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aplica esta informacao."
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RESUMO

Diversos estudos tém demonstrado os diferentes efeitos do
treinamento fisico (TF) sobre o sistema de defesa antioxidante. Porém
quando associado ao Diabetes Mellitus (DM) esses efeitos carecem de
esclarecimentos, sendo assim o presente estudo objetivou investigar as
acoes de um treinamento fisico sobre o sistema antioxidante e outros
parametros no tecido cerebral e sanguineo de ratos diabéticos. Para isto
foram utilizados ratos machos Wistar divididos em 4 grupos aleatoérios:
controle sedentario (CS), controle treinado (CT), diabético sedentario (DS) e
diabético treinado (DT). O treinamento fisico consistiu de uma sessao de
natacao de 1 hora por dia, durante 5 dias consecutivos por dois dias de
descanso, durante 8 semanas, com uma carga equivalente ao limiar
anaerodbio de 5,8 % e 4,2 % da massa corporal para o grupo CT e o grupo DT,
respectivamente. Avaliou-se as concentracoes de glicose no sangue,
glicogénio hepatico e de substancias que reagem ao acido tiobarbiturico
(TBARS), a atividade das enzimas antioxidantes catalase (CAT) e superoxido
dismutase (SOD) no cérebro e no sangue. Quantificou-se a expressao das
isoformas SOD 1 e 2 no cerebelo através da técnica de Western Blotting. O
treinamento fisico atuou reduzindo a glicemia para o grupo DT e quando
associado ao DM nao foi capaz de combater a peroxidacao lipidica em ambos
os tecidos analisados. A atividade da CAT foi aumentada pelo DM e pelo TF
no sangue e apenas pelo DM no cérebro. A atividade da SOD (Cu/Zn, Mn e
Fe) ndo teve diferenca significativa entre os grupos indicando que suas
isoformas e seus respectivos mecanismos de acao atuaram de forma
homogénea no tecido cerebral. Entretanto, no cerebelo, o TF elevou a
expressao protéica das isoformas da SOD independentemente da acao do DM
indicando aumento na acao antioxidante. Podemos concluir que o
treinamento fisico promoveu efeitos positivos no sistema de defesa
antioxidante no tecido cerebelar, sendo de grande valia na prevencao contra

possiveis danos oxidativos no sistema nervoso central.

Palavras-chave: Sistema nervoso central. Radicais livres. Enzimas

antioxidantes. Diabetes mellitus. Exercicio fisico.



ABSTRACT

Several studies have demonstrated different effects of physical exercise
(FE) upon the antioxidant defense system. However, when it is associated
with Diabetes Mellitus (DM) these effects require clarification, thus, the
present study aimed to investigate the actions of a protocol of exercise on
antioxidant system and other parameters in blood and brain tissue of
diabetic rats . For that we used male Wistar rats divided in sedentary control
(SC), trained control (TC), sedentary diabetic (SD) and trained diabetic (TD).
The training session consisted of a swimming 1 hour per day for 5
consecutive days per two days of rest for 8 weeks, with a load equivalent to
the anaerobic threshold of 5.8 % and of 4.2 % of the body mass for TC group
and for DT group, respectively. We assessed the concentration of blood
glucose, liver glycogen and of the thiobarbituric reactive substances (TBARS),
the activity of the antioxidant enzymes: catalase (CAT) and superoxide
dismutase (SOD) in brain and blood. Also it was quantified the expression of
SOD isoforms 1 and 2 in the cerebellum. As expected, exercise acted
reducing blood glucose in the TD group. Although the FE has remained
oxidative standards of sedentary control group , when associated with DM, it
was unable to combat lipid peroxidation in both tissues. CAT activity was
increased by DM in the brain, but in blood tissue the same activity was
increased due to the EF associated to the DM or not. The activity of SOD
(Cu/Zn, Mn and Fe) was not significantly different between the groups,
indicating that its isoforms and their mechanisms of action acted
homogeneously in brain tissue. However, in the cerebellum, exercise
increased the protein expression of both isoforms of SOD (1 and 2)
independently of pathological action indicating an improvement in
antioxidant activity by the exercise. We can conclude that physical training
promotes positive effects on the antioxidant defense, being a very important

factor in preventing possible oxidatives damages to the body.

Keywords: Central nervous system. Free radicals. Antioxidant enzymes.

Diabetes mellitus. Physical exercise.
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1 INTRODUCAO

O Diabetes Mellitus provoca multiplas desordens metabdlicas, podendo
causar faléncia de varios 6rgaos, principalmente devido a alta concentracao
de glicose no sangue.

A pratica regular de atividade fisica é uma excelente maneira nao
farmacolégica de tratar e prevenir diversas doencas (ACSM, 2012).
Sabidamente, isto porque, o exercicio fisico, mesmo de maneira aguda,
promove maior gasto energético, reduz a massa adiposa atuando como
regulador glicémico e contribuindo com o aumento da sensibilidade da
insulina (Karlsson, 1974, Froberg, 1971, Ropelle, 2005)

Com a pratica regular de exercicio fisico e o aumento de sua
intensidade, ha naturalmente um maior consumo de oxigénio. Este consumo
elevado de oxigénio durante o exercicio fisico gera dificuldades para o
organismo em manter a homeostase redox devido ao aumento da atividade
respiratoria mitocondrial e, consequentemente, um aumento da atividade
metabolica favorece a ocorréncia de lesdes através da oxidacao de moléculas
(Jenkin, 2000; Ji, 1999; Powers, 2011).

Por outro lado, a maior atividade respiratoria perante o treinamento
fisico pode gerar também maior eficacia do sistema antioxidante,
promovendo melhorias na atenuacdao do estresse oxidativo observados em
diferentes protocolos experimentais e em diferentes condicbes patoldgicas
(Chicco, 2006, Azzigi, 2013).

Muito se avancou nas descobertas das vias de sinalizacdo na qual o
exercicio fisico atua reduzindo a resisténcia a insulina, combatendo efeitos
inflamatoérios da obesidade em condicées de hiperglicemia croénica,
amenizando o quadro diabético. Estes avancos englobam mecanismos
moleculares especificos, celulares e nucleares, no tecido muscular, hepatico,
pancreatico, entre outros (Pauli, 2009, Gleeson, 2011, PAULI, 2008, Ropelle,
2005). Porém, ainda ha pouca relacao do Diabetes Mellitus com o estresse
gerado pelos oxidantes no tecido neural, sendo necessaria maior
compreensao sobre os efeitos do exercicio fisico sobre uma condicao

diabética experimental. Assim sendo, este trabalho buscou investigar as
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acoes do exercicio fisico sobre o sistema antioxidante em ratos diabéticos

experimentais.

1.1 Objetivos

O objetivo geral deste estudo foi investigar os efeitos do treinamento
fisico sobre o quadro antioxidante com énfase no sistema nervoso central de

animais diabéticos experimentais.

1.1.1 Objetivos especificos

e Avaliar as concentracoes séricas de glicose, a concentracao proteina c-
reativa e a concentracao de glicogénio hepatico.

e Avaliar os biomarcadores da peroxidacao lipidica e a atividade da
enzima Catalase e da Superdéxido Dismutase (Cu/Zn, Mn e Fe) no tecido
sanguineo e cerebral.

e Avaliar a expressao de proteinas Cu/Zn SOD (SOD1) e Mn SOD (SOD2)

no cerebelo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Radicais Livres (RL) e Estresse Oxidativo

Os seres vivos, ao longo de bilhdées de anos, se adaptaram ao aumento
da concentracao de oxigénio na atmosfera utilizando essa abundante fonte
para sobreviver. Simultaneamente a este processo, espécies danosas desses
gases, eletronicamente instaveis, vieram como produtos do metabolismo do
organismo dos seres vivos. Os agentes pro-oxidantes sdao gerados como um
resultado indispensavel do metabolismo intracelular nas mitocondrias e
peroxissomos e a apropriada producao destas espécies fazem parte do
processo natural de envelhecimento e duracao da vida (Finkel, 2000).

Os niveis das espécies reativas de oxigénio (EROs) sao controlados pelo
sistema de defesa antioxidante, os quais mesmo em niveis subtoxicos atuam
como sinais biolégicos moleculares que acarretam mudancas no estado
redox intra e extracelular, tais alteracdes podem mudar a sinalizacao das
funcoes celulares, desequilibrar o ambiente celular causando um quadro
classificado como estresse oxidativo (Azzi, 2003; Vertuani, 2004 Halliwell,
1989; Finkel, 2000).

Em niveis exacerbados dessas espécies ha ocorréncia de peroxidacao
lipidica, oxidacao de proteinas e de carboidratos e danos ao acido
desoxirribonucléico (Schneider, 2004). O processo de peroxidacao lipidica é
determinado por uma cascata de mecanismos quimicos oriunda das acdes de
radicais livres (RL), os quais levam a alteracbes na membrana da célula
fazendo com que a mesma perca a permeabilidade seletiva, extravasando
substancias, perdendo o controle sobre o fluxo ibnico e consequente morte
celular (Lima, 2001).

Os radicais livres sao moléculas ou unicos elementos quimicos que
possuem um ou mais elétrons desemparelhados, que podem ser: espécies
reativas do oxigénio (ERO) ou do nitrogénio (ERN). Dentro do contexto do
metabolismo aerdbio estdo as principais e mais abundante espécies sao as
ERO, as quais podemos listar: o radical superdxido (O,), radical hidroxila
(HO), radical alquila (L), alcoxila (LO) e peroxila (LOO’). Entre as ERN
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incluem-se o 6xido nitrico (NO’), perdxinitrito (ONOO), 6xido nitroso (N,O),
entre outras substancias derivadas do nitrogénio. Ainda ha substancias que
nao sao classificadas como RL, mas ainda assim derivadas do oxigénio e que
possuem efeitos semelhantes, entre os principais elementos estdao: peréxido
de hidrogénio (H,0,), o oxigénio singlet ('0,), o ozbnio (O,), entre outros.
Como a meia-vida desses radicais sdao muito curtas eles se tornam dificeis de
serem capturados pelos agentes antioxidantes e consequentemente causam
danos ao organismo, dentre uns dos instaveis radicais esta o radical hidroxil
(Barreiros, 2006; Lima, 2001; Ferreira, 2007).

Em combate a acao nociva destas espécies ha a producao de enzimas
que atuam adquirindo elétrons dos radicais livres, regulando eletronicamente
0 meio e prevenindo o estresse oxidativo, compostos estes sao chamados de
antioxidantes.

Os antioxidantes celulares neutralizam a proliferacao ou protegem a
membrana das células da acao lesiva das espécies reativas de oxigénio. Esses
compostos sao classificados em sistemas antioxidantes intracelulares
enzimaticos (catalase, superdxido dismutase e glutationa peroxidase) ou
nao-enzimaticos como algumas vitaminas (vitamina C, E e carotendides) e
elementos de alto peso molecular, como o zinco e o ferro (Powers &
Hamilton, 1999; Vertuani, 2004).

As enzimas superoxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase
representam a principal defesa endégena do organismo, sendo a superoxido
dismutase uma enzima abundante do organismo e desempenha papel
primario na defesa contra as espécies reativas de oxigénio. A superdéxido
dismutase corresponde a uma familia de proteinas com diferentes grupos
protéicos em sua composicao, contendo trés isoformas de acdo enzimatica
nos organismos vivos: a isoforma citoplasmatica dependente de cobre (Cu) e
zinco (Zn), denominada SOD1, a mitocondrial dependente de manganés (Mn),
denominada SOD2 e a extracelular dependente predominantemente de ferro
(Fe), denominada SOD3.

A SOD, de forma geral, catalisa a reacao do superoxido para peréxido
de hidrogénio e agua, exponencialmente mais rapidamente do que a

dismutacdo espontanea. Ao contrario da expressao de SOD1 e SOD2 em
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todos os tecidos e tipos de células, a SOD3 é somente produzida em um
subconjunto de tipos de células, o que sugere uma dependéncia tecido-
especifica sobre esta enzima (Fridovich, 1995). Uma vez catalisada a
dismutacdo do peroxido de hidrogénio em: O, + H,0,, este ultimo pode ser
posteriormente degradado, principalmente, pela acdo da enzima catalase.
Também chamada de hidroperoxidase, a catalase € uma enzima
encontrada na maioria dos organismos e tem como funcdo decompor o
peroxido de hidrogénio convertendo-o em H,0 + O,. Esta enzima se encontra
predominantemente nos peroxissomos dos animais e possui pouco ou
nenhuma funcdo mitocondrial, deixando a enzima superéxido dismutase
quase que totalmente responsavel em combater a formacdo inicial das
espécies reativas derivadas do processo respiratorio celular (Halliwell, 2006).
Estes processos quimicos relacionados ao estresse oxidativos sao
presentes em todo o organismo, em especial no sistema nervoso central o
qual participa intensa e constantemente da geracdao de energia atraveés

principalmente do metabolismo mitocondrial.

2.2 Sistema Nervoso Central (SNC)

O sistema nervoso central mantém todas funcdes vitais em
sincronismo metabolico. Desordens nesse sistema pode comprometer todo o
organismo. Muitas doencas neurodegenerativas estao associadas com a
producao de ERO oriundas do metabolismo oxidativo, por conta do tecido
neural apresentar grande densidade mitocondrial (Beattie, 1963).

O encéfalo e as estruturas neurais sao altamente susceptivel a danos
oxidativos por possuirem uma baixa capacidade oxidante, um maior e
constante fluxo de oxigénio e alto conteudo de acidos graxos que estao
naturalmente mais expostos a peroxidacao (Ohtsuki 1995, Calderon-cortes,
2008). Devido a sua maior atividade energética dependente do oxigénio o
sistema nervoso central parece ser mais suscetivel a danos oxidativos, visto
que suas células apresentam grande numerosidade mitocondrial em relacao

a outras células do organismo (Frances, 1994).
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Dentre essas estruturas destaca-se o cerebelo, o qual esta intimamente
ligado a mecanismos sensoriais e motores. Embora classicamente, o cerebelo
esta envolvido principalmente com a coordenacao motora do organismo,
mais recentemente, este 6rgao tem sido relacionado também no controle
cognitivo. Estudos anatdmicos demonstraram o cerebelo esta ligado as areas
cerebrais pré-frontais, occipitotemporoparietais, parietais e areas corticais
temporais, bem como o sistema limbico. Além disso, estudos funcionais
revelaram ativacao do cerebelo durante o desempenho em tarefas cognitivas
nao relacionadas ao movimento. Assim, o cerebelo apresenta importantes
aspectos morfoldégicos e funcionais que representam grande parte do
sistema nervoso central (Ivry, 2007).

Como a formacao de EROs esta relacionada com o mau funcionamento
mitocondrial, com maiores lesdes oxidativas e com a perda da
permeabilidade da membrana (Robertson, 2004), foi verificado, em diversos
modelos experimentais, que o aumento na producao de radicais livres é um
indicador de apoptose celular, assim como a abertura de poros na membrana
mitocondrial e a liberacao do citocromo ¢, um ativador apoptotico. Porém os
agentes antioxidantes, como a superoxido dismutase, principalmente a
dependente de Manganés (MnSOD), através de sua acdo especifica na
mitocondria, sao capazes de suprimir o estresse oxidativo e aberturas de
poros na membrana, evitando assim a morte neuronal (Keller, et al. 1998;
Fatokun, 2007).

Em paralelo a estes processos oxidativo-redutivos, aumentos
excessivos na concentracao de glicose no plasma, situacao encontrada no
Diabetes Mellitus, podem aumentar a producao de radicais livres pelos
seguintes mecanismos: formacao de produtos avancados da glicosilacao nao
enzimatica, auto-oxidacdo de glicose, aumento da ativacdo intracelular das
vias dos polidis, o que produz um desequilibrio nas taxas de NADH/NAD e
favorece a producao de radicais livres. Esses mecanismos citados também
tém sido apontados como causadores de disfuncdes cerebrais, sob um
quadro de hiperglicemia crénico, demonstrando grandes alteracdes
morfoldgicas, funcionais e bioquimicas no sistema nervoso central,

acarretando complicacbes como, acidentes vasculares cerebrais, degeneracao
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do tecido, desmielinizacao, entre outras lesdes (Silva, 2008; Brands, 2004;
Tomlinson, 1992).

2.3 Diabetes Mellitus (DM)

O cenario mundial do Diabetes Mellitus (DM), principalmente associado
a obesidade, mostra que a doenca esta cada vez mais se alastrando. Nao
afetando apenas paises desenvolvidos ou individuos na fase adulta, a doenca
ja atinge populacdes pobres e criancas pelo mundo todo (Frank, 2011).

O Diabetes Mellitus é caracterizado pela total ou parcial auséncia do
hormonio insulina secretado pela célula beta pancreatica, sendo classificado
primariamente como Diabetes Mellitus tipo 1 e tipo 2. O Diabetes Mellitus
tipo 1 tem sua causa devida a destruicao das células-B por um processo auto-
imune resultando na absoluta deficiéncia de insulina, acometendo
principalmente individuos jovens nao obesos, embora a obesidade possa
estar associada a esse diagnodstico. O DM tipo 2 é diretamente relacionado a
ma qualidade de vida, como maus habitos alimentares e sedentarismo que
levam a obesidade (World Health Organization, 201 3).

A obesidade é caracterizada pelo aumento de gordura corporal,
definida desde de analises da composicao corporal através das medidas
antropométricas até avaliacbes mais precisas como equipamentos de
densitometria 6ssea ou também comumente avaliada pelo do indice de
massa corporal (IMC, definido pela massa em quilogramas divida pelo
quadrado da estatura em metros).

O comprometimento da qualidade de vida de uma pessoa obesa deve-
se, além do excesso de gordura, as comorbidades relacionadas, como
hipertensdao arterial, hipercolesterolemia, hiperlipidemia, cardiopatias e
Diabetes Mellitus (Damaso, 2003; Guedes, 2006).

Em casos extremos, o aumento excessivo de tecido adiposo pode
prejudicar o receptor de leptina, hormoénio responsavel pela saciedade,
causando deficiéncia na efetividade do transporte de leptina através da

barreira hemato-encefalica, causando resisténcia a esse hormonio, levando a
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alteracoes no eixo hipotalamo-hipo6fise que controlam a regulacao da fome
no organismo (Friedman, 2000; Carvalheira, 2005).

Na ultima década foi alertado que com o aumento da globalizacao,
industrializacdo, mecanizacdo, o desenvolvimento do transporte,
computadores e fast foods, o numero de pessoas com Diabetes iria aumentar
cerca de 45%. A doenca foi prevista como um forte impacto na salide humana
que se tornaria uma séria epidemia e um problema de saude publica grave
em todas as sociedades mesmo entre criancas e adolescentes (Zimmet,
2001).

Em 2013 a federacao internacional de diabetes (IDF) confirmou esse
crescente avanco da doenca e seu tema do ano foi "Prevent Diabetes: protect
our future" (International Diabetes Federation, 2013). A IDF avalia que pelo
menos 371 milhdes de pessoas no mundo todo possuem DM e metade delas
nao sabem que estao com a doenca. Ainda estima-se que esses numeros
também aumentem nas proximas décadas, elevando o Diabetes Mellitus da
oitava para a sexta posicao no ranking das principais causas de morte no
mundo (World Health Organization, 201 3).

Ha enormes riscos cardiovasculares provocados pelo DM que estao
sempre associados as principais causas de morte hoje no mundo (Gaal,
2006; Kahn, 2006). A doenca provoca multiplas desordens metabdlicas,
insuficiéncia de varios oOrgaos, que afetam especialmente os sistemas
oftalmolégico, renal, neurolégico e cardiovascular, devido a alta
concentracdo de glicose no sangue (Sociedade Brasileira de Diabetes, 2012;
Groos, 2002).

Varios mecanismos tém sido apontados como causadores de
disfuncbes cerebrais, sob um quadro de  hiperglicemia croénico,
demonstrando grandes alteracdes morfologicas, funcionais e bioquimicas no
sistema nervoso central, acarretando complicacbes como, acidentes
vasculares cerebrais, degeneracao do tecido, desmielinizacdao, entre outras
lesdes (Silva, 2008; Brands, 2004; Tomlinson, 1992).

Dentre as graves e lesivas complicacdes causadas pelo DM, esta o
estresse oxidativo. O estresse oxidativo € um mecanismo reconhecido em

complicacoes diabéticas. Varios estudos tém demonstrado que a
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hiperglicemia aguda pode prejudicar a homeostase fisiolégica dos tecidos. A
hipotese de que os radicais livres podem mediar os efeitos da hiperglicemia
aguda é apoiada pela evidéncia de que os antioxidantes podem neutralizar
alguns dos efeitos induzidos pela hiperglicemia aguda, por exemplo, a
vasoconstricao e capacidade de coagulacao. Isto reforca a hipotese de que a
hiperglicemia provoca estresse oxidativo, podendo destruir as defesas

antioxidantes naturais encontradas nos tecidos (Ceriello,2004; Reis, 2008).

2.4 Exercicio Fisico (EF)

O exercicio fisico é extensamente indicado no combate a desordens
metabdlicas sistémicas na prevencao e tratamento de iniumeras desordens
metabodlicas como: obesidade, sindrome metabodlica, resisténcia a insulina,
dislipidemias, hipertensao, hipoglicemia, diabetes mellitus tipo 1 e diabetes
mellitus tipo 2 (American College Sports Medicine, 2012; Pedersen, 2006;
Mcgregor, 2002; Marliss, 2002). Sua pratica regular é capaz de melhorar a
captacao de glicose pelo musculo esquelético através do aumento da
translocacao dos transportadores de glicose (GLUT4), podendo reduzir a
massa adiposa, aumentar a sensibilidade a insulina, contribuir para a
homeostase glicémica entre outros beneficios, o que o torna um excelente
instrumento no auxilio ao combate ao DM entre outras doencas associadas
ao metabolismo glicidico (Mondon 1980; Luciano, 2002; Hoten, 2004).
Devido sua importancia no organismo, a captacdao de glicose nao depende
exclusivamente do hormoénio insulina, sendo isto, um mecanismo regulatorio
desenvolvido para manter a integridade do tecido. No SNC, essa captacado de
glicose é feita principalmente através da translocacdao dos transportadores de
glicose GLUT-1, 3 e 5 (Frances, 1994).

O exercicio fisico utiliza o oxigénio como principal via do metabolismo
do sistema aerobio, ou seja, o sistema de respiracao celular que ocorre nas
mitocondrias para geracao de energia (Floyd, 1999; Clarkson, 2003). Durante
0 exercicio o consumo de oxigénio aumenta consideravelmente, dependendo
da intensidade do exercicio, proporcionando maior formacao de ERO (Tiidus,

1998; Araujo, 2006). Em paralelo, o exercicio fisico também atua como pré-
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oxidante em treinamentos prolongados, promovendo modificacoes
metabolicas favoraveis a essas elevacdes na producao de ERO nas células de
organismos aerobios.

Como as principais vias de formacao de ERO no organismo sao
estimuladas pelo exercicio, especula-se, de forma geral, que o exercicio
fisico per si, quando comparado com outros fatores ambientais, seja
responsavel por uma maior formacdo intracelular de ERO. Durante a
atividade fisica a demanda energética tem seus niveis hiperestimados e
simultaneamente uma elevacao na taxa producao de ERO. Entretanto, outros
fatores podem estar envolvidos, além de somente consumo de O, sistémico.
Observa-se queda nas defesas antioxidantes enzimaticas e quimicas dos
tecidos e 6rgaos de animais e humanos submetidos a treinamento e também
nota-se uma resposta ineficaz em conceder protecao suficiente em combate
os radicais livres (Souza Junior, 2009).

Para compensar esse quadro instavel devido a alta producao de EROs,
o exercicio fisico estimula mecanismos que induzem aumento na atividade
de algumas enzimas antioxidantes, nao sendo necessaria uma nova sintese
protéica. Esta parece ser uma caracteristica individual de algumas enzimas
em relacdo ao tecido envolvido (Aguiar, 2007).

Como ha diferentes protocolos de exercicios adotados com distintas
duracoes e intensidades, ainda existem muitas controvérsias sobre os
resultados do exercicio fisico sobre o estado redox cerebral (Aguiar, 2007).

Prada et al. (2004), notou apenas beneficios sobre parametros de
desempenho em um protocolo de treinamento durante quatro semanas, mas
as atividades de enzimas catalase e glutationa redutase ndo sofreram
modificacoes positivas. Ja, Powers, et al. (1999), em uma revisao, apresenta
fortes evidéncias de que o treinamento fisico cronico promove a elevacao das
atividades de enzimas antioxidantes, como a SOD e a GSH-Px. O musculo
esquelético sofre adaptacdes (up-regulation) na capacidade antioxidante para
proteger suas células e prevenir efeitos deletérios. O aumento da atividade
dessas enzimas mostrou nao so6 reduzir o risco de dano celular, como

também melhorar a performance muscular e retarda a fadiga.
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Assim sendo, a realizacdo de estudos que abordem os aspectos
mencionados na presente revisdao sao fundamentais para tentar esclarecer o
papel do treinamento fisico sobre a protecdo enzimadtica antioxidante

principalmente em condicdes de diabetes mellitus.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Foram usados no experimento ratos machos da linhagem Wistar com
60 dias de idade provenientes do biotério central da Universidade Estadual
Paulista - UNESP - Campus de Botucatu e mantidos no Biotério do
Departamento de Educacdo Fisica do Instituto de Biociéncias - UNESP -
Campus de Rio Claro. Os ratos permaneceram em gaiolas de polietileno 37 x
31 x 16 cm (cinco ratos por gaiola) a uma temperatura de 25°C com
fotoperiodo de 12h claro/escuro e receberam racao Purina® para ratos e

agua filtrada ad libitum.

3.2 Aspectos éticos

O experimento foi realizado de acordo com a legislacao brasileira
sobre o uso cientifico de animais (lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008). O
protocolo foi submetido a apreciacdo na Comissio de Etica no Uso do Animal
(CEUA), do instituto de Biociéncias, da UNESP - Campus de Rio claro
(Protocolo:012/2012).

3.3 Inducao e determinacao do Diabetes Mellitus

O DM foi induzido através de injecdao intravenosa (via veia dorsal
peniana) aloxana monoidratada (Sigma-Aldrich Inc.) 30mg.kg' de massa
corporal, dissolvida em tampao citrato (0,01M, pH 4,5) (Luciano & Mello,
1998). Apds esse procedimento os animais foram colocados em gaiolas,
recebendo nas primeiras 24h uma solucao de agua e glicose (15%) para evitar
complicacoes da hipoglicemia aloxanica (Lenzen, 2007). Ap6s cinco dias,
durante o periodo da manha, amostras de sangue foram coletadas dos ratos
em estado alimentado, através de um corte na extremidade da cauda do
animal, para determinar a concentracao de glicose plasmatica. Os ratos que

foram considerados nao diabéticos (glicose<150mg/dL) ou severamente
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diabéticos (glicose>500mg/dL) foram desconsiderados do estudo. Ratos
dentro da faixa glicémica entre 150 a 500mg/dL foram considerados

diabéticos.

3.4 Grupos experimentais

Para o experimento, os ratos foram separados aleatoriamente entre
quatro grupos (n = 10 por grupo): Controle Sedentario (CS): animais nao
diabéticos e nao treinados, Controle Treinado (CT): animais nao diabéticos
submetidos ao protocolo de treinamento, Diabético Sedentario (DS): animais
diabéticos e nao treinados e Diabético Treinado (DT): animais diabéticos

submetidos ao protocolo de treinamento fisico.

3.5 Adaptacao ao meio liquido

A fim de amenizar o estresse dos animais frente ao exercicio fisico
realizado no meio liquido (Voltarelli, et al. 2002), os ratos foram adaptados
individualmente a agua durante 6 dias antes do inicio do protocolo de
exercicios. A profundidade da agua foi gradualmente aumentada, sendo
10cm de profundidade nos 2 primeiros dias durante 10 minutos, 60cm de
profundidade nos proximos 2 dias durante 20 minutos e nos ultimos 2 dias
manteve-se 60cm de profundidade e acrescentou-se um carga referente a 1%

da massa corporal, durante 30 minutos.

3.6 Protocolo de treinamento fisico

O treinamento fisico consistiu de uma sessao de natacao de 1 hora por
dia, durante 5 dias consecutivos e dois dias de descanso, durante 8 semanas,
com uma carga (% da massa corporal) correspondente a 5,79 para animais
nao diabéticos e 4,18 para animais diabéticos correspondente ao limiar
anaerobio previamente estabelecidas por Oliveira C, et al. 2007. As sessoes

de natacao foram realizadas isoladamente, no periodo da manha, em
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tanques de 100 cm x 70 cm x 80 cm contendo agua a uma temperatura de
31+1°C (Gobatto, 2001).

3.7 Pesagens

Todos os animais tiveram o peso, ingestao hidrica e ingestao alimentar

registrados semanalmente durante todo periodo do experimento.

3.8 Obtencao do material bioldgico

No final do experimento, 48 horas depois da ultima sessdao de
treinamento fisico a fim de neutralizar os efeitos agudos decorrentes do
treinamento fisico, os animais foram eutanasiados tendo permanecidos em
repouso e em jejum de 12 horas. Para iniciar a coleta de dados, os ratos
foram anestesiados com uma solucao i.v. de hidrato de cloral (Sigma®) e
realizada uma seccdo toracica a fim de alcancar o arco aértico para coleta
sanguinea através do procedimento de puncao cardiaca.

Este procedimento provoca a morte do animal por parada
cardiorrespiratoria devido ao choque hipovolémico, apds este processo a
cabeca do animal foi rapidamente separada do tronco para a coleta de
material.

O encéfalo foi inteiramente extirpado da caixa craniana, sendo o
cérebro cuidadosamente separado do cerebelo e em seguida, alocados em
tubos de ensaios mergulhados no gelo, contendo solucdes estabilizadores a
fim de se neutralizar as reacbes quimicas e a possivel degradacdao de
proteinas. Posteriormente foram isoladamente macerados com Polytron a
velocidade maxima durante 30 segundos e o homogenato foi centrifugado a
4°C, a 3000 rpm durante 10 min para as analises bioquimicas e para o
Western Blotting neste tecido.

Parte inferior do lobo direito do figado foi retirada no momento do
eutanasia para pesagem e uma aliquota foi utilizada para determinar a

concentracdo de glicogénio (Dubois et al., 1956).
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3.9 Analises bioquimicas

3.9.1 Sangue

O sangue coletado foi depositado em tubos de ensaios contendo
tampao fosfato (0,05N, KH,PO), centrifugado a 5.000 rpm durante 10 min a
18°C para a separacdao do soro conservados em geladeira a 2-8°C. Ao papa
de hemacias foi utilizada para verificar as concentracdes de glicose, de pré

oxidantes e as atividades das enzimas superoxido dismutase e catalase.

3.9.2 Proteina c-reativa (PCR)

A proteina c-reativa € um dos principais indicadores de inflamacao.
Apds a preparacao do soro sanguineo utilizou-se de particulas de latex
poliestireno revestido com anticorpos anti-PCR. A aglutinacao entre estas
particulas é provocada pela interacao da PCR presente na amostra com o0s
anticorpos anti-PCR sensibilizados nas particulas de latex. O nivel de
aglutinacdo é diretamente proporcional a quantidade de Proteina C Reativa

do soro analisado e foi medido por espectrofotometria (leitura de 540nm).
3.9.3 Glicogénio Hepatico

A extracao do tecido (500mg) foi realizada apo6s a coleta sanguinea. As
partes foram alocadas em tubos de vidro contendo solucdo de 30% de
hidroxido de potassio (KOH) em banho fervente por 60 minutos. Apds esse
periodo foi adicionada, em cada tudo de ensaio, solucao saturada de sulfato
de sodio (Na,SO,) e etanol a 70%, sendo os tubos agitados no vortex (AP 56,
Phoenix®) e retornados ao banho-maria por 15 minutos. Na seqliéncia, os
tubos eram centrifugados, o sobrenadante era descartado e ao precipitado
era acrescentado etanol a 70%, sendo os tubos novamente agitados no
vortex. 10yL de cada amostra foram separados para a leitura com

comprimento de onda de 650 nandmetros. Para o calculo do glicogénio foi
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utilizado a média da leitura das duplicatas e uma férmula matematica gerou

os resultados em miligramas de glicogénio por 100 miligramas de tecido.

3.9.4 Biomarcadores Pro-oxidantes

Um dos métodos para quantificacao dos produtos da peroxidacao
lipidica € o método de analise da formacao de substancias que reagem ao
acido tiobarbiturico. Este método consiste na analise dos produtos finais da
peroxidacao lipidica, principalmente os malondialdeidos (MDA) entre outros
peroxidos lipidicos e demais aldeidos de baixo peso molecular, que, ao
reagirem com o acido 2-tiobarbiturico, formam bases de Schiff. Tais
complexos emitem cores e suas concentracoes podem ser determinadas
espectrofotometricamente a 535nm, ou por fluorescéncia a 515 nm de

excitacao e 555 nm de emissao (Okawa, 1979).
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3.9.5 Biomarcadores antioxidantes

3.9.5.1 Catalase (CAT)

A preparacdo da amostra iniciava-se com a adicdao de 900 puL de tampao
fosfato, pH 7,4, a 100 uL do hemolisado (1:1), obtendo-se, assim, uma
diluicao 1:20 da amostra inicial. Deste hemolisado, 1 pL era adicionado ao
meio basico de reacdo, que continha tampado fostato 50 mM, pH 7,0, e
peréxido de hidrogénio (H,0,) 10 mM. A atividade da CAT foi mesurada
utilizando-se o Cayman’s Catalase Assay Kit Kit - Cayman Chemical
Company®, através da velocidade com que o H,O, é reduzido pela acdo da
enzima. Essa reducao provoca uma diminuicdo no valor da absorbancia

verificado espectrofotometricamente em 240nm (Aebi, 1984).

Figura 1 Esquema do ensaio da Catalase
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Fonte: Cayman’s Catalase Assay Kit.
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3.9.5.2 Superoxido Dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi determinada utilizando-se o Cayman’s
Superoxide Dismutase Assay Kit - Cayman Chemical Company®, o qual utiliza
o sal tetrazélio para deteccdao de radicais superéxidos gerados pela xantina
oxidase e hipoxantina. O kit mediu a atividade de todos os trés tipos de SOD
(Cu/Zn, Mn e FeSOD). Uma unidade de SOD foi definida como a quantidade
de enzimas necessarias para apresentar 50% da dismutacao do radical

superoxido. A absorbancia de leitura foi de 460 nm.

Figura 2 Esquema do ensaio da Superoxido Dismutase
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Fonte: Cayman’s Superoxide Dismutase Assay Kit.
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3.10 Analises de proteinas por immunoblotting

Os tecidos foram agrupados e homogeneizados imediatamente em
tampao de extracao (1 % de Triton-X 100, 100 mM Tris , pH 7,4, contendo
100 mM de pirofosfato de sodio, fluoreto de sédio a 100 mM, EDTA 10 mM,
10 mM de ortovanadato de sédio, PMSF 2 mM e 0,1 mg de aprotinina/ml) a
4°C com um Polytron a uma velocidade maxima durante 30 segundos. Os
extratos foram centrifugados a 9000 x g e 4°C durante 40 minutos para
remover o material insoluvel, e os sobrenadantes destes tecidos foram
utilizados para a quantificacdo de proteinas.

Depois de realizada a separacao dos polipeptideos da amostra por
eletroforese em gel de poliacrilamida (ddp de 60mV - 120mV), as proteinas
entraram em contato com as membranas de nitrocelulose de acordo com seu
peso molecular.

As proteinas de interesse marcadas na membrana, apds terem sido
lavadas trés vezes com 50 mM Tris (pH 7,4), tiveram sua estrutura ligadas
com 10 ml de cada um dos seus respectivos anticorpos primarios (SOD-1 (B-
1): sc-271014 Antibody e SOD-2 (E-10): sc-137254 Antibody - Santa Cruz
Biotechnology, inc.) mantidas em agitacao “overnight”, lavadas novamente e
ligadas ao seus respectivos anticorpos secundarios (Santa Cruz
Biotechnology, inc.) e mantidas em agitacdo durante 2h a temperatura
ambiente em ambos os processos. Por fim, foi aplicado luminol (Bio-Rad’s
Chemiluminescence Detection Kit) sobre as membranas em sala escura e
reveladas em papel filme Kodak®.

As intensidades de luminescéncia das bandas reveladas em papel filme

foram quantificadas pelo Software Image J.
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3.11 Analises Estatisticas

As analises estatisticas foram feitas através do software Statistica 4.0.
Apoés verificado a normalidade das amostras foi realizado o teste ANOVA two
way e como poOs-teste foi adotado o teste de Tukey. O nivel de significancia
adotado foi de p < 0,05.

Para a realizacao dos graficos foi utilizado o software GraphPad Prism
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4 RESULTADOS

Os resultados estdao expressos em média + desvio padrao.

4.1 Resultados ao longo de oito semanas de treinamento

Tabela 1 - Média da massa corporal (g) e do consumo alimentar (g/100g de

peso corporal) e hidrico (ml/100g de peso corporal).

Paramétros Grupos
Controle Controle Diabético Diabético
sedentario treinado Sedentario treinado
Massa corporal 436,5 + 27,9 404,0 + 24,2 330,6+8,0*> 391,5+232"¢
Consumo alimentar 25,2+ 1,5 33,1 £2,2 55,4+11,5%° 41,1+4,8°¢
Consumo hidrico 41,2 +6,4 47,0+ 10,9 167,5+65,12> 82,011,920

Diferenca estatistica (ANOVA, p<0,05): a - diferente de CS, b - diferente de
CT, c - diferente de DS.

Area sob a curva da massa corporal
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Grafico 1 Area sob a curva da massa corporal durante oito semanas de
treinamento. Diferenca estatistica (ANOVA, p<0,05): a - diferente de CS, b -
diferente de CT, c - diferente de DS.
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Area sob a curva do consumo alimentar
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Grafico 2 Consumo alimentar ao longo de oito semanas de treinamento.
Diferenca estatistica (ANOVA, p<0,05): a - diferente de CS, b - diferente de

CT, c - diferente de DS
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Grafico 3 Consumo hidrico durante oito semanas de treinamento. Diferenca
estatistica (ANOVA, p<0,05): a - diferente de CS, b - diferente de CT, c -

diferente de DS.
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4.2 Resultados apos oito semanas de treinamento
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Grafico 4 Concentracdo da glicose sanguinea. Diferenca estatistica (ANOVA,
p<0,05): a - diferente de CS, CT e DT, b - diferente de CS, CT e DS.
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Grafico 5 Concentracao plasmatica de proteina c-reativa. Nao houve
diferenca estatistica (ANOVA, p>0,05).

Glicogénio hepatico

8-
o 3 Controle Sedentario
% 5 T 3 Ccntrole Treinado
@ ] 3 Diabético Sedentario
3 a @ Diabético Treinado
o 4-
e
o
o
2 24
(@)
e

0 T T

& 9 F S
grupos

Grafico 6 Concentracdao do glicogénio no figado. Diferenca estatistica
(ANOVA, p<0,05): a - diferente de CS, CT e DT.
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Grafico 7 Quantidade de substancias que reagem ao acido tiobarbitirico no
tecido cerebral. Diferenca estatistica (ANOVA, p<0,05): a - diferente de CS,
CT e DS.
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Grafico 8 Quantidade de substancias que reagem ao acido tiobarbiturico no

tecido sanguineo. Diferenca estatistica (ANOVA, p<0,05): a - diferente de CS.
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Grafico 9 Grafico 8 Atividade da enzima catalase no tecido cerebral.
Diferenca estatistica (ANOVA, p<0,05): a - diferente de CS, CT e DT.
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Grafico 10 Atividade da enzima catalase no tecido sanguineo. Diferenca
estatistica (ANOVA, p<0,05): a - diferente de CS.



40

SOD

3 Controle Sedentério

3 Controle Treinado
T 1 Diabético Sedentario
@l Diabético Treinado

u/mg.proteina
5

oLl :
? & F 3
grupos

Grafico 11 Atividade da enzima superéxido dismutase no tecido cerebral.

Ndo houve diferenca estatistica significativa (ANOVA, p>0,05).
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Grafico 12 Atividade da enzima superoxido dismutase no tecido sanguineo.

Nao houve diferenca estatistica significativa (ANOVA, p>0,05).
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Grafico 13 Deteccao por immunoblotting da expressao da proteina Cu/Zn SOD no
cerebelo dos animais. Diferenca estatistica (ANOVA, p<0,05): a - diferente de CS e
b - diferente de DS.
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Grafico 14 Deteccdao por immunoblotting da expressao da enzima Mn SOD no
cerebelo dos animais. Diferenca estatistica (ANOVA, p<0,05): a - diferente de CS e
b - diferente de DS.
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5 DISCUSSAO

O quadro diabético induzido nesta pesquisa foi bastante severo,
demonstrando a presenca de hiperglicemia, reduacao da massa corporal total e
ingestdo hidricas e alimentares excessivas. Estas alteracOes estdo relacionadas a
drastica reducdao no nimero de células beta e se agravam ao longo da vida do
animal (Lerco, 2003).

O Diabetes Mellitus induzido por meio de aloxana promoveu condicoes
semelhantes aquelas encontradas em seres humanos, compartilhando sintomas
parecidos como: hiperglicemia, politria, polidipisa, polifagia, entre outros
(Lenzen, 2007). Importante ressaltar que, devido as suas propriedades quimicas e
seus efeitos biolégicos, um dos mecanismos de acao da aloxana para a inducao
do DM, impactua na producdo de espécies reativas de oxigénio, formando radicais
superéxidos, peréxidos de hidrogénio e por fim radicais hidroxila, este Gltimo por
sua vez é responsavel pela necrose da celula beta-pancreatica, a qual possui baixa
capacidade antioxidante, causando sua apoptose (Lenzen, 2008).

No figado ha a producado de proteina c-reativa em resposta ao estimulo de
citocinas inflamatérias (Visser, 1999). A reacdao inflamatoéria esta intimamente
ligada a DM tipo 2, majoritariamente ligada a obesidade. A inflamacao gera
grandes quantidades de citocinas inflamatérias, liberadas pelo tecido adiposo que
estimulam a producao hepatica de PCR (Das, 2001; Hak, 1999; Lumeng & Saltiel,
2011). Na presente pesquisa foi dosada a concentracao plasmatica da proteinas c-
reativa ao final do experimento a fim de se observar alteracdes inflamatoérias
devido as condicdes da doenca, porém nao foi encontrado diferenca significativa,
uma vez que o comportamento dessa proteina pode ser extremamente discreto.
Uma das possiveis explicacbes para tal fato é o curto periodo de exposicao a
doenca. Sabe-se que os processos inflamatérios entre outras patologias do DM
acentuam-se com maior periodo de tempo exposto a hiperglicémia, a qual leva a
um processo inflamatorio cronica de baixa intensidade agravando as condicoes
do organismo (Ferroni, 2004; Lopes, 2007)

Vale ressaltar outro fator importante para a auséncia da resposta
inflamatédria, a idade. Os animais do presente estudo (inicio: 60 dias de idade,
término: 120 dias de idade), apresentavam um organismo novo, 0 que representa
rapidas respostas fisiologicas no combate a adversidades. No envelhecimento,

gue esta diretamente relacionado aos danos oxidativos as células, ha diminuicao
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da eficiéncia do sistema imunoldgico, disfuncbes neurais, maiores riscos
cardiovasculares, doencas degenerativas e maior risco de cancer. (Stadtman,
2002; Fries, 1980)

Por outro lado o exercicio fisico é capaz de atuar como um agente pro-
inflamatério expressando maior quantidade de Interleucina-10 estimulada pelas
células T, a qual tem acao anti-inflamatéria, podendo mascarar os niveis de PCR.
Ha também a acdo de uma importante citocina proé-inflamatéria que, se liberada,
compete com a fosforilacdo do receptor de insulina, o TNF-q, citocina a qual o
exercicio fisico é capaz de inibe grande parte de sua producao, fornecendo
melhores condicdes de captacao de glicose pela insulina (Starkie, 2003).

Em constante condicoes de hiperglicemia ha maior lipdlise e cetoacidose.
Isso faz com que os niveis de lipopolissacarideos e de acidos graxos livres,
estejam aumentados. Essas substancias se ligam ao Toll Like Receptor
promovendo a transcricao de citocinas pro-inflamatoérias como o TNF-a, IL-6, IL-1,
CCL2 e JNK. O TNF-a, através de seu proprio receptor, fosforila a proteina IKK, a
qual fosforila a proteina JNK que compete com a fosforilacao do receptor de
insulina (IR) desencadeando resisténcia ao hormonio. O IKK ainda é capaz de
ativar um fator de transcricao nuclear (NF-kB) promovendo a maior expressao de
citocinas pro-inflamatorias e ativacao da Proteina Tirosina fosfatase 1B (PTP1B), a
qual pode desfosforilar o IR, causando maior resisténcia a insulina (Milanski,
2009; Shoelson, 2003; Kwon & Pessin, 201 3).

O glicogénio hepatico foi verificado a fim de se buscar repostas deste 6rgao
frente ao metabolismo glicidico, uma vez que ha altas concentracdes de glicose
circulante. O glicogénio é o principal estoque energético no tecido muscular
(Roach, 2002) sendo regulado principalmente por acées hormonais, como a acao
da insulina, do glucagon e de catecolaminas. Este substrato é utilizado quando ha
maior atividade metabdlica, como por exemplo, durante o exercicio fisico. Quanto
maior atividade exigida, maior sera o recrutamento de glicogénio através da
enzima glicogénio fosforilase e portanto, maior nivel de glicose disponivel
(Romijn, 2003). O glicogénio hepatico atua positivamente para a manutencao do
exercicio, ativando a via da glicogendélise e da neoglicogénese para a manutencao
do aporte energético adequado. Na presente pesquisa, a grave hipoinsulinemia
dos animais diabéticos pode ter contribuido para elevar os efeitos de hormonios
contra-reguladores (cortisol, glucagon, catecolaminas e hormoénio do crescimento)

aumentando ainda mais a retirada de glicogénio (Wasserman, 2000).
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No entanto, podemos destacar o controle da formacdo de glicose para a
geracdo e manutencao de energia através das vias de sinalizacao independente de
insulina através da via da proteina AMPK (Proteina quinase ativada por AMP) que
possui relacao direta ao gasto energético, entre outras. Ha menor atividade da
AMPK quando ha maior gasto energético, ou seja, quando ha maiores niveis de
AMP do que ATP circulantes nas células, por exemplo, durante o exercicio fisico.
A menor ativacdo da AMPK também ocasiona menor oxidacao de acidos graxos
nos musculos, inibicdo da proteina CPT-1 no hipotalamo, inibindo a fome e como
causa, reducao da massa corporal (Rodgers, 2010; Ye, 2013)

Na presente pesquisa verificou-se que a massa dos animais diabéticos
apresentou queda acentuada em relacao a massa dos animais controles. Devido a
morte das células beta e consequente reducdao acentuada de insulina no
organismo, o metabolismo dos animais permaneceu em uma condicao catabdlica,
fazendo com que a eficiéncia da absorcio dos nutrientes, a manutencao
estrutural dos tecidos, bem como suas funcdes fossem consideravelmente
debilitadas.

O consumo alimentar e hidrico foram elevados dentre os animais
diabéticos, sendo mais acentuado no grupo diabético sedentario, reforcando a
premissa que este tipo de DM predispde a maior fome e sede, mesmo diante de
quadro catabdlico (Leme, 2010). O grupo diabético treinado apresentou menor
polifagia e polidipsia que o grupo diabético sedentario, o que em parte, é devido
a atividade fisica permitir a entrada de glicose independente de insulina nas
células musculares e consequentemente conseguir um melhor aproveitamento
dos nutrientes. (Moura, 2011; Junior, 2013).

Ademais, nos animais diabéticos, a hipoinsulinemia parece levar a uma
inibicao da atividade neuronal do nucleo arqueado do hipotalamo, interferindo na
estimulacdo e no controle da fome (Akasawa, 2007). Carvalheira et al. (2005),
demonstrou que os mecanismos hipotalamicos que regulam a fome sao alterados
diretamente pela auséncia de leptina e/ou de insulina, através de uma troca de
sinais entre suas vias de sinalizacao (Cross-talk). Ao se acoplar ao seu receptor, a
leptina ativa a proteina JAK-2, a qual é capaz de fosforilar o fator de transcricao
STAT-3 que atua no nucleo celular transcrevendo neuropeptidios anorexigénicos
(POMC/CART). Concomitantemente a este processo, a insulina, que esta
praticamente ausente nos animais diabéticos do presente estudo, potencializa a

atividade transcricional do STAT-3 e/ou também através de sua prépria via
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especifica de sinalizacao (IRS/P13-q), onde o complexo PI3-q, capaz de fosforilar a
proteina Akt, promove a saida do fator de transcricido FoxO1 do nucleo, inibindo a
transcricio de agentes orexigénicos (NPY/AgRP), reduzindo a fome. Esses
mecanismos podem ser sensibilizados pelo exercicio fisico, o que explica o
menor consumo alimentar e hidrico nos animais treinados (Andres, 2008; Flores,
2006).

As espécies reativas de oxigénio interferem nos mecanismos hipotalamicos.
Foi recentemente melhor sustentado a idéia de que a formacdo destas espécies
nao é exclusiva do processo de oxidacao, mas pode ser um importante resultado
da modulacao celular requisitada pela regulacio do metabolismo energético
(Diano, 2013). Tais achados indicam que o aumento de ERO é um fundamental
sinal neuronal para reducao da fome através da maior ativacao de POMC, que
parecem ser controlados diretamente pelos nives de ERO (Benami, 2007; Horvath,
2009).

Com relacdao os marcadores de dano oxidativo, presente estudo ateve-se ao
dano a lipideos. Os indices da peroxidacao lipidica direcionam as investigacoes
para microlesdes nas membranas celulares e em lipidios de forma geral (Zwart,
1999). Durante a lipoperoxidacdao, moléculas intermediarias podem se fragmentar
gerando hidrocarbonetos (etano, pentano), aldeidos (como o malonaldeido, 4-
hidroxinonenal), e outros produtos altamente toxicos. Como resultado da
lipoperoxidacao, as membranas sofrem modificacbes na permeabilidade e em sua
fluidez, resultando em perda da homeostase celular e por fim, morte (Matsuo &
Kaneko, 2001).

Neste contexto, vale destacar que a utilizacdo do anestésico hidrato de
cloral age em mecanismos de apoptose celular, como a ativacao da via das
capases, maior formacao de interleucinas inflamatérias e maior ativacao dos co-
ativadores de transcricao génica (PGC1 e 2 alfa), o quais tem estreita relacao com
a producao de ERO por atuar na biogénese mitocondrial e por estes motivos pode
contribuir para a lipoperoxidacao (YS, 2002; Chen, 2011). Além disso, foi visto
que a producdao de ATP pela cadeia respiratéria mitocondrial é o principal
mensageiro para a producao de insulina pela célula beta pancreatica. E ainda, que
o DM pode provocar mutacoes ao DNA mitocondrial nesta mesma célula (Maechler
& Wollheim, 2001). No presente estudo os produtos da peroxidacao lipidica
aumentaram significativamente para o grupo DT em relacdo ao outros grupos. Os

processos inflamatorios gerados pela hiperglicemia crénica podem ter provocado
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maior liberacao de fatores que contribuem possivelmente para o aumento do
numero de ERO, os quais atacam as estruturas lipidicas das membranas celulares.
Simultaneamente as estes processos, a maior atividade mitocondrial requisitada
pelo exercicio e pelas vias de sinalizacao descritas acima também desencadeiam
maior producdo de ERO causadores de danos a membrana lipidica (Ferreira,
2007), o que explicaria os achados deste estudo onde os niveis de TBARS foram
elevados quando os animais diabéticos foram expostos ao treinamento.

Em estudo recente, Azizbeigi, et al. (2013), demonstraram que diferentes
protocolos de exercicio fisico podem alcancar efeitos oxidativos semelhantes. No
estudo em questao foi visto que um protocolo de treinamento de endurance, um
protocolo de treinamento resistido e um protocolo de treinamento concorrente,
mesclando os dois treinamentos anteriores foram capazes de aumentar a
atividade enzimatica da SOD e GSH-Px nos eritrocitos e também diminuir os niveis
de malonaldeidos plasmaticos, principal substancia indicadora da peroxidacao
lipidica. Embora em nosso estudo nao tenha sido encontrado reducao significativa
dos valores de TBARs devido exclusivamente ao exercicio, conforme descrita
acima, a atividade enzimatica da catalase e a expressao proteica da superdxido
dismutase tiveram suas acoes moduladas pelo treinamento.

Sabe-se que as enzimas antioxidantes sao elevadas a medida que o
consumo de oxigénio aumenta (Jekkins, 1993). No tecido cerebral, a enzima
catalase teve sua atividade aumentada somente frente ao estado patologico. Este
resultado mostra que o exercicio foi eficaz em reduzir a acdo oxidante do
peroxido de hidrogénio nessas células, sendo dispensavel uma maior acao
enzimatica mesmo com o alto consumo de oxigénio. Tal condicao implica em
uma estratégia molecular tecido-especifica de atenuacdo do estresse oxidativo,
haja vista que, no sangue, sua atividade fora aumentada significativamente tanto
sob efeitos do exercicio, sob efeitos da doenca ou ambos.

Muito embora, estudos tenham evidenciado alteracdes na atividade da
enzima superoxido dismutase, sendo verificado aumento na atividade dessa
enzima em atletas e em individuos fisicamente ativos (Powers 1999; Ji, 1999), o
presente estudo nao constatou diferencas na atividade da SOD, indicando que a
acdo desta enzima foi, de certa maneira, equivalente para todos os grupos em
ambos os tecidos sanguineo e cerebral analisados, discordando também de
estudos em que a atividade da mesma enzima foi elevada em eritrocitos através

do exercicio fisico (Myazaki, 2001; Silva, 2010). Estes fatos podem estar
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relacionados com o tipo de exercicio a duraciao do treinamento e com a
intensidade utilizada.

Tromm, et al. (2012), comparou os efeitos do treinamento fisico no coracao
e no figado de um grupo de camundongos que se exercitavam duas vezes (T2) na
semana com um grupo de camundongos que se exercitavam trés vezes na
semana (T3), durante um periodo total de 8 semanas. Foi verificado que os
marcadores de dano oxidativo (TBARS) foram reduzidos para o grupo T2 e a
atividades enzimaticas antioxidantes SOD, CAT e GSH-Px foram aumentadas,
principalmente para o tecido cardiaco, para o grupo T3, corroborando em partes
com a presente pesquisa, onde a atividade da CAT sanguinea foi aumentada para
os grupos CT, DS e DT.

E possivel que longo periodos de intervalo ndo fornecam adaptacdo
bioquimica necessaria ao organismo para o combate a EROs ou ainda, dias
consecutivos de treinamento fisico intenso possam gerar uma condicao
estressante conhecida como overtraining caracterizada pela queda de
rendimento, maior fadiga, inviabilizando o processo de recuperacao celular (Silva
& Macedo 2011)

Segundo Ji, (2002), a atividade e a expressao dessa enzima parecem ser
moduladas pela concentracao de espécies reativas de oxigénio produzidas
durante o exercicio, conforme descrito no estudo de Schneider, et al. (2005), onde
o aumento da atividade da SOD esta diretamente relacionada com a producao do
radical superoxido. Neste sentido, foi realizado a expressao das isoformas SOD 1
e 2 no cerebelo. Apesar de terem sido mensuradas em outro tecido, acreditamos
gque as expressoes das proteinas encontradas sejam muito semelhantes as
proteinas encontradas no cérebro, devido suas similaridades estruturais.

As expressoes das isoformas, quando expostas ao treinamento, mostraram
aumento significativo em relacdo ao grupo controle sedentario e ao grupo
diabético sedentario, corroborando com os achados de Ji (2002). Isso indica que
talvez a auséncia de atividade da SOD total no cérebro tenha sido camuflada pela
acao extracelular da isoforma SOD 3.

Dada a especificidade e complexidade das reacdes quimicas, ainda é
precoce classificar o exercicio fisico no combate ao DM como um potente
antioxidante. A esperanca de que o exercicio fisico pode prevenir precisamente as

instabilidades eletronicas em quadros diabéticos ainda requer reconsideracoes.
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Alguns mecanismos bioquimicos sao controversos, sendo necessarios mais
testes para o entendimento das bases moleculares dos agentes pro-
oxidantes/antioxidantes e de seus efeitos, a fim de se encontrar respostas mais
especificas que possam traduzir a nivel molecular, o que acontece na célula e em

suas organelas e, portanto, no organismo de forma geral.
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6 CONCLUSAO

De acordo com os resultados sobre a massa corporal total, a ingestao
hidrica e alimentar dos animais, infere-se que as condicées nocivas ao organismo
geradas pelo diabetes mellitus foram amenizadas consideravelmente pelo
treinamento fisico estabelecido.

A utilizacao de glicogénio muscular e de glicose circulante em condi¢cbes de
exercicio fisico atenuou a ativacao de vias glicogenoliticas no figado.

O exercicio fisico pode regular acdes enzimaticas no combate ao estresse
oxidativo e pode ser considerado como um fator fisiogendmico positivo,
aumentando a expressao de proteinas antioxidantes. Apesar dos mecanismos
ainda necessitarem de uma melhor compreensao dos processos fisiolégicos, a
nivel molecular, presentes no tecido neural como um todo, conclui-se que o
exercicio fisico é uma ferramenta importante na modulacdo enzimatica

antioxidante.
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