(suc + adp); (B) Potencial de membrana mitocondrial (A¥m) nas condigdes
basal (basal), succinato (suc) e succinato + ADP (suc + adp). Nos grupos:
Sedentéario Veiculo (Sed Veh); Sedentario Estreptozotocina (Sed STZ);
(Ex Veh); Exercicio Estreptozotocina (Ex STZ). Dados

Exercicio Veiculo

expressos com média + e desvio padrdo para 8 animais por grupo.
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5 DISCUSSAO

Neste estudo mostramos que camundongos submetidos a trinta
dias de exercicio voluntéario prévio a inducdo de DM 1 por injecéo de
STZ intraperitoneal apresentaram diminuicdo da glicemia em jejum
guando comparados com grupo Sed STZ, sugerindo que o exercicio foi
capaz de melhorar a metabolizacdo da glicose na auséncia e/ou reducéo
da producdo de insulina. Além disso, 0 exercicio prévio impediu a
diminuicdo do glicogénio hepatico o qual teve sua concentracdo
diminuida no grupo Sed STZ; ainda, houve aumento na funcéo
mitocondrial no musculo quadriceps dos animais EX STZ quando
comparados ao grupo Sed STZ. Estes resultados apontam uma
integracdo metabdlica que foi programada durante os dias de exercicio
prévio ao DM que pode ter auxiliado na regulacdo da glicemia dos
animais.

Estes achados tornam-se importantes devido aos conhecidos
efeitos deletérios da hiperglicemia (Figura 11). E conhecido que a
hiperglicemia cronica estd associada a lesbes da microcirculacéo,
prejudicando o funcionamento de varios 6rgdos como os rins, os olhos,
0s nervos e o coracdo (Alberti e Zimmet, 1998). Estudos, tém se
demonstrado que os individuos que conseguem manter um bom controle
da glicemia tém uma importante reducdo no risco de desenvolver tais
complicacdes (Ropelle et al., 2006; Davidson et al., 2007). Portanto,
nosso trabalho mostra um efeito protetor do exercicio voluntario que
pode auxiliar no controle de um dos principias sintomas e causas de
intercorréncias, a hiperglicemia.
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Figura 11 —Esquema da gliconeogénese e de uma utilizacdo periférica de
glicose diminuida ocasionando hiperglicemia crénica podendo levar a sintomas
como: Poliuria, Polidipsia e estando associada com lesdes de tecidos. Elaborado
pelo autor (2016).

O exercicio fisico regular tem sido proposto como umas das
principais intervencdes ambientais para melhorar a qualidade de vida
das pessoas e para o tratamento da obesidade e do DM (Chakravarthy
and Booth 2004), uma vez que, além de aumentar o gasto energético,
também atua como protetor contra doencas associadas com a obesidade
e aumenta a sensibilidade a insulina (Molteni et al. 2004). A atividade
fisica, principalmente de longa duracdo aumenta a sensibilidade a
insulina; e o estilo de vida sedentario é responsavel por, pelo menos,
25% da incidéncia de diabetes tipo Il (Straczkowski, 2001). Entretanto,
as informacg0es sobre o efeito do exercicio prévio sobre 0 DM | sdo mais
escassas. Eliminar o sedentarismo torna-se importante, pois nos Gltimos
anos, tem se mostrado como um dos principais fatores de risco para o
desenvolvimento de doencas cronicas ndo transmissiveis, tais como
doencas cardiovasculares, dislipidemia, diabetes, hipertensdo e
obesidade (Xiang et al., 2007; Riddell e Perkins, 2009). O sedentarismo
é um dos principais inimigos da saude publica no mundo, pela sua alta
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prevaléncia, neste sentido, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS,
2014) aponta o sedentarismo como a quarta causa de morte dentre as 19
principais.

A insulina tem uma fungdo chave na regulacdo da producédo de
glicose pelo figado, de forma que, quando as concentracdes de insulina
estdo baixas, a producdo de glicose hepatica aumenta (Port et al., 2003).
Nossos achados mostraram que o exercicio prévio pode ser um fator
auxiliar no controle da hiperglicemia de jejum, por atuar em diferentes
mecanismos intracelulares, sabe-se que a insulina € um potente
hormdnio anabdlico polipeptidico composto por duas cadeias de
aminoacidos que, ¢ secretada no sangue pelas células beta nas ilhotas de
Langerhans do péancreas em resposta ao aumento da concentragdo de
glicose, acidos graxos e aminoacidos na corrente sanguinea apds as
refeicbes (Patti e Kahn, 1998; Aguirre et al., 2000; De Souza et al.,
2010). Sua principal funcdo € regular o metabolismo da glicose por
meio da sinalizacdo celular. A insulina aumenta a velocidade de
transporte da glicose para dentro das células musculares e do tecido
adiposo, se ela ndo for imediatamente oxidada para producédo de energia,
ocorre a producdo de glicogénio e triglicerideos nos tecidos,
respectivamente. O efeito da insulina é hipoglicemiante, visto que reduz
a glicemia sanguinea. No entanto, quando existe deficiéncia no
organismo em produzir adequados niveis de insulina, ocorre 0 DM |,
afetando diversos tecidos, principalmente figado e muasculo esquelético
(Carvalheira et al., 2002). E o exercicio fisico prévio pode ter modulado
as enzimas que regulam o metabolismo de glicose para utiliza-la
independente da acdo de insulina.

Outro efeito importante da insulina é fazer com que a maior parte
da glicose absorvida apés uma refeicdo seja armazenada quase que
imediatamente no figado na forma de glicogénio. O mecanismo pelo
qual a insulina provoca o armazenamento da glicose no figado envolve
diversos processos. O Glut-2 é uma proteina transportadora, esta
presente nos hepatocitos, células B pancreaticas, mucosa intestinal e
rins. O alto Km e a baixa afinidade deste transportador com a glicose
promove que o transporte a estas células seja proporcional a glicemia,
principalmente quando ocorre a hiperglicemia po6s-prandial (Ubiratan,
1998). A glicoquinase hepética entra em atividade quando os niveis de
glicose no sangue sdo altos; ela fosforila a glicose transformando-a em
glicose 6-fosfato (Haber et al., 2001), o que estimula a sintese de
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glicogénio, que é caracterizado pela ativacdo da enzima glicogénio
sintetase e inibicdo da enzima glicogénio fosforilase, a qual converte o
excesso de glicose 6-fosfato livre em uma cadeia de glicose denominada
glicogénio (Carvalheira et al., 2002). Essa sintese de glicogénio pode
chegar até 10% do peso total do figado. O glicogénio hepatico serve
como reservatorio de glicose para os tecidos; quando a glicose da
alimentacdo nao esta disponivel, o figado produz glicose 6-fosfato pela
quebra do glicogénio e pela gliconeogénese, regulando a glicemia
(Nelson e Cox, 2014).

Em nosso trabalho o conteddo de glicogénio no figado dos
animais sedentérios foi reduzido pela STZ, confirmando a condicéo de
auséncia ou ma producdo da insulina pelo ndo armazenamento do
glicogénio e pelo aumento da glicogenodlise. No entanto, 0s animais
diabéticos e que realizaram exercicio voluntario prévio ndo
apresentaram esta redugdo, sugerindo que o exercicio melhora o
controle glicémico pela preservacdo do glicogénio hepatico. Este efeito
provavelmente se deve ao fato de maior sensibilidade da insulina
existente ou de vias induzidas pelo exercicio independentes da insulina.

O figado é um dos principais 6rgaos do corpo e desempenha um
papel central na regulacdo do metabolismo dos carboidratos e estoques
de lipidios, garantindo um fornecimento adequado de precursores
metabdlicos, tanto para a atividade fisica vigorosa, como para sintese
muscular e tecido cerebral (Wasserman e Cherrington 1991; Kjaer 1998;
Wahren e Ekberg 2007; Fritsche et al 2008). (Figura 12). Portanto, no
nosso trabalho, o excesso de glicose nos animais EX STZ foi utilizado
para a manutengdo do armazenamento de glicogénio ou formacédo de
lipidios no figado, o que ndo foi avaliado no nosso trabalho e merece
atencdo para novos estudos, considerando que a célula hepética ndo
sofreu alteracdo do consumo de O, pelo exercicio fisico no grupo EX
STZ que foi diminuido pela indugéo de DM 1.
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Figura 12 - Mecanismo de regulacdo da glicemia pelo figado em estado de
jejum e durante exercicio. A primeira fonte de energia a ser usada sdo 0s
carboidratos e, para tanto, reservas de glicogénio no figado sdo degradadas
fornecendo glicose, um processo chamado glicogendlise. A glicose resultante é
liberada no sangue e abastece principalmente o cérebro, além dos demais
tecidos que requerem esse substrato. Ap6s 10 a 18 horas de jejum o glicogénio
do figado encontra-se quase esgotado. No entanto, 4 a 6 horas depois da Ultima
refeicdo comega um processo de formagédo de glicogénio a partir de substratos
que ndo sdo glicose, como amino&cidos e glicerol (utilizado na sintese de
triacilglicerdis do tecido adiposo). Tal processo € denominado gliconeogénese e
ajuda a manter os niveis de glicose no jejum prolongado. Adaptado de Champe
e Harvey (1996).

Os niveis de glicose sanguinea sdo resultantes da disponibilidade
e utilizacdo da glicose pelas células. No tecido muscular, a glicose €
armazenada intracelularmente na forma glicogénio muscular pela
ativacdo da via da glicogénese. Este glicogénio pode ser degradado e
produzir glicose para gerar energia na via glicolitica em situacdes de
demanda energética, como no exercicio fisico ou jejum. No tecido
hepatico, a glicose é armazenada via glicogénese na forma de glicogénio
hepatico e, na auséncia de alimentacédo, o figado regula a glicemia pela
gliconeogénese e glicogendlise. A glicemia controlada pelo figado é
influenciada basicamente por 2 horménios presentes em diferentes



46

estados metabdlicos (alimentado e jejum). No estado alimentado, a
insulina age aumentando a utilizagdo da glicose pelos tecidos e seu
armazenamento na forma de glicogénio muscular e hepatico e também
triglicerideos no tecido adiposo (Carvalheira et al., 2002). Na condicao
de jejum, o glucagon, que é um hormdnio produzido pelas células alfa
do pancreas e liberado pelo estimulo da hipoglicemia, estimula a
producdo de glicose por meio da glicogendlise e gliconeogénese. Na
auséncia de insulina (como ocorre no DM tipo 1) ou sua resisténcia
(como ocorre no DM tipo I1), ocorre degradacdo do glicogénio hepatico,
e a glicose é liberada na corrente sanguinea, contribuindo para a
hiperglicemia observada nos pacientes com estas patologias (Drucker e
Nauck, 2006). A partir da escassez do glicogénio hepatico, ocorre a
gliconeogénese, com a utilizacdo de glicerol e aminoacidos (Smith et al.,
2007). No presente trabalho, a inibicdo da producgéo de insulina por STZ
provocou hiperglicemia e diminui glicogénio hepatico; o exercicio
voluntario prévio preveniu este efeito, diminuindo os niveis de glicose e
mantendo o glicogénio do figado. Estes dados mostram um processo de
adaptacdo hepética causado pelo exercicio que é capaz de regular mais
eficazmente a glicemia, independente da acéo da insulina.

O Colégio Americano de Medicina do Esporte (1995) recomenda
a pratica regular de atividade fisica moderada a intensa com uma
duracdo minima de trinta minutos por dia, cinco vezes por semana, ou
de exercicio intenso por vinte minutos, trés vezes por semana para
adultos saudaveis como forma de prevenir os efeitos deletérios do
sedentarismo (Haskell et al., 2007). A atividade fisica é prescrita como
uma ferramenta terapéutica no controle e tratamento do diabetes e outras
doencas metabdlicas (Yu et al., 2007). O metabolismo muscular
necessita de energia para realizar sua funcdo fisiolégica; essa energia é
proveniente de 3 sistemas: o sistema ATP-CP; o metabolismo
glicolitico; e o metabolismo oxidativo (McArdle et al., 2013). A
mitocOndria é a organela central do metabolismo energético oxidativo.
Sabe-se, também, que a respiracdo celular é controlada por diversos
fatores que dependem de uma série de caracteristicas, como as
condi¢des presentes na célula (taxa de utilizacdo de ATP, hormdnios) e
0 6rgdo examinado. As etapas finais da oxidacdo de lipidios e
carboidratos sdo realizadas nas mitocOndrias, onde a energia
armazenada durante a oxidacdo de NADH e FADH2 é transformada em
energia quimica (ATP) pelo processo denominado de fosforilacdo
oxidativa (Devlin, 2011).
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O sistema oxidativo ¢ a via geradora de ATP mais complexa,
duradoura e eficiente. Esse processo pode utilizar diferentes substratos
energéticos. Entretanto, por ser dependente de oxigénio, ¢ um processo
relativamente lento. A mitocondria é a principal organela envolvida
nesse processo. Essas organelas estdo dispersas no citoplasma ou
proximas as miofibrilas (McArdle et al., 2013). As mitocondrias sdo
mais abundantes e ativas em alguns tipos celulares com atividades
metabodlicas e de funcéo intensas, como células cardiacas, epiteliais,
hepaticas e esqueléticas aerdbias, como é o caso do musculo quadriceps,
0 qual possui predominantemente fibras do tipo 1 com maior capacidade
oxidativa (Pithon-Curi, 2013).

A teoria quimiosmotica (Mitchell, 1961) propde que através da
passagem dos elétrons pelos complexos I, Ill e IV ocorre o
bombeamento dos prétons da matriz mitocondrial gerando um gradiente
eletroquimico de prétons. Para cada dois elétrons transferidos para o O,
quatro prétons sdo bombeados pelo complexo |, quatro protons séo
bombeados pelo complexo Il e dois pelo complexo IV. A diferenca
gerada pela concentragdo de protons e separagdo de cargas produz uma
energia eletroquimica, pela diferenca de concentracdo (H) nas 2 regides
separadas pela membrana gerando um gradiente de pH (ApH) e energia
elétrica, que resulta da separagdo de cargas quando um prdton se move
através da membrana sem um contra-ion gerando um gradiente elétrico
ou potencial de membrana (A¥) (Nelson e Cox, 2014). O gradiente
eletroquimico de prétons é transformado e armazenado em energia
guimica, em forma de ATP. Este gradiente proporciona a forca préton
motriz para o complexo V ou da FoF1-ATP sintase, que realiza a sintese
de ATP a partir de ADP e fosfato inorgénico (Figura 13).
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Figura 13. Sitios de producdo de radical superéxido na Cadeia de
Transporte de Elétrons. O superdxido pode ser gerado por reducéo
monovalente do oxigénio em diversos sitios: pelas enzimas com a atividade
desidrogenase, pela lancadeira glicerol 3-fosfato mitocondrial e flavoproteina
transferidora de elétrons (FTE) e principalmente pelos complexos mitocondriais
I e IlIl. Em verde, sdo os substratos energéticos dos complexos. Em vermelho,
sdo os inibidores dos complexos mitocondriais (Taharaet al., 2009).

Durante esse processo, pode ocorrer a formacdo de espécies
reativas de oxigénio (ERO). A mitocdndria é uma das maiores fontes
geradoras de ERO, cerca de 2 a 5% do oxigénio consumido, que, em
condicoes fisioldgicas, é reduzido radical superéxido (O,°-) (Halliwell e
Gutteridge, 2007). O O,°-formado é rapidamente a sua decomposto,
devido a sua instabilidade e sua reatividade, ou dismutados em peréxido
de hidrogénio (H,0O,), devido a atividade das enzimas antioxidantes
Cobre-Zinco-Superoxido  Dismutase (CuzZnSOD), (Weisiger e
Fridovich, 1973; Halliwell e Gutteridge, 2007). A producéo de O,°-
dependera da funcionalidade da mitocondria. Na presenca de substratos
(succinato ou glicerolfosfato) para os complexos mitocondriais, hd um
aumento da produgdo de O,°-; com um ativador da respiragéo
mitocondrial (ADP), o fluxo de elétrons aumenta ao longo da cadeia e
diminui a geragdo O,°-. A medicdo de O, é muito dificil de ser
guantificada e determinada, devido aos métodos de quantificacdo que
sofrem muitas interferéncias. Um dos métodos de afericdo mais aceitos
¢ a producdo de H,O, por espectrofluorimetria utilizando o reagente
amplex red (Miranda et al., 2001), metodologia utilizada no presente
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estudo. No nosso trabalho, o consumo de O, hepatico foi diminuido nos
animais que receberam STZ, independente do exercicio voluntario
prévio, mostrando que a falta de insulina ou a hiperglicemia diminuiram
0 consumo de O, pelas mitoc6ndrias do hepatdcito.

A producdo de H,O, e a indugdo do AW mitocondrial s&o
parametros que avaliam a funcionalidade da mitocondria, avaliando a
cadeia de transporte de elétrons bem como o acoplamento com a
fosforilacdo oxidativa responsavel pela geracdo de ATP (Tocchetti et al.,
2015). Nossos resultados demonstraram que, no figado, a inducdo da
producdo de H,0, com succinato foi igual em todos os grupos,
mostrando que a cadeia de transporte de elétrons estava funcionando de
maneira semelhante, independente da inducdo do DM | ou do exercicio
voluntario prévio, nos hepatécitos. Entretanto, quando se adicionou
ADP, que acopla a cadeia de transporte de elétrons com a producgéo de
ATP e, consequentemente, diminui a producdo de H,O, ndo se
observou essa diminuigdo nos animais Sed STZ, apontando para uma
possivel diminuicdo do acoplamento da cadeia de transporte de elétrons
com a producdo de ATP. A formag¢do do AW mitocondrial pelo
succinato nao foi afetada pelos tratamentos, mostrando que as
membranas mitocondriais estavam intactas, e que os resultados obtidos
estdo associados com a cadeia de transporte de elétrons e consumo de
O, no figado.

A producdo mitocondrial de ATP ¢é importante para o
metabolismo oxidativo envolvidos na produgdo de energia nos musculos
esqueléticos, principalmente de fibras do tipo I, o predominante no
musculo quadriceps. A disfuncdo mitocondrial e comprometimento da
capacidade oxidativa do musculo esquelético sdo alguns dos
mecanismos deletérios do DM (Jheng et al., 2012). Estudos
demonstraram que o consumo de O, pelo musculo esquelético fica
prejudicado pelo diabetes (Tsalikian et al., 2005; Giannini et al., 2006;
Miculis et al., 2010). O consumo de O, estimulado por succinato e ADP
foi diminuido no grupo Sed STZ quando comparado com outros grupos.
Da mesma forma, DM | diminuiu a funcdo mitocondrial dos
cardiomidcitos com menores taxas de fosforilagdo de ADP e maior
producdo de H,O, (Tocchetti et al., 2015). O consumo de O, aumenta
durante a realizacdo de exercicio fisico, na sua maior parte em
decorréncia do aumento do trabalho muscular e da necessidade de
produzir ATP, a mitocondria, através da cadeia transportadora de
elétrons, a principal fonte geradora de radicais livres (Green et al.,



50

2004). Em nosso trabalho, a avaliagdo do consumo de O, mostrou uma
diminuicdo nos camundongos Sed STZ, apesar de ser responsivo ao
succinato. Nossos resultados também mostraram que o consumo de O,
do musculo quadriceps de camundongos EX STZ aumentaram quando
estimulados com succinato e ADP quando comparados com Sed STZ,
mostrando uma maior atividade das mitocondrias musculares dos
animais exercitados, o que pode ter contribuido para melhor regulacéo
da glicemia de jejum. A producdo de H,O, pelas mitocondrias do
musculo esquelético foi aumentada com a adi¢do de succinato em todos
0s grupos. Entretanto, no grupo Ex STZ, esse efeito foi mais
proeminente, mostrando uma adaptacdo deste tecido em aumentar a
atividade metabdlica. Sabe-se que o exercicio aumenta a producdo de
H,0, induzida por succinato no musculo (Tocchetti et al., 2015), o que
também pode estar associado a melhor regulagdo da glicemia nestes
animais, uma vez que pode ocorrer uma maior metabolizacdo de
nutrientes pelas mitocéndrias de animais exercitados, inclusive glicose.
Todos os grupos responderam de maneira igual a adicdo de ADP,
diminuindo a producdo de H,O, bem com em relacdo a0 A¥m que
induzido por succinato e succinato + ADP ndo foi afetado pelos
tratamentos, mostrando a integridade das membranas das mitocondrias.
No entanto, ndo se pode descartar efeitos deletérios a longo prazo sobre
mitocdndrias uma vez que a analise foi realizada apenas cinco dias apds
a inducdo do DM.

Como esquematizado na (Figura 14), nossos resultados
mostraram que o0s trinta dias de exercicio voluntario prévio em
camundongos, previne a hiperglicemia de jejum induzida pela
administragdo de STZ pela manutencdo do glicogénio hepatico e pelo
aumento do metabolismo mitocondrial no musculo esquelético. Deste
modo, melhora a capacidade do corpo responder ao DM 1.
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Figura 14. Mecanismo dos efeitos do exercicio fisico prévio sobre o tecido
muscular e hepatico evitando a hiperglicemia de jejum. O exercicio fisico
prévio foi capaz de prevenir a hiperglicemia de jejum num modelo de diabetes
tipo I (DM 1) induzido por Estreptozotocina pela manutencdo do glicogénio
hepéatico e aumento da atividade mitocondrial no tecido muscular. Elaborado
pelo autor (2016).
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6 CONCLUSAO

Este estudo demonstrou que camundongos submetidos a trinta
dias de exercicio voluntério prévio a inducdo de DM | por injecdo de
STZ intraperitoneal apresentaram diminuicdo da glicemia em jejum
guando comparados com grupo Sedentario STZ, indicando que o
exercicio foi capaz de aperfeicoar a metabolizacdo da glicose na
auséncia efou redugdo da producdo de insulina. A manutencdo do
glicogénio hepatico o qual teve sua concentragdo diminuida no grupo
Sedentario STZ foi um processo que auxiliou na regulacdo glicémica; e
ainda, houve aumento na funcdo mitocondrial no mudsculo quadriceps
dos animais Exercicio STZ quando comparados ao grupo Sedentario
STZ. Os resultados apontam uma integragdo metabdlica que foi
programada durante os dias de exercicio prévio ao DM que pode ter
auxiliado na regulagéo da glicemia dos animais.

Estes achados tornam-se importantes devido aos conhecidos
efeitos deletérios da hiperglicemia. Portanto, nosso trabalho mostra um
efeito protetor do exercicio que pode auxiliar no controle de um dos
principias sintomas e causas de intercorréncias, a hiperglicemia. Assim,
estes dados sugerem que o exercicio fisico prévio foi capaz de prevenir
a hiperglicemia pela manutencéo do glicogénio hepatico e pelo aumento
do metabolismo mitocondrial no musculo esquelético. Deste modo,
melhora a capacidade do corpo responder ao DM 1.
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