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RESUMO

Quando em excesso, a administracdo de glicocorticdides pode induzir hiperglicemia, fator
que tem sido associado ao aumento do estresse oxidativo em diversos tecidos. No pancreas
enddcrino, o estresse oxidativo tem sido relacionado a perda de fungdo e massa de células 3
pancredticas, contribuindo para o desenvolvimento do diabetes tipo 2. Por melhorar a
sensibilidade a insulina e a capacidade antioxidante em diversos tecidos, o treinamento
fisico moderado poderia ser uma importante ferramenta na prevencao do estresse oxidativo
em pancreas endocrino. Para testar essa hip6tese, o presente trabalho investigou o efeito do
treinamento fisico de intensidade moderada, realizado previamente a administracdo de
dexametasona (DEX — 1mg/kg de p.c., durante 5 dias), sobre véarios parametros metabdlicos
e sobre o estado redox de ilhotas pancredticas de ratos. Quatro grupos experimentais foram
utilizados: sedentario controle (SC), sedentario tratado com DEX (SD), treinado controle
(TC) e treinado tratado com DEX (TD). O tratamento com DEX induziu hiperglicemia
(niveis glicEmicos: 90.8 £+ 3.9, 299.2 + 24.3, 84.3 £ 2.9, 229.9 + 19.2 mg/dL para SC, SD,
TC, TD, respectivamente; n = 10; P < 0.05), hipertrigliceridemia (niveis de triglicerideos:
942 + 4.3, 416.6 =+ 54.3, 92.7 + 6.0, 322.5 + 48.7 mg/dL para SC, SD, TC, TD,
respectivamente; n = 5; P < 0.05) e hiperinsulinemia (niveis insulin€micos: 1.10 + 0.2,
23.01 £0.8, 1.21 £ 0.2, 21.66 % 0.6 ng/mL para SC, SD, TC, TD, respectivamente; n=35; P
< 0.05) de jejum em ratos SD e TD e resisténcia a insulina (RI) apenas em ratos SD (Taxa
de decaimento da glicose - Kitt: 3 £ 0.2, 1.8 + 0.1, 3.6 £ 0.2, 3.2 £ 0.4 para SC, SD, TC,
TD, respectivamente; n = 5; P < 0.05). Além disso, reduziu o contetddo total de insulina
(CT: 191.6 £ 21.5,97.1 £ 17.1, 370.3 £ 46.5, 185.6 = 16.3 ng/ilhota para SC, SD, TC, TD,
respectivamente; n = 10; P < 0.05) e aumentou os niveis de espécies reativas de oxigénio

(EROs) em ilhotas pancredticas de ratos SD e TD vs respectivos controles (EROs: 2.8 mM
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de glicose: 41.3 + 2.6, 54 + 1.3, 23.4 + 1.5, 38.9 + 4 UF/ug proteina; 22 mM de glicose:
333 £ 1.7, 384 £ 0.5, 10.1 = 1.6, 28 £+ 1.2 UF/ug proteina para SC, SD, TC, TD,
respectivamente; n = 10; P < 0.05). J& o treinamento fisico foi capaz de prevenir a RI e
reduzir em 23% os niveis glicémicos de jejum dos ratos TD vs SD. Foi observado, ainda,
aumento no CT e na secrecdo de insulina estimulada por glicose (11.1mM) em ilhotas
isoladas de ratos TC e TD (Secre¢do em 11.1 mM de glicose: 1.4 £0.2,4.2 +0.2, 3.3 £ 0.2,
5.6 = 0.5 ng/mL por ilhota por hora, para SC, SD, TC, TD, respectivamente; n = 12; P <
0.05). Além disso, o treinamento fisico induziu aumento no nivel protéico da enzima
antioxidante catalase (CAT: 100 £ 14.1, 113.8 £ 14.2, 151.6 + 10.2, 183.2 + 11.2, expresso
como % SC, para SC, SD, TC, TD, respectivamente; n = 6; P < 0.05), bem como reducdo
nos niveis de EROs em ilhotas de ratos TC e TD. Baseados nesses dados, nds sugerimos
que o treinamento fisico deva contribuir para melhora na homeostase glicémica, além de

aumentar a resisténcia de ilhotas pancredticas ao estresse oxidativo.
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ABSTRACT

When in excess, glucocorticoid administration can induce hyperglycemia, which has been
associated to increased oxidative stress in numerous tissues. In endocrine pancreas, the
oxidative stress has been related to the loss of pancreatic B-cell function and mass,
contributing to the development of type 2 diabetes. By improving the insulin sensitivity and
the antioxidative capability in several tissues, moderate exercise training could be an
important tool in the prevention of oxidative stress. To test this hypothesis, the present
study aimed to investigate the effect of a moderate exercise training plan, executed previous
to dexamethasone challenge (DEX — Img/kg per b.w., for 5 days), on numerous
metabolical parameters, as well as on the redox state of the pancreatic islets in rats. For this,
four experimental groups were designed: sedentary control (SC), sedentary treated with
DEX (SD); trained control (TC) and trained treated with DEX (TD). DEX treatment
induced fasting hyperglycemia (blood glucose levels: 90.8 + 3.9, 299.2 + 24.3, 84.3 £ 2.9,
2299 + 19.2 mg/dL for SC, SD, TC, TD, respectively; n = 10; P < 0.05),
hypertriglyceridemia (blood triglyceride levels: 94.2 + 4.3, 416.6 + 54.3, 92.7 + 6.0, 322.5
+ 48.7 mg/dL for SC, SD, TC, TD, respectively; n = 5; P < 0.05) and hyperinsulinemia
(blood insulin levels: 1.10 + 0.2, 23.01 + 0.8, 1.21 £ 0.2, 21.66 + 0.6 ng/mL for SC, SD,
TC, TD, respectively; n=5; P < 0.05) in SD and TD rats and insulin resistance (IR) only in
SD rats (Rate for glucose disappearance - Kitt: 3 + 0.2, 1.8 £ 0.1, 3.6 + 0.2, 3.2 + 0.4 for
SC, SD, TC, TD, respectively; n = 5; P < 0.05). Additionally, it reduced total insulin
content (CT: 191.6 £ 21.5, 97.1 £ 17.1, 370.3 + 46.5, 185.6 £ 16.3 ng/islet for SC, SD, TC,
TD, respectively; n = 10; P < 0.05) and increased reactive oxygen species levels (ROS) in
pancreatic islets from SD and TD rats vs respective controls (ROS: 2.8 mM of glucose: 41.3

+ 2.6, 54 £ 1.3, 23.4 £ 1.5, 38.9 + 4 UF/ug proteina; 22 mM of glucose: 33.3 + 1.7, 38.4 +
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0.5, 10.1 £ 1.6, 28 + 1.2 UF/ug protein for SC, SD, TC, TD, respectively; n = 10; P < 0.05).
Of note, the exercise training was able to prevent IR and to reduce by 23% the fasting blood
glucose levels in TD vs. SD rats. Exercise training also induced an augmentation in CT and
in insulin response to stimulating glucose concentration (11.1mM) in isolated islets from
TC and TD rats (Insulin secretion in 11.1 mM of glucose: 1.4 £0.2,4.2 +0.2, 3.3 £0.2, 5.6
+ 0.5 ng/mL per islet per hour, for SC, SD, TC, TD, respectively; n = 12; P < 0.05).. Still,
exercise training induced an increase in the catalase protein levels, an antioxidant enzyme
(CAT: 100 £+ 14.1, 113.8 £ 14.2, 151.6 £ 10.2, 183.2 + 11.2, expressed as % SC, for SC,
SD, TC, TD, respectively; n = 6; P < 0.05), as well as reduction in ROS levels in TC and
TD islets. Based on these data, we suggest that the moderate exercise training may improve

glucose homeostasis and prevent oxidative stress in pancreatic islets.
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INTRODUCAO

1) Mecanismos gerais de secreciao e acao da insulina

A manutencdo de niveis adequados de nutrientes circulantes, em especial da glicose,
¢ fundamental para a sobrevivéncia do organismo. No estado alimentado a insulina,
hormonio secretado pelas células B pancreaticas, € o principal regulador desta manutengao
enquanto que durante o jejum esta manutencdo depende da acdo de varios hormdnios
contra-regulatérios, como o glucagon e o cortisol. A secrecdo de insulina pode ser
modulada, direta ou indiretamente, por hormdnios, neurotransmissores e agentes
farmacologicos. Esse controle multifatorial permite que as células f secretem insulina em
quantidade e tempo adequados, regulando adequadamente os niveis de nutrientes no sangue
em diferentes situacdes fisiologicas, tais como: jejum, refeicdo, exercicio, gravidez,
lactagdo, crescimento e velhice.

O estimulo para a secrecdo de insulina (FIGURA 1) ocorre, principalmente, por
substratos energéticos metabolizaveis pelas células B, sendo a glicose o agente estimulador
mais importante. Esta ¢ transportada para o interior da célula f por uma proteina integral de
membrana, o GLUT-2, sendo a seguir fosforilada a glicose-6-fosfato pela enzima
glicoquinase. O piruvato derivado da glicdlise € direcionado para a mitocOondria onde
ocorre, entdo, um aumento na producdo de ATP. O aumento da razdo ATP/ADP no citosol
da célula B induz o fechamento de canais de K™ sensiveis as concentragdes de ATP (canais
Karp) presentes na membrana plasmdtica. O acimulo relativo deste cation na célula

. ~ . . ~ oy 2
provoca despolarizagdo da membrana e conseqiiente ativagdo de permeabilidade ao Ca™.



Os fons Ca®* penetram na célula por gradiente eletroquimico através de canais voltagem-
dependente especificos (canais L). A elevacdo dos niveis intracelulares deste ion ativa a
maquinaria secretdria, ocorrendo migracdo dos granulos de insulina para a membrana
plasmadtica e posterior extrusdao de seu contetido (revisado por BOSCHERO et al., 1996).
Além disso, o estimulo para a secre¢do de insulina pelas células B pode ocorrer por
ativacao de isoformas da fosfolipase C (PLC), com consequente hidrélise de fosfolipideos
de membrana, como o fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (PIP2), e formacao de inositol 1-4-5-
trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG). O IP3 ativa os canais de célcio localizados na
membrana do reticulo endoplasmdtico promovendo saida deste ion, o que contribui para o
aumento de sua concentracdo no citosol. O DAG ativa a proteina quinase C (PKC) e esta
fosforila proteinas envolvidas no processo de translocacdo e exocitose dos granulos de
insulina. O aumento nas concentragdes intracelulares de AMP ciclico (AMPc) por atividade
da enzima adenilil ciclase pode, ainda, ativar a proteina quinase A (PKA). O Ca*" citosélico
age de vdrias maneiras para aumentar a taxa de exocitose dos granulos de insulina, sendo
requerido para a ativacdo da PKC e PKA, que por sua vez fosforilam proteinas especificas
para a iniciacdo do processo exocitdtico, além de proteinas quinases importantes para o
processo de translocag¢do dos granulos de insulina dos estoques intracelulares para periferia

da célula (revisado por AHREN, 2009).
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FIGURA 1. Visdo geral dos processos celulares envolvidos com a secrecdo de insulina
pelas células p pancredticas. A glicose, transportada para o interior das células B pelo
GLUT-2 é metabolizada gerando ATP, o que aumenta a razdo ATP:ADP inibindo a
permeabilidade ao K* pelo fechamento dos canais Katp. O actimulo intracelular de K* leva
a despolarizacio da membrana plasmatica e abertura de canais de Ca’* voltagem-
dependentes, levando ao influxo e aumento nas concentracdes intracelulares deste cation. O
Ca” é requerido para a ativacio da PKC e PKA, que por sua vez fosforilam proteinas
importantes para a transloca¢do e exocitose dos granulos de insulina (ilustrado pelas setas
pontilhadas). O Ca’* é, ainda, um cofator para a ativacio da enzima PLC que hidrolisa
fosfolipideos de membrana, como o PIP2, em DAG e IP3. DAG ativa PKC e IP3 libera
Ca”* do reticulo endoplasmatico (RE). Outra via de sinalizacdo é a ativa¢do da adenilil
ciclase, que resulta em aumento nos niveis intracelulares de AMPc, que por sua vez ativa
PKA. Outra via € induzida pelo substrato do receptor de insulina 1 (IRS1), que resulta em
ativacdo da fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K), formando fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato
(PIP3), que atua sobre os canais de K. Virios receptores acoplados a proteina G
influenciam essas vias dependendo da proteina G que € ativada (Gq, Gi ou Gs). Assim, Gq
ativa PLC, enquanto Gi inibe e Gs estimula a formacdo de AMPc. IGF1 - fator de
crescimento semelhante a insulina 1 (Adaptado de AHREN, 2009).

ApOs secretada a insulina segue pela corrente sanguinea até seus tecidos-alvo,
iniciando suas acdes através da ligacdo a um receptor especifico presente na membrana

plasmdtica, uma proteina heterotetramérica com atividade tirosina quinase intrinseca,

composta por duas subunidades o e duas subunidades B, que atua como uma enzima



alostérica na qual a subunidade a inibe a atividade tirosina quinase da subunidade [
(FIGURA 2). A ligagdo da insulina a subunidade a permite que a subunidade B adquira
atividade quinase levando a alteracdo conformacional e autofosforilagdo, o que aumenta a
atividade quinase do receptor (revisado por CARVALHEIRA et al., 2002).

Uma vez ativado, o receptor de insulina fosforila vérios substratos protéicos em
residuos de tirosina. Entre esses substratos encontram-se os pertencentes a familia dos
substratos do receptor de insulina (proteinas IRS) e outros como Shc, Gab-1, p60d°k, Cbl,
JAK2 e APS. A fosforilacdo em tirosina das proteinas IRS cria sitios de reconhecimento
para diversas moléculas, destacando-se a fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) (revisado por
CARVALHEIRA et al., 2002). A PI3K, proteina originalmente identificada como um
dimero composto de uma subunidade catalitica (p110) e uma subunidade regulatéria (p85),
apresenta importante papel na regulacdo da mitogénese, diferenciacao celular e transporte
de glicose estimulado por insulina. O produto gerado pela PI3K, fosfatidilinositol 3,4,5-
trifosfato (PIP3), pode regular a atividade da proteina quinase fosfoinositol-dependente 1
(PDK-1), uma serina/treonina quinase que fosforila e ativa outra serina/treonina quinase
conhecida por Akt ou proteina quinase B (PKB). A Akt possui um dominio capaz de
interagir diretamente com PIP3, o que promove o direcionamento da proteina para a
membrana celular, bem como sua atividade catalitica. Seus efeitos sdo dependentes da
ativacao de vdrias quinases intracelulares envolvidas na transmissdo do sinal insulinico até
a captacdo de glicose, a sintese de glicogénio e a sintese protéica. Além de fosforilar a Akt,
h4 evidéncias de que a PDK-1 seja capaz de, em resposta a insulina, fosforilar isoformas
atipicas da PKC (C e 1) envolvidas na sintese protéica e no transporte de vesiculas contendo

o transportador de glicose GLUT-4 para a membrana plasmatica (FIGURA 2), em células



musculares e adipdcitos, para promover a captacdo de glicose (revisado por ZECCHIN et
al., 2004).

Entre as agdes da insulina, destaca-se seu efeito inibitério sobre a producdo e
liberacdo de glicose pelo figado através do bloqueio dos processos de gliconeogénese e
glicogendlise. O actimulo de glicogénio € estimulado pela insulina através do aumento do
trasporte de glicose no musculo e sintese de glicogénio em figado e muisculo. Este tltimo
efeito € obtido por ativacdo da enzima glicogénio sintase, através de sua desfosforilagao.
Ap6s estimulo com insulina a Akt fosforila e inativa a glicogénio sintase quinase 3 (GSK-
3), o que diminui a taxa de fosforilacdao da glicogénio sintase aumentando sua atividade. A
insulina também ativa a proteina fosfatase 1 (PP1), por um processo dependente da PI3K,
que desfosforila a glicogénio sintase diretamente (FIGURA 2). Na gliconeogénese, a
insulina inibe diretamente a transcricio do gene que codifica a fosfoenolpiruvato
carboxiquinase (PEPCK), enzima chave no controle desse processo. O hormonio também
diminui a taxa de transcricdo dos genes que codificam as enzimas frutose-1-6-bisfosfatase e
a glicose-6-fosfatase (G6Pase), envolvidas com o processo gliconeogénico, além de
aumentar a transcricdo génica de enzimas glicoliticas como a glicoquinase e a piruvato
quinase (revisado por SALTIEL & KAHN, 2001; revisado por CARVALHEIRA et al,
2002).

Semelhante aos efeitos sobre o metabolismo dos carboidratos, a insulina estimula o
armazenamento e inibe a degradacao de lipideos. Em adipdcitos, a insulina reduz a lip6lise
através da inibicdo da enzima lipase hormonio-sensivel. Esta enzima € ativada pela PKA,
que por sua vez tem sua atividade reduzida pela insulina, através da ativacdo da
fosfodiesterase AMPc especifica (PDE3B), que reduz os niveis de AMPc nos adipdcitos. A

insulina € capaz, ainda, de aumentar a sintese e bloquear a degradacdo de proteinas através



da ativagdo da mTOR. A mTOR controla a translacdo de proteinas diretamente através da
fosforilagdo da proteina 70 S6 quinase (p70rSk) (FIGURA 2), que ativa a sintese ribossomal
de proteinas através da fosforilacdo da proteina S6 (revisado por SALTIEL & KAHN,
2001; revisado por CARVALHEIRA et al., 2002).

Além de agdes sobre o metabolismo, a insulina atua de forma semelhante a outros
fatores de crescimento, estimulando a proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK)
(FIGURA 2). Essa via € iniciada com a fosforilacdo das proteinas IRS e/ou Shc, que
interagem com a proteina Grb2. A Grb2 esta constitutivamente associada a SOS, proteina
que troca GDP por GTP da Ras ativando-a. Uma vez ativada, Ras estimula a fosforilagao
em serina da cascata da MAPK que leva a proliferacdo e diferenciagao celular (revisado por

SALTIEL & KAHN. 2001: revisado por CARVALHEIRA et al.. 2002).
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FIGURA 2. Transducdo do sinal insulinico. O receptor de insulina € uma tirosina quinase
capaz de se autofosforilar apds ligacdo da insulina, e catalisa a fosforilagdo de proteinas
como os membros da familia IRS, Shc e Cbl. Apos fosforilagdo em tirosina essas proteinas
promovem a ativacdo de vias de sinalizacdo diversas, incluindo ativagdo da PI3K, Ras e a
cascata da MAP quinase, e Cbl/CAP com ativagdo de TC10. Estas vias agem para regular a
translocacdo de vesiculas, a sintese protéica, a ativagdo e inativagdo de enzimas, € a

expressao génica, regulando o metabolismo da glicose, lipidios e proteinas (Adaptado de
SALTIEL & KAHN, 2001).



2) Glicocorticoides, resisténcia periférica a insulina e diabetes

Os hormonios glicocorticoides sdo produzidos por células do coértex da glandula
adrenal sob regulac@o do eixo hipotdlamo-pituitdria-adrenal (HPA). Os glicocorticéides sao
essenciais a vida, desempenhando papéis chave na regulacio da homeostase fluida e
eletrolitica, da pressdo sanguinea, do sistema imune, do metabolismo e da resposta
fisiol6gica ao estresse. A secrecdo de glicocorticdides segue um ritmo circadiano regulado
pelo nicleo supraquiasmético do hipotdlamo, com os niveis plasmaticos de cortisol
alcancando um pico no inicio das atividades (por exemplo, no inicio da manhid em
humanos) e em resposta ao estresse. A secrecdo dos glicocorticdides € auto-regulada por
mecanismo de feedback negativo onde os glicocorticoides regulam a secre¢do do horménio
liberador de corticotropina (CRH) e do hormoénio adrenocorticotrépico (ACTH) aos niveis
do hipotdlamo e hip6fise (ou pituitdria) (revisado por REYNOLDS & WALKER, 2003).

Ao nivel celular, os glicocorticdides exercem seus efeitos através da ligacdo a um
receptor intracelular especifico, o receptor de glicocorticdéide (GR), que existe como duas
isoformas. O GR € membro de uma superfamilia de receptores nucleares para fatores de
transcricdo. Apods ligar-se ao glicocorticide no citosol, o GR € liberado de um complexo
inativo formado com proteinas de choque térmico e transloca-se para o nicleo onde atua
como regulador transcricional para genes-alvo especificos que contenham elementos
responsivos aos glicocorticéides (GREs), podendo essa regulacdo ser positiva ou negativa
no sentido de estimular ou inibir a transcricdo génica, respectivamente. Além de sua
atividade como regulador transcricional para genes especificos, grande parte da agdo do GR
estd na sua capacidade de interacdo direta proteina-proteina com outros reguladores

transcricionais podendo, dessa forma, controlar um grupo distinto de genes-alvo (revisado



por VEGIOPOULOS & HERZIG, 2007). Entre os genes mais conhecidos regulados pelo
GR estdo aqueles envolvidos com a gliconeogénese hepatica, diferenciacdo de adipdcitos e
inflamacdo (revisado por WANG, 2005).

As acdes metabdlicas dos glicocorticdides sao antagdnicas as da insulina, possuindo
diferentes efeitos sobre os tecidos hepdtico, muscular e adiposo. No figado, os
glicocorticéides induzem a via gliconeogénica através da ativacdo do GR, que estimula a
expressdo da PEPCK e Go6Pase, as principais enzimas gliconeogénicas. Isto resulta em
aumento da liberacdo hepatica de glicose e hiperglicemia. Nos tecidos muscular e adiposo,
os glicocorticdides antagonizam a captacdo e utilizacdo de glicose induzidas pela insulina.
Além disso, favorecem a lipdlise no tecido adiposo através da ativagdo da enzima lipase
hormdnio-sensivel e estimulam a protedlise no tecido muscular esquelético (revisado por
CARVALHO & SAAD, 1998; revisado por WANG, 2005).

Resisténcia a insulina e hiperinsulinemia s3o caracteristicas frequentemente
associadas com um grupo de fatores de risco como obesidade, dislipidemia, hipertensdo e
reducdo na tolerincia a glicose. Esse grupo de anormalidades metabdlicas, definido pela
primeira vez como Sindrome X por Reaven em 1988 ¢, atualmente, referida como
Sindrome Metabdlica. Pela defini¢do atual, a Sindrome Metabdlica € caracterizada por uma
colecdo de anormalidades metabdlicas como resisténcia periférica a insulina, obesidade,
dislipidemia, hiperglicemia e hipertensdo. Nem todas as desordens caracteristicas da
Sindrome Metabdlica devem, necessariamente, ser observadas no mesmo individuo. A
maioria das pessoas com essa sindrome exibe resisténcia a insulina, que por sua vez pode
levar a intolerancia a glicose e a hiperglicemia diabética. Embora os mecanismos

responsdveis pela patogénese da Sindrome Metabdlica ndo estejam totalmente claros,



obesidade, resisténcia a insulina e outros fatores independentes com origem vascular e
imunolégica parecem estar envolvidos (revisado por WANG, 2005).

Diversas observacgdes clinicas t€ém associado o excesso de glicocorticdides com o
surgimento de Sindrome Metabdlica. Na Sindrome de Cushing, o aumento na secrecdo de
glicocorticéides que ocorre principalmente pela presenca de adenomas hipofisarios leva a
obesidade central, hipertensdo, hiperlipidemia e intolerancia a glicose. Além disso, a
administracdo clinica de glicocorticéides sintéticos para o tratamento de doencas
inflamatdrias agudas e cronicas tem sido associada com efeitos metabdlicos adversos como
hipertensao, obesidade, hiperlipidemia e resisténcia periférica a insulina (revisado por
WANG, 2005). Devido as caracteristicas diabetogénicas dos glicocorticdides a
administra¢do de formas sintéticas pode, dependendo da dose e/ou do tempo de tratamento,
induzir resisténcia periférica a insulina ou levar ao diabetes tipo 2 (JEONG et al., 2001).

Apesar da insulina apresentar efeitos pleiotropicos o termo “resisténcia a insulina”
refere-se a acdo do hormodnio sobre a homeostase da glicose, sendo definido como uma
resposta fisiolégica subnormal a uma concentragdo definida de insulina (revisado por
CARVALHO & SAAD, 1998). Defeitos na a¢do da insulina normalmente precedem o
surgimento de hiperglicemia severa sendo compensados, inicialmente, por aumento na
secrecao de insulina que, por sua vez, permite a manuten¢ao dos niveis glicémicos normais.
Essa compensacao deve ser alcangada pelo aumento da secre¢dao de insulina por células 3
pancredticas individuais ou, como notado em roedores, por aumento na massa de células p.
O aumento na massa de células B pode ser alcangado por hipertrofia dessas células, por
replicagdo de células B pré-existentes (hiperplasia), por neogénese a partir de células
precursoras presentes no epitélio do ducto pancredtico, ou por alteragdes na taxa de

sobrevivéncia das células . Os fatores extracelulares e intracelulares exatos responsaveis
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por esta compensagdo ndo sdo totalmente conhecidos, mas estd claro que o diabetes surge
quando a superproducdo de insulina falha em compensar os defeitos na acdo desta. Em
humanos, a obesidade ¢ uma condicdo frequentemente associada com o quadro de
resisténcia a insulina, entretanto a maioria das pessoas obesas ndo desenvolve diabetes
porque a hiperinsulinemia consegue compensar de forma adequada a acdo deficiente da
insulina nos tecidos periféricos. O diabetes apenas ocorre quando essa compensacio €&

inadequada ou quando a fun¢do das células B deteriora (revisado por BURKS & WHITE,

2001).

3) Producao de espécies reativas de oxigénio (EROs) e Estresse oxidativo

Espécies reativas de oxigénio (EROs) podem ser classificadas em 2 grupos, radicais
e nao-radicais. O grupo dos radicais contém componentes como o radical anion superéxido
('0y), radical hidroxil (OH), peroxil (ROO) e radicais alcoxil (RO). Essas espécies sao
ditas radicais por conterem pelo menos um elétron ndo-emparelhado ao redor do nicleo,
resultando em alta reatividade pela tendéncia em doar ou obter outro elétron a fim de
alcancar estabilidade. O grupo de componentes ndo-radicais contém uma grande variedade
de substincias, algumas das quais sdo extremamente reativas embora ndo sejam radicais
por defini¢do. Entre esses componentes produzidos em elevadas concentragdes em células
vivas estdo o 4cido hipocloroso (HCIO), o peroxido de hidrogénio (H,O,), peroxidos
organicos, aldeidos e o oxigénio singlete (AGO,) (revisado por KOHEN & NYSKA, 2002).
Os diversos tipos celulares que compdem um organismo s3o constantemente expostos a
uma grande variedade de EROs de origem enddgena ou exdgena (KOHEN & GATI, 2000).

O metabolismo mitocondrial € o principal responsdvel pela produgdo intracelular de EROs.
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Na mitocondria, durante o processo de fosforilacdo oxidativa, o aumento no fluxo
de elétrons através da cadeia respiratdria mitocondrial permite o aumento na producio de
ATP. O processo € iniciado com o transporte do piruvato, derivado da glicélise, para o
interior da mitocondria onde é oxidado no ciclo de Krebs (ou ciclo do acido tricarboxilico -
TCA) para produzir os equivalentes redutores NADH e FADH,. O fluxo de elétrons através
da cadeia respiratéria é conduzido por 4 complexos enzimaticos associados a membrana
mitocondrial interna, além do Citocromo C e Coenzima Q (FIGURA 3). O NADH,
produzido no ciclo de Krebs doa elétrons ao Complexo I. O Complexo I transfere seus
elétrons para a Coenzima Q, que também pode ser reduzida por elétrons doados por FADH,;
desidrogenases, como a Succinato-Ubiquinona redutase (Complexo II). Os elétrons sdo
entdo transportados da Coenzima Q para o Complexo III, Citocromo C, Complexo IV e
finalmente transferidos para o oxigénio molecular (O;), que € reduzido por 4 elétrons para
formar H,O. Durante o metabolismo normal, moléculas de oxigénio reduzidas de forma
incompleta, conhecidas como espécies reativas de oxigénio (EROs), como por exemplo o
radical anion superéxido (O;), podem ser produzidas. Normalmente, apenas 0,1% do
oxigénio total consumido escapa da cadeia respiratéria para gerar EROs (revisado por
ROLO & PALMEIRA, 2006).

A transferéncia de elétrons através dos complexos I, III e IV gera um gradiente de
protons no espaco intermembrana mitocondrial. A energia derivada desse gradiente
eletroquimico € usada pela ATP Sintase para a sintese de ATP (FIGURA 3). A amplitude
do gradiente eletroquimico de prétons, que é conhecido como controle respiratdrio, regula a
taxa total de transporte de elétrons pela cadeia respiratoria. Em condicdes hiperglicémicas,
quando o metabolismo glicolitico e mitocondrial é aumentado contribuindo para o aumento

na producdo dos equivalentes redutores NADH e FADH,, a diferenca de potencial
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eletroquimica gerada pelo gradiente de prétons torna-se elevada, e o transporte de elétrons
do Complexo III é parcialmente inibido resultando em acimulo de elétrons na Coenzima Q
e sua doagdo para o Oy, levando ao aumento na geracdao de O, (FIGURA 3) (revisado por
BROWNLEE, 2003). Por esse motivo, niveis glicémicos cronicamente elevados podem

resultar em acentuada produ¢do de EROs em intimeros tecidos (EVANS et al., 2002).
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FIGURA 3. Fluxo de elétrons através da cadeia respiratoria mitocondrial e producdo de
0;". Quatro complexos enzimdticos participam do fluxo de elétrons, além do Citocromo C e
Coenzima Q. O equivalente redutor NADH doa elétrons ao Complexo I que, a seguir,
transfere seus elétrons para a Coenzima Q, que também pode ser reduzida por elétrons
doados pelo Complexo II. Da Coenzima Q os elétrons sdo transportados para o Complexo
III, Citocromo C, Complexo IV e finalmente transferidos para o O,, que € reduzido por 4
elétrons para formar H,O. A energia derivada do gradiente de prétons gerado no espaco
intermembrana € usada pela ATP Sintase para a sintese de ATP. Em condicdes
hiperglicémicas, o potencial eletroquimico gerado pelo gradiente de prétons € aumentado,
inibindo o transporte de elétrons do Complexo III, sendo esses elétrons doados para o O,
levando ao aumento na geracdo de O, (Adaptado de BROWNLEE, 2003).

A continua exposi¢do a EROs resulta em dano oxidativo cumulativo a importantes
componentes celulares, podendo levar a alteragdes estruturais e/ou funcionais desses
componentes (GRACY et al, 1999). Proteinas, lipideos de membrana e

desoxiribonucleotideos sdao os alvos bioldgicos mais vulnerdveis ao dano oxidativo. Por
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esse motivo, o organismo deve controlar continuamente a presenca de agentes pro-
oxidantes e antioxidantes, sendo esse balango conhecido como potencial redox (HRBAC &
KOHEN, 2000; revisado por KOHEN & NYSKA, 2002). Qualquer alteracdao deste balanco
em qualquer direcdo pode ser prejudicial para células especificas e para o organismo como
um todo. O aumento das concentracdes de agentes pro-oxidantes em detrimento dos
antioxidantes € definido como estresse oxidativo.

Entre os varios mecanismos de defesa do organismo contra EROs, o sistema
antioxidante recebe grande destaque devido a sua atuacdo em remover diretamente 0s
agentes pro-oxidantes, assegurando mdxima protecdo aos alvos bioldgicos. O sistema
antioxidante € formado por 2 grupos de substancias: 1) enzimas antioxidantes, como a
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx) e 2)
componentes antioxidantes ndo-enzimdticos, alguns produzidos pelo préprio organismo e
outros obtidos através da dieta, como as vitaminas C e E, B-caroteno, dcido urico, albumina,
bilirrubina, entre outros. As enzimas antioxidantes atuam em uma cascata de reacdes que se
inicia com a atividade da SOD, que € capaz de aumentar a dismutacdo dos O,". O produto
final da reacdo de dismutacdo — perdxido de hidrogénio (H2O,) — pode ser removido por
atividade da enzima CAT ou por outras peroxidases, incluindo a GPx (CUZZOCREA et al.,
2001). A catalase € uma enzima de elevado K., e pode, por esse motivo, remover H,O,
presente em altas concentracdes. Em contraste com a catalase, a peroxidase € efetiva na
remocdo de H,O, quando este esta presente em baixas concentracdes (LARDINOIS, 1995).
A glutationa € um antioxidante de baixo peso molecular, cuja forma reduzida (GSH) esta
presente em elevadas concentracdes em humanos, animais, plantas e bactérias aerdbias. Ela
pode atuar como substrato para a enzima peroxidase (formando a GPx), que participa da

decomposicao de H,O,, ou pode ainda atuar diretamente na destrui¢do de EROs (KOHEN
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& NYSKA, 2002). As principais vias responsaveis pela produgdo intracelular de EROs e as
enzimas envolvidas em sua degradacdo sao mostradas na FIGURA 4.
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FIGURA 4. Principais vias responsdveis pela producdo intracelular de EROs e enzimas
envolvidas em sua degradacd@o. O O, pode ser gerado no meio intracelular por enzimas
especializadas, como a Xantina ou NADPH Oxidases, ou como um sub-produto do
metabolismo celular, particularmente na cadeia de transporte de elétrons mitocondrial. A
enzima SOD converte o O, formado a H>O, que, por sua vez, deve ser rapidamente
removido do sistema. Esta remocdo € feita, geralmente, por acdo da CAT ou peroxidases,
como a GPx que usa GSH como doador de elétrons (Adaptado de AITKEN & ROMAN,
2008).

Muitas patologias ja foram descritas na literatura onde EROs foram importantes
para a iniciacdo da doenca ou foram produzidos durante o seu curso, como € o caso de
muitos tipos de canceres, aterosclerose e outras patologias cardiovasculares, inflamacoes

cronicas, doencas do trato intestinal, doencas degenerativas cerebrais, patologias
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isquémicas e pds-isquémicas e diabetes (KOHEN & NYSKA, 2002). Estudos recentes tem
mostrado que o aumento da produ¢do de EROs em quadros cronicos de hiperglicemia, é
responsdvel pela ativacdo de vias de sinalizacdo estresse-sensiveis como fator nuclear-xB
(NF-xB) e as serina/treonina-quinases p38 MAPK e JNK que, por sua vez, contribuem para
a génese de varias formas de resisténcia a insulina e disfungdo de células  pancreaticas,
caracteristicas observadas no diabetes tipo 2 (EVANS et al., 2002; EVANS et al., 2005).

A ativagdo dessas serina/treonina-quinases pelo estresse oxidativo € responsivel
pela fosforilagdo do receptor de insulina (IR) e/ou dos substratos do receptor de insulina
(IRS) em residuos de serina ou treonina reduzindo, dessa forma, a extensdo de sua
fosforilagdo em residuos de tirosina o que compromete a acdo da insulina. Os IRS
fosforilados em serina/treonina apresentam reducao da capacidade de se associarem ao IR e
outras moléculas alvo da via de sinalizagdo da insulina, especialmente a PI3K, resultando
em deficiéncia da acdo da insulina, incluindo diminui¢do da ativacdo da Akt e do transporte
de glicose (EVANS et al., 2002). Vdrios trabalhos confirmam essa hipdtese, demonstrando
que o aumento nos niveis intracelulares de EROs estimula a fosforilagdo em treonina da
JNK, uma quinase previamente ligada a resisténcia a insulina por promover a fosforilacao
de proteinas IRS em residuos de serina (HIROSUMI et al., 2002; KANETO et al., 2004).
Além desse efeito sobre os tecidos-alvo da insulina, outros experimentos mostram ainda
que a ativagdo da JNK por estresse oxidativo esta envolvida com a redugdo da expressdo do
gene da insulina, e a supressdo da via da JNK parece proteger as células B pancreéticas
contra o estresse oxidativo e consequente perda de fungdo dessas células (KANETO et al.,
2002). Células B pancreaticas sdo extremamente vulneraveis ao estresse oxidativo por
possuirem quantidades bastante reduzidas das enzimas antioxidantes SOD, GPx e CAT

(LENZEN et al., 1996; TIEDGE et al., 1997).
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4) Efeitos do treinamento fisico em condicoes normais e patologicas

O exercicio fisico aerébio cronico, também chamado de treinamento fisico, tem sido
indicado nos ultimos anos com finalidade preventiva e/ou terapéutica para inimeras
condi¢des patolégicas (DORN et al., 2001) como o diabetes, hipertensdo arterial, obesidade
e dislipidemia (SHOJI & FORJAZ, 2000; RYDER et. al. 2001; PESCATELLO et al., 2004;
AMARAL & MICHELINI, 2005). Além de agir centralmente, diminuindo a atividade
nervosa simpdtica e atuando na liberacdo de diversos hormdnios, o treinamento fisico
possui vérios efeitos periféricos. Na musculatura esquelética, o exercicio cronico promove
aumento no nimero e tamanho das mitocondrias (CEJUDO et al., 2005; HUNTER et al.,
2005), hipertrofia muscular (GALVAO et al., 2005), além de promover um aumento na
densidade de vasos (AMARAL et al., 2001) melhorando, assim, o metabolismo oxidativo
nesse tecido. Por esse motivo, o exercicio € uma condi¢do freqiientemente associada ao
aumento da geracdo de EROs, principalmente devido ao dramdtico aumento do consumo de
O; pelos tecidos ativos (COOPER et al, 2002; CAZZOLA et al., 2003; ZOPPI et al., 2003).
Entretanto, a melhor estratégia para se estimular o aumento da concentracdo de
antioxidantes endogenos pode ser o proprio estresse oxidativo e, nesse sentido, as EROs
produzidas durante o exercicio poderiam ativar vias de sinalizagdo intracelulares
responsaveis pelo aumento da expressdo de enzimas antioxidantes (DEKKERS et al,
1996).

Tem sido proposto que a magnitude da melhora no sistema de defesa antioxidante
depende das cargas de treinamento fisico (MARGARITIS et al., 1997) e que as adaptagdes
observadas em resposta ao treinamento seriam tecido-especificas, o que sugere um

mecanismo regulatorio complexo (LEEUWENBURGH et al., 1997). O exercicio fisico do
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tipo cronico e moderado tem mostrado resultar em adaptacdes da capacidade antioxidante
em musculo esquelético, protegendo essas células contra os efeitos prejudiciais do estresse
oxidativo e prevenindo danos celulares subseqiientes (DI MEO & VENDITTI, 2001;
COOPER et al.,, 2002). Outros estudos também demonstram o efeito modulatério do
exercicio fisico aerébio sobre as defesas antioxidantes em musculo esquelético de ratos,
contribuindo para o aumento nas atividades da SOD, GPX, e CAT (MEYDANI et al., 1992;
JENKINS, 1993; POWERS et al., 1994; LEEUWENBURGH et al., 1997; HOLLANDER
et al., 2000).

Além de modular a capacidade antioxidante em musculo esquelético, o treinamento
fisico é bem conhecido por proporcionar aumento da sensibilidade periférica a insulina e
diminuicdo da hiperglicemia em quadros patolégicos onde esses fatores encontram-se
alterados atuando, principalmente, através de melhora na utilizacdo da glicose em musculo
e diminuindo os depdsitos corporais de gordura (SATO et al. 2003; HAWLEY, 2004). Uma
recente pesquisa sugere, ainda, que o treinamento fisico de intensidade moderada tenha
efeito protetor sobre o pancreas enddécrino de ratos com diabetes tipo 1 induzido por
estreptozotocina, através da diminui¢do do estresse oxidativo e preservacdo da integridade
das células B pancreaticas. Nesse mesmo estudo observou-se diminui¢do nos niveis de
peroxidacdo lipidica e aumento na atividade das enzimas antioxidantes SOD, GPx e CAT
em homogenado de pancreas obtido de ratos diabéticos treinados em compara¢do com ratos
diabéticos sedentarios. Aumento da granulacdo de insulina e manutencao parcial do nimero
de células P pancreaticas também foram caracteristicas observadas no pancreas dos ratos
diabéticos em que o exercicio foi aplicado (COSKUN et al., 2004). Choi e colaboradores
(2006) demonstraram, ainda, que o treinamento fisico foi capaz de aumentar a massa e

fungdo das células B pancreaticas em ratos diabéticos, atuando especificamente no aumento
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da taxa proliferativa e supressdo da apoptose das mesmas. Nesse estudo, o treinamento
fisico foi ainda responsdvel pelo aumento na sensibilidade periférica a insulina, prevenindo

a hiperglicemia nos animais utilizados.

5) Hipotese de trabalho

Dados prévios de nosso grupo demonstraram a ocorréncia de resisténcia periférica a
insulina e intolerancia a glicose em ratos tratados com DEX (1mg/kg de peso corpéreo
durante 5 dias consecutivos). Além disso, foi possivel observar nesse modelo hiperglicemia
de jejum moderada e aumento nos niveis séricos de AGLs, acompanhado de
hiperinsulinemia compensatéria ao quadro de resisténcia a insulina instalada pelo
tratamento com o glicocorticdide (RAFACHO et al.,, 2007, RAFACHO et al., 2008;
ANGELINI et al., 2009; RAFACHO 2009). Outros resultados do grupo demonstraram,
ainda, aumento nos niveis intracelulares de EROs em células de insulinoma RINmSF apds
incubacao dessas células com DEX por 3 dias, indicando um provavel efeito direto do
glicocorticéide no aumento do estresse oxidativo em células secretoras de insulina. Neste
mesmo trabalho, o estresse oxidativo induzido pela DEX foi responsdvel pelo aumento na
taxa apoptotica das células RINmSF (ROMA et al., 2009).

Como descrito ao longo da introdugdo, diversos estudos t€m associado o estresse
oxidativo com o surgimento de resisténcia periférica a insulina, bem como com a
deterioracdo da funcdo das células B pancredticas durante a progressdo para o diabetes. A
hiperglicemia cronica, observada em modelos de resisténcia periférica a insulina e diabetes,
tem sido frequentemente associada ao aumento nos niveis intracelulares de EROs em

tecidos diversos, em especial em células B pancredticas. Células B pancreaticas sdo
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extremamente vulnerdveis ao estresse oxidativo, pois apresentam quantidades
extremamente baixas de enzimas antioxidantes, em especial da enzima catalase. O
treinamento fisico de intensidade moderada é uma intervencdo que tem mostrado ter papel
positivo sobre a homeostase glicEmica e sobre a capacidade antioxidante, principalmente
em musculo esquelético mas também em outros tecidos como, por exemplo, sobre o
pancreas de ratos com diabetes tipo 1. Sendo assim, seria esta intervenc¢do capaz de
aumentar a capacidade antioxidante e, dessa forma, prevenir o estresse oxidativo em ilhotas
pancredticas de ratos submetidos ao tratamento com DEX? Diante desta pergunta, o
presente trabalho teve por objetivo avaliar os efeitos do treinamento fisico de intensidade
moderada, realizado previamente a indug¢do de resisténcia periférica a insulina por
administracdo de DEX em ratos, sobre parametros metabdlicos sabidamente alterados pelo

tratamento com o glicocorticdide, sobre o perfil de secre¢cdo de insulina, além de

parametros relacionados ao estado redox das ilhotas pancredticas desses ratos.
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OBJETIVOS

O presente trabalho teve por objetivo avaliar os efeitos do treinamento fisico de
intensidade moderada, realizado previamente a inducdo de resisténcia periférica a insulina
por administracdo de dexametasona em ratos, sobre pardmetros metabdlicos
reconhecidamente alterados pelo tratamento com glicocorticéides, sobre o perfil de
secrecdo de insulina e sobre parametros relacionados ao perfil oxidativo das ilhotas

pancredticas desse modelo. Especificamente, foram analisados os seguintes parametros:

1) Peso corpéreo ao longo das 8 semanas de treinamento fisico e apds os 5 dias de
tratamento com DEX;

2) Niveis glicémicos, insulinémicos e de triglicerideos (TG) sérico em jejum;

3) Grau de sensibilidade periférica a insulina por ipITT;

4) Conteudo total de insulina por ilhota;

5) Capacidade de secrecdo de insulina frente ao estimulo por glicose (2.8 e 11.1mM) em
ilhotas pancredticas isoladas;

6) Producdo de EROs em ilhotas pancredticas através da técnica de oxidagdo de DCFH-
DA;

7) Expressdao génica das enzimas Cu/ZnSOD, MnSOD, GPx e CAT em ilhotas
pancredticas por Real Time RT-PCR;

8) Niveis protéicos da SOD-1 (Cu/ZnSOD), GPx-1 e CAT em ilhotas pancreaticas por
Western Blot;

9) Capacidade antioxidante total sérica (TAC).
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MATERIAIS E METODOS

Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos de 7-8 semanas de idade (200-250g, jovens),
provenientes do Biotério da UNESP no Campus de Botucatu. Durante todo o protocolo, os
animais foram mantidos em gaiolas com até cinco animais, no biotério da Faculdade de
Ciéncias do Campus da UNESP de Bauru, com ciclo claro/escuro de 12:12 horas e
temperatura controlada (22°C). Rac@o e dgua foram fornecidas ar libitum. Os ratos foram
pesados semanalmente do inicio ao fim do periodo experimental. Terminado o protocolo
experimental, os ratos foram eutanaziados por exposi¢do a CO,, seguido por decaptacdo. A
eutanazia dos animais foi realizada sempre 24 horas apds a ultima sess@o de treinamento
fisico. Os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em pesquisa

da Faculdade de Ciéncias, Bauru, SP.

Avaliacao da Capacidade Fisica Mdaxima dos Animais

A capacidade fisica foi avaliada de forma indireta por meio de teste de esforco
maximo (TEM) em esteira ergométrica. Apos um periodo inicial (10 dias), os ratos foram
adaptados e selecionados segundo sua habilidade em andar/correr na esteira ergométrica
adaptada para ratos (10 raias suspensas de acrilico, Inbramed, Millennium). Apds esta pré-
selecdo, foi realizado um teste de esforco méaximo (TEM-1), utilizando um protocolo
escalonado previamente validado e publicado por Silva et al. (1997), com incrementos de 5
m/min a cada 4 min. A carga maxima foi determinada quando o animal deixou de correr

espontaneamente.
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Delineamento dos Grupos Experimentais
Apoés a avaliacdo inicial da capacidade fisica os ratos foram pesados e divididos,
aleatoriamente, em quatro grupos experimentais (SC, SD, TC e TD) segundo os

procedimentos especificos destinados a cada grupo, como mostrado na FIGURA §:

3 -
e _-4‘.\‘ L.
SEDENTARIOS TREINADOS
Grupo Grupo Grupo Grupo
Sedentario Sedentario Pr ?:;zlr?a(s’ea Treinzdo Treinzdo
Controle (SC) DEX (SD) Controle (TC) DEX (TD)

Ultimos 5 dias  +

v v v v

Injecdes diarias Injegbes diarias de InjecOes didrias Injegdes diarias de
de NaCl 0,9% dexametasona de NaCl 0,9% dexametasona
(Iml/kg, i.p.) (1mg/kg, i.p.) (1ml/kg, i.p.) (1mg/kg, i.p.)

FIGURA 5. Delineamento dos grupos experimentais utilizados. Apés o TEM-1 os ratos
foram divididos aleatoriamente em quatro grupos: SC, SD, TC e TD. Os quatro grupos foram
submetidos a protocolo experimental de 8 semanas, sendo os grupos sedentarios mantidos em
repouso, € os grupos treinados submetidos ao treinamento fisico durante todo o periodo.
Durante os 5 ultimos dias do protocolo experimental os grupos controles (SC e TC) foram
submetidos a injecOes intraperitoneais didrias de solucdo fisiologica (NaCl 0.9%),
correspondendo a 1ml/kg de peso corpdreo, € os grupos tratados com DEX foram submetidos
a injecOes Intraperitoneais didrias de fosfato de dexametasona (DECADRON ®) na
concentragdo de 1mg/kg de peso corpdreo, previamente diluida em solucio fisiologica (NaCl
0.9%). As injegoes foram aplicadas sempre no mesmo periodo do dia, entre as 7:00 e 8:00
horas da manha.
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Protocolo de Treinamento Fisico

O treinamento fisico foi realizado em esteira ergométrica durante uma hora por dia, 5
dias por semana, por 8 semanas, com intensidade de 60 % da velocidade maxima atingida no
teste de esforco. Para confec¢do do protocolo inicial de treinamento fisico, utilizou-se uma
média das cargas maximas obtidas no TEM-1 para 10 ratos, uma vez que o protocolo de
treinamento fisico foi conduzido para 10 ratos de forma concomitante. Na primeira semana
de treinamento a velocidade e o tempo de treino foram aumentados gradualmente a cada dia,
sendo que na segunda semana de treinamento os animais ja estavam realizando o treino na
intensidade desejada. O protocolo didrio de treinamento fisico foi realizado como mostrado

na figura a seguir (FIGURA 6):

FASE DE FASE DE FASEDE
AQUECIMENTO TREINAMENTO DESACELERACAO

N

—_
N

Velocidade (Km/h)

o
w
]

I I I
10 \/ 50 60

Velocidade efetiva de treino
(60% da carga maxima
obtida em TEM)

Tempo (min)

FIGURA 6. Modelo do protocolo didrio de treinamento fisico utilizado. O treinamento
fisico foi realizado diariamente durante 1 hora, sendo esse periodo dividido em 3 fases: 1)
Fase de Aquecimento: periodo inicial de aquecimento de 10 minutos em baixa velocidade
(0.3Km/h); 2) Fase de Treinamento: aumento gradual da velocidade de treino, a partir da
velocidade utilizada para o aquecimento, até ser atingida a velocidade efetiva de treino
(equivalente a 60% da carga maxima obtida em TEM), que predomina durante os 40 minutos
da fase de treinamento. Como exemplo na figura tem-se a velocidade efetiva de treino de
1.2Km/h (lembrando que essa figura mostra um protocolo hipotético, apenas confeccionado
com finalidade didatica. Para cada grupo de ratos foram confeccionados protocolos distintos
de treinamento baseados na carga maxima obtida em TEM para cada grupo); 3) Fase de
Desaceleragdo: reducdo gradual na velocidade de treino, durante cerca de 10 minutos, até
parar.
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Apds quatro semanas de treinamento fisico foi aplicado um novo TEM para
readequacdo da carga de treino (TEM-2). Ao término das 8 semanas de protocolo
experimental, foi aplicado um novo teste de esforco maximo (TEM-3) para se avaliar o efeito
do treinamento fisico antes do inicio do tratamento com solugdo fisioldgica ou DEX. Os ratos
sedentdrios realizaram os TEMs no mesmo dia que os treinados e permaneceram sedentérios

durante todo o restante do periodo experimental.

Dosagem dos niveis glicémicos
A glicemia foi dosada pelo sistema de fitas (monitor digital) “one touch” (Johnson

& Johnson) a partir de sangue retirado da cauda.

Teste de Tolerancia a Insulina intraperitoneal (ipITT)

Cinco ratos de cada grupo, alimentados, foram anestesiados com anestésico tiopental
s6dico (THIOPENTAX®, 60mg/kg peso corpdreo, i.p.). Depois de ser verificado a auséncia
de reflexos pelo pincamento entre os dedos da pata posterior, os ratos tiveram a extremidade
da cauda seccionada para a coleta de sangue no tempo 0. Insulina humana recombinante
(BIOHULIN®) equivalente a 2U/kg de peso corporeo foi injetada intraperitonealmente logo
apos verificagdo da glicemia no tempo 0. A constante de decaimento de glicose (Kitt) foi
calculada a partir do “slope” da linha de regressdo obtida com valores de glicose log-

transformadas entre O e 30 minutos depois da administracdo da insulina.
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Isolamento das Ilhotas Pancredticas

Os animais foram sacrificados em camara de CO; seguido por decaptacdo. A excisao
do pancreas e o isolamento das ilhotas foram realizados de acordo com Lacy &
Kostianovski (1967). Em resumo, apds laparotomia, foi injetada solu¢do contendo
colagenase (10mL de solu¢do de Hank’s contendo 8 mg de colagenase) por animal, pelo
ducto biliar, que atinge o pancreas por fluxo contrdrio via ductos pancreaticos. O pancreas
foi entdo incubado a 37°C durante aproximadamente 25 minutos com posterior agitacao
manual e lavagens. As ilhotas, livres do tecido acinoso, foram coletadas sob lupa
(Carlzeiss-Jena Citoval 2) por aspiragcdo, com auxilio de pipeta pasteur estirada e

siliconizada.

Secrecao Estdtica de insulina

Grupos de cinco ilhotas foram pré-incubadas por 60 minutos a 37°C em solucdo de
Krebs contendo albumina (3mg/ml), 2.8mM de glicose e gaseadas com carbogénio (5%
CO,) para manutencao do pH em 7,4. Ap6s o periodo de pré-incubacdo, o sobrenadante foi
retirado com o auxilio de uma pipeta pasteur sob lupa e as ilhotas foram, entdo, incubadas
novamente durante 60 minutos a 37°C em solu¢do de Krebs contendo glicose nas
concentragdes de 2.8mM e 11.ImM. Apds a incubagdo as placas contendo as ilhotas foram
colocadas em geladeira por 10 minutos para que o mecanismo secretorio fosse
interrompido, e logo depois o sobrenadante foi retirado e armazenado a -20°C para

posterior dosagem de insulina por radioimunoensaio.

28



Dosagem de insulina por radioimunoensaio (RIA)

Os niveis séricos de insulina e os niveis de insulina secretados durante os
experimentos in vitro foram determinados por RIA. Para isso, transferiu-se para tubos de
ensaio 0.1 mL das amostras desconhecidas (em duplicata) e 0.2 mL de uma solu¢do contendo
anticorpo anti-insulina (1:200) e insulina marcada com '*I (tragador) em tampéo fosfato pH
7.4, acrescido de NaCl 0.9 % e albumina 0.5 %. Em seguida foram preparados os seguintes
controles:

a) 3 tubos (Totais) que receberam somente 0.2 ml do tampdo fosfato contendo insulina
marcada '*°I para averiguacdo da radiacdo maxima.

b) 3 tubos (Ligacdo ndo especifica) que receberam 0.2 mL do tampao fosfato com insulina
marcada "I e 0.1 ml de tampdo fosfato, para determinar possiveis interferéncias no ensaio
pelos componentes do tampao.

¢) 3 tubos (Referéncia) que receberam 0.2 mL de tampao fosfato contendo insulina marcada
com '*I e anticorpo anti-insulina e 0.1 ml de tampdo fosfato, constituindo assim o zero de
insulina da curva padrao.

Em seguida foi preparado, também em triplicata, uma série de tubos (curva padrio),
contendo 0,1 ml de insulina conhecida nas seguintes concentracgdes: 0.02; 0.039; 0.078; 0.16;
0.31; 0.63; 1.25; 2.5; e 5.0 ng/mL. Cada tubo dessa série recebeu também 0.2 ml de tampao
fosfato contendo insulina marcada '*’I e anticorpo anti-insulina. No final da preparagcdo dos
tubos (amostras, controle e curva padrdo), todos foram agitados em vortex e estocados a 4
°C, durante 48 h.

Ap6s o periodo de incubagdo, com excecdo dos totais para andlise da radiacdo

maxima, todos os outros tubos receberam 0.2 ml de uma solugdo contendo 2.5% de carvao
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(Norit A), 0.5% de albumina e 0.25% de dextran T 70. Os tubos foram deixados em repouso
durante 20 min e a seguir centrifugados durante 20 min (2800 rpm) a 4 °C. O sobrenadante
foi descartado e a radioatividade contida em cada tubo avaliada em contador de radiacdo
gama. Os 3 tubos elaborados para andlise da radiacdo mixima ndo tiveram o sobrenadante
descartado, sendo a radiacdo dos mesmos avaliada diretamente. Com base nos valores
obtidos nos tubos contendo insulina conhecida foi elaborada uma curva padrdao que foi
utilizada para a avaliacdo dos valores desconhecidos das amostras. Os resultados para o
experimento in vitro foram expressos em ng/mL.ilhota.h. A andlise do conteddo total de
insulina foi obtida através da homogeneizacdo de grupos de 10 ilhotas em solucdo élcool-
dcido, posterior determinacao dos niveis de insulina do homogenado por radioimunoensaio e
divisdo do valor final encontrado (em ng/mL) por 10, para se obter o conteido total de
insulina presente em cada ilhota. O resultado final obtido para o contetudo total de insulina
por ilhota foi expresso como % do grupo controle (grupo SC). Os niveis séricos de insulina

foram expressos em ng/mL de insulina.

Determinacao da producao intracelular de EROs por oxidacdo de DCFH-DA

ApOs o processo de isolamento e coleta das ilhotas pancréticas de 10 ratos de cada
grupo experimental, 30 ilhotas intactas foram colocadas por poco em uma placa negra de
96 pocos e pré-incubadas em tampdo Krebs-Hepes contendo 2.8mM de glicose por 45
minutos a 37°C, a fim de eliminar o estresse causado pelo processo de coleta/digestdao do
pancreas e isolamento das ilhotas. Apds esse periodo inicial, a solu¢do de pré-incubacio foi
retirada sob lupa com auxilio de uma pipeta pasteur estirada e, posteriormente, as ilhotas

foram novamente incubadas com 200ul de tampdo Krebs-Hepes contendo 2.8 ou 22mM de
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glicose e 10uM de DCFH-DA (2°,7° Dichlorofluorescein diacetate, Codigo: 35845, lg,
Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA), por 30 minutos a 37°C. Apds esse periodo de
incubacdo a fluorescéncia resultante gerada pelo DCF foi imediatamente analisada em
leitor de microplaca (Fusion, PerkinElmer, Waltham, MA, USA) a 460/530 nm de
excitacdo/emissdo. Apds o protocolo experimental as ilhotas de cada poco foram lavadas
com tampao Krebs-Hepes e homogeneizadas com sonicador (Sonic Dismembrator Model
100, Fisher Scientific) no mesmo tampao, para posterior determinacdo do conteddo de
proteinas por espectrofotometria através do método de Bradford, utilizando um kit
comercial (Bio-Rad Kit, Hercules, CA) com albumina como padrio. A fluorescéncia obtida
foi subtraida da fluorescéncia relativa ao “background” (obtido a partir de um pogo sem a
presenca de ilhotas pancredticas, ou seja, contendo apenas as solucdes utilizadas durante o
experimento — 2.8 ou 22mM de glicose + 10uM de DCFH-DA). A fluorescéncia resultante
foi, entdo, corrigida pelo conteddo total de proteina presente em cada poco e expressa em
Unidades de Fluorescéncia (UF)/ ug de proteina.

A seguir, a FIGURA 7 mostra o mecanismo geral de acdo da sonda fluorescente

DCFH-DA, utilizada para a determinacdo de EROs em meio intracelular:
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DCFH-DA (2,7-Diclorodihidrofluoresceina diacetato)

Membrana

v

DCFH Deacetilagdo por esterases
citosdlicas

+ EROs (principalmente H,0,)

v

DCF 2,7-Diclorodihidrofluoresceina

FIGURA 7. Mecanismo de acdo da sonda DCFH-DA, utilizada para determinagcdo de
EROs em meio intracelular. DCFH-DA consegue difundir-se para o meio intracelular
gragas a presenga de um grupo diacetato apolar na molécula. No citosol o grupo diacetato é
hidrolisado por esterases citosélicas, tornando a molécula DCFH disponivel para reagao
com EROs formados no meio intracelular. H,O, pode ser considerado como a ERO de
maior afinidade pela sonda. Apds oxidado, a fluorescéncia do DCF formado pode ser
detectada por métodos fluorimétricos (Adaptado de SILVEIRA, 2004).

Dosagem da Capacidade Antioxidante Total (TAC) Sérica

Ap6s eutanazia dos animais e decaptacdo, o sangue foi coletado em tubos de vidro e
mantido em repouso durante 30 min a 25°C. Posteriormente foi centrifugado a 2.000 x g
por 15 minutos a 4°C (Centrifuge 5810 R, Eppendorf) para coleta do soro, que foi
armazenado a -80°C para ser utilizado, posteriormente, nas dosagens de Capacidade
Antioxidante Total (TAC). A dosagem da TAC foi feita utilizando kit colorimétrico
comercial (Antioxidant Assay Kit, Cayman, Catalog N° 709001). Antioxidantes soluveis
em 4gua e lipideos ndo sdo separados nesse protocolo utilizado, assim as atividades
antioxidantes combinadas de todos os constituintes do soro, incluindo vitaminas, proteinas,
lipideos, glutationa, acido urico, etc., foram avaliadas. O método para dosagem de TAC
pelo kit empregado baseia-se na habilidade dos antioxidantes das amostras em inibir a

oxidacao de 2,2’-Azino-di-[3-etilbenzitiazolina sulfonato] (ABTS®) a ABTS®* pela
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metmioglobina. Trolox, um andlogo de tocoferol solivel em 4dgua, é usado como padrdo. A
leitura foi feita em ELISA (Biotek), na temperatura de 25°C e absorbancia de 405nm. A

concentragdo final de TAC nas amostras de soro analisadas foi expressa em mM.

Dosagem dos niveis séricos de triglicerideos (TG)

Foi realizada utilizando Kit colorimétrico comercial (Triglicérides 120, DOLES,
goidnia, GO, Brasil) segundo instru¢des do fabricante. A leitura das amostras foi feita em
espectrofotometro a 510nM. A concentracdo final de TG nas amostras de soro analisadas

foi expressa em mg/dL.

Extracdo de RNA Total

Para a extracdo de RNA total de ilhotas foi utilizado o reagente Trizol (Invitrogen,
EUA), de acordo com as recomendag¢des do fabricante. Resumidamente, o tecido foi
inicialmente rompido com sonicador e homogeneizado com o regente Trizol até completa
solubilizacdo. Em seguida a mistura foi incubada por 5 minutos a temperatura ambiente,
acrescida de 0.2 mL de cloroférmio por mL de Trizol para desproteinizacdo. O
sobrenadante foi separado por centrifugagdo (12.000 x g, 15 min, 4°C), e o RNA contido na
fase aquosa foi precipitado com isopropanol, lavado com etanol 75% e 100%,
respectivamente, e dissolvido com H>O deionizada previamente tratada com DEPC
(dietilpirocarbonato). O RNA obtido foi quantificado por espectrofotometria nos
comprimentos de onda de 260 e 280 nm em aparelho quantificador (GeneQuant, Pharmacia
Biotech). A integridade do RNA obtido foi verificada através de eletroforese em gel de

agarose desnaturante a 1.2%, corado com brometo de etideo.
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Real time RT-PCR

Obtencdo de cDNA a partir de RNA total

A reacdo da transcriptase reversa foi realizada em termociclador as temperaturas
especificas, em 20 uL de uma mistura contendo 2.0 ug de RNA total, 10mM de dNTP mix,
40 U/uL de inibidor de RNase, 0.1M de DTT, 5X first-strand buffer, 0.5 pg/mL de oligo
dT e 200 U da enzima Super Script II RNase H™ Reverse Transcriptase (Invitrogen - Life

Technologies).

PCR

TABELA 1. Segiiéncia dos primers utilizados (Applied Biosystems)

Gene S ou AS? Seqiiéncia do primer (5’ - 3°)
B-actina S AGAGGGAAATCGTGCGTGACA
AS CGATAGTGATGACCTGACCGTCA
Cu/ZnSOD S TGAAGAGAGGCATGTTGGAGA
AS TCATCTTGTTTCTCGTGGACC
MnSOD S CCTCCCTGACCTGCCTTACGAC
AS TTCAGATTGTTCACGTAGGTCG
CAT S GATGAAGCAGTGGAAGGAGC
AS TGCCATCTCGTCGGTGAAA
GPx-1 S CCCTCAAGTATGTCCGACCC
AS GCAGGAAGGTAAAGAGCGGG

S, primer sense; AS, primer anti-sense
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As condigdes utilizadas para o PCR foram: 95°C por 10min, seguido de 40 ciclos a
95°C por 10s e 60°C por 45s. As curvas foram analisadas utilizando-se o Sequence
Detector System 1.7 (Applied Biosystems). Os resultados foram normalizados pela
expressao do mRNA do controle interno B-actina e apresentados como % do grupo controle

(grupo SC).

Procedimento de Western blott

Aproximadamente 1000 ilhotas foram coletadas para cada grupo experimental e
entdo homogeneizadas com sonicador (Sonic Dismembrator Model 100, Fisher Scientific)
em coquetel anti-protease a 4°C. Ap6s 20 minutos de centrifugacdo em 11.000 rpm e 4°C, o
conteido de proteinas foi determinado por espectrofotometria através do método de
Bradford, utilizando um kit comercial (Bio-Rad Kit, Hercules, CA) com Albumina como
padrao. Aliquotas de proteina total foram fervidas a 100 °C por 5 minutos em 30% do
volume em tampao Laemmli (fosfato de Na 1M pH 7.0, 10% SDS, 10% B-mercaptoetanol,
50% glicerol, 0,1% azul de bromofenol). As amostras foram fracionadas no sistema de
eletroforese (Mini Protean II - Bio-Rad) em gel de poliacrilamida 12%. Apds eletroforese,
as proteinas foram transferidas para membrana de nitrocelulose (Bio-Rad) na presenca de
20% de metanol e 0.02% de SDS em voltagem constante de 120 Volts. A membrana foi,
entdo, saturada com solugdo bloqueadora contendo leite desnatado a 5% em solucao basal
(10mM Trisma base, 150mM NaCl, 0.05% Tween 20) “overnight”. Em seguida a
membrana foi lavada com solucdo basal a temperatura ambiente. As proteinas foram
detectadas na membrana apds incubagdo por 3h a 4 °C com anticorpo primdrio especifico

para cada proteina (CAT: Mouse Monoclonal Anti-Catalase, Cdédigo: C0979, Sigma-
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Aldrich; SOD-1: Rabbit Polyclonal Anti-Superoxide Dismutase 1 (Cu/ZnSOD), Cédigo:
ab13498, Abcam; GPx-1: Rabbit Polyclonal Glutathione Peroxidase 1, Codigo: ab59546,
Abcam; a-Tubulina: Mouse Monoclonal Anti-a-Tubulin (TU-02), Cédigo: sc-8035, Santa
Cruz Biotechnology) em solucdo basal contendo albumina 3%, seguida de lavagem e
incubacdo por 1:30 hora com anticorpo secundério conjugado com peroxidase-HRP em
solu¢do basal contendo leite desnatado 1% a temperatura ambiente. As membranas foram
lavadas e incubadas em sala escura com substrato luminol quimioluminescente (Pierce) e
expostas ao filme autoradiografico (Kodak T-Mat G/RA). As intensidades das bandas
foram quantificadas por densitometria. Os valores resultantes foram corrigidos pelo valor
obtido para o controle interno (a-tubulina) correspondente a cada banda. Os valores finais

foram expressos como % do grupo controle (grupo SC).

Andlise estatistica dos resultados
Os resultados foram expressos como média + erro padrao da média (EPM). A
andlise estatistica foi realizada utilizando-se teste “t” de Student ou ANOVA seguida de

post test Tukey. Foi adotado o nivel de significancia P < 0.05.
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RESULTADOS

Treinamento fisico melhora o desempenho fisico de ratos treinados ao longo do

protocolo experimental de 8 semanas

Apdés separacdo aleatéria dos ratos nos grupos SC, SD, TC e TD, realizou-se o
TEM-1 para determinacdo da carga maxima de treino e posterior confeccdo do protocolo
inicial de treinamento fisico para os grupos treinados. Como destaca a FIGURA 8, nio foi
observada diferenca no desempenho fisico entre os grupos no TEM-1, o que pode ser
inferido a partir da andlise do tempo total de permanéncia dos ratos na esteira durante o
teste. J4 no TEM-2, realizado apds quatro semanas do inicio do protocolo de treinamento
fisico para readequacdo da carga de treino, foi possivel observar melhora no desempenho
fisico dos ratos treinados em relacdo aos ratos que permaneceram sedentdrios durante o
periodo (aumento de 1.4- e 1.7-vezes no tempo total de corrida durante o teste para TC e
TD vs SC e SD, respectivamente), além de melhora no desempenho fisico desses mesmos
ratos em relacdo ao seu desempenho inicial no TEM-1 (aumento de 1.4- e 1.3-vezes para
TC e TD, respectivamente), comprovando assim a efetividade do treinamento fisico (n =9,
P < 0.05). No TEM-3, realizado no final do protocolo experimental (apds 8 semanas de
treinamento fisico), foi possivel observar melhora no desempenho fisico dos ratos treinados
em relacdo aos ratos que permaneceram sedentarios durante o periodo (aumento de 1.8- e
1.7-vezes no tempo total de corrida durante o teste para TC e TD vs SC e SD,
respectivamente; n = 9, P < 0.05) e apenas leve tendéncia a melhora foi no desempenho
fisico dos ratos treinados em relacdo ao seu desempenho no TEM-2 (diferenca nado

significativa).
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FIGURA 8. Desempenho fisico dos ratos sedentdrios e treinados ao longo das 8 semanas
do protocolo experimental. No TEM-1, realizado antes do inicio do protocolo
experimental, ndo foi observada diferenca no desempenho fisico entre os grupos. Apds
quatro semanas do inicio do protocolo de treinamento fisico (TEM-2) ocorreu melhora no
desempenho fisico dos ratos treinados em relagao aos ratos sedentdrios (aumento de 1.4- e
1.7-vezes no tempo total de corrida durante o teste para TC e TD vs SC e SD,
respectivamente) e em relacdo ao desempenho do mesmo grupo no TEM-1 (aumento de
1.4- e 1.3-vezes para TC e TD, respectivamente). No TEM-3 foi observada apenas leve
tendéncia a melhora no desempenho fisico dos ratos treinados em relacio ao seu
desempenho no TEM-2 (diferenca ndo significativa) (n = 9). Valores expressos como
média + EPM. * Diferenca significativa vs grupo sedentario correspondente para 0 mesmo
TEM, P < 0,05, teste “t” de Student. # Diferenca significativa vs TEM-1 para o mesmo
grupo treinado, P < 0.05, ANOVA seguido de post test Tukey.
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Peso corporeo é reduzido apés 5 dias de tratamento com dexametasona

Para avaliar o crescimento ao longo do protocolo de treinamento fisico, os ratos
pertencentes aos grupos SC, SD, TC e TD foram pesados individualmente uma vez por
semana, durante as 8 semanas do protocolo experimental. Como mostra a FIGURA 9, ndo
houve diferenca significativa no peso corpéreo entre os quatro grupos ao longo das 8
semanas, sendo o incremento no peso corpdreo entre a 1° e a 8° semana do protocolo
experimental de 1.5-, 1.4-, 1.4- e 1.4-vezes para os grupos SC, SD, TC e TD,
respectivamente (n = 8, P > 0.05). Entretanto, como mostra a TABELA 2, houve reducdo
significativa de peso corpéreo nos grupos tratados com DEX apds o término do tratamento
com a droga em rela¢do ao peso desses mesmos animais no inicio do tratamento (reducao

de 12 e 14% para SD e TD, respectivamente; n = 8, P < 0.05).
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FIGURA 9. Peso corporeo dos ratos sedentdrios e treinados ao longo das 8 semanas do
protocolo experimental. Nao houve alteracdo significativa no peso corpéreo entre os
grupos ao longo do protocolo experimental. (n = 8, P > 0.05). Valores expressos como
média + EPM.

TABELA 2. Peso Corporeo dos quatro grupos
experimentais no inicio e término do tratamento com
salina ou dexametasona

Peso Corpoéreo (g)

Inicio do Término do
Tratamento Tratamento
SC 4949 +24.2 503.7 £25.2
SD 466.2 + 14.0 400 + 13.2%*
TC 4425+ 17.3 452 +18.1
TD 491.6 £21.3 421.4 +16.2%

Valores expressos como média + EPM

* Diferenca significativa vs Inicio do Tratamento
para 0 mesmo grupo experimental.

P <0.05;n=8. Teste “t” de Student.
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Treinamento fisico ameniza hiperglicemia de jejum induzida pelo tratamento com

dexametasona

Como mostrado na TABELA 3, o tratamento com DEX provocou aumento
significativo nos niveis glicémicos (aumento de 3.2- e 2.7-vezes em SD e TD vs SC e TC,
respectivamente; n = 10; P < 0.05), insulin€micos (aumento de 20- e 18-vezes em SD e TD
vs SC e TC, respectivamente; n = 5; P < 0.05) e de triglicerideos (aumento de 4.4- e 3.4-
vezes em SD e TD vs SC e TC, respectivamente; n = 5; P < 0.05) de jejum. O treinamento
fisico foi capaz de amenizar o quadro hiperglicémico provocado pelo tratamento com o
glicocorticéide, tendo em vista a reducdo de 23% nos niveis glicEmicos de jejum para o
grupo TD em relagdo ao grupo SD (n = 10, P < 0.05). Nenhuma alteracdo significativa foi

observada nos niveis séricos de insulina e TG de jejum em ratos TD vs SD.

TABELA 3. Glicose Sanguinea e Pardmetros Séricos obtidos no estado de
Jjejum para os grupos sedentdrios e treinados

Glicose TG Insulina
(mg/dL) (mg/dL) (ng/mL)
SC 90.8 £3.9 942 +43 1.10+£0.2
% % *
SD 299.2 +£24.3 416.6 £ 54.3 23.01 £0.8
TC 84.3+29 92.7+6.0 1.21+£0.2
*# % *
TD 2299 +£19.2 322.5+48.7 21.66 £0.6

Valores expressos como média + EPM

*Diferenca significativa vs respectivo controle (Efeito da Dexametasona);

# Diferencga significativa vs respectivo controle (Efeito do Exercicio).

P < 0.05. Para glicose, n = 10; Para insulina e TG, n = 5. ANOVA seguido
de post test Tukey.
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Treinamento fisico melhora a sensibilidade periférica a insulina em ratos tratados

com dexametasona

Durante teste de tolerancia a insulina intraperitoneal (ipITT), o cdlculo da constante
de desaparecimento da glicose (Kitt) (FIGURA 10) demonstrou a presenca de resisténcia a
insulina no grupo SD em relagdo ao grupo SC, visto a reducdo de 40% no Kitt para este
grupo (n = 5, P < 0.05). Entretanto, neste mesmo experimento ficou evidente o papel
positivo do treinamento fisico, que impediu a perda da sensibilidade periférica a insulina
em animais tratados com DEX, uma vez que o Kitt para o grupo TD ndo exibiu reducio

semelhante a observada para o grupo SD (n =35, P > 0.05).
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FIGURA 10. Treinamento fisico impediu a perda da sensibilidade periférica a insulina
em ratos tratados com DEX. O Kitt revelou presenca de resisténcia periférica a insulina no
grupo SD vs SC, visto reducdo de 40% no Kitt para este grupo. Ja o treinamento fisico foi
capaz de impedir a perda da sensibilidade a insulina em ratos TD (n =5, P < 0.05). Valores
expressos como média + EPM. * diferenca significativa vs respectivo controle (efeito da
dexametasona); " diferenca significativa vs respectivo controle (efeito do exercicio).
ANOVA seguido de post test Tukey.
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Treinamento fisico promove aumento na secrecao de insulina frente ao estimulo por

glicose

A FIGURA 11 apresenta a resposta secretoria insulinica de ilhotas pancredticas
isoladas e incubadas em concentracgdes basal (2.8mM) e estimulatéria (11.1mM) de glicose,
para os quatro grupos experimentais. Em concentracio basal de glicose (2.8mM) ilhotas de
ratos tratados com DEX exibiram niveis aumentados de secre¢dao de insulina (aumento de
15- e 5.6-vezes em SD e TD vs SC e TC, respectivamente; n = 12, P < 0.05). Em
concentragdo estimulatéria de glicose (11.1mM), além da resposta secretdria ter sido maior
nos grupos tratados com DEX em relacdo aos seus respectivos controles (aumento de 3- e
1.6-vezes em SD e TD vs SC e TC, respectivamente; n = 12, P < 0.05), o treinamento fisico
também foi capaz de promover aumento significativo na secrecao de insulina (aumento de

2.3- e 1.3-vezes em TC e TD vs SC e SD, respectivamente; n = 12, P < 0.05).
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FIGURA 11. Niveis de secrecio de insulina frente ao estimulo por glicose em
experimento de incubagdo estdtica com ilhotas pancredticas isoladas dos quatro grupos
experimentais. Em 2.8mM de glicose ilhotas de ratos tratados com DEX exibiram niveis
aumentados de secrecdo de insulina (aumento de 15 - e 5.6-vezes em SD e TD vs SC e TC,
respectivamente). Em 11.1mM de glicose, além da resposta secretdria ter sido maior nos
grupos tratados com DEX vs respectivos controles (aumento de 3- e 1.6-vezes em SD e TD
vs SC e TC, respectivamente), o treinamento fisico também foi capaz de promover aumento
significativo na secrecao de insulina (aumento de 2.3- e 1.3-vezes em TC e TD vs SC e SD,
respectivamente; n = 12, P < 0.05). Valores expressos como média + EPM. * diferenca
significativa vs respectivo controle (efeito da dexametasona); * diferenca significativa vs
respectivo controle (efeito do exercicio). ANOV A seguido de post test Tukey.
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O contetdo total de insulina em ilhotas pancreaticas de ratos é aumentado pelo

treinamento fisico e reduzido pelo tratamento com dexametasona

A FIGURA 12 apresenta o contetido total de insulina em ilhotas pancreaticas dos
quatro grupos experimentais. O tratamento com DEX promoveu redugdo no contetdo total
de insulina por ilhota em relacdo aos valores observados para as ilhotas dos grupos
controles (reducao de 50% para SD e TD vs SC e TC, respectivamente; n = 10; P < 0.05),
sendo essa diferenca ndo significativa para o grupo SD vs SC. O treinamento fisico, por sua
vez, promoveu aumento significativo de 93% no conteddo total de insulina em ilhotas de
ratos TC comparado ao valor observado para ratos SC (n = 10, P < 0.05). Foi possivel
notar, ainda, tendéncia a recuperacdo nos niveis totais de insulina em ilhotas do grupo TD

em relacdo ao grupo SD (diferenca ndo significativa; n = 10, P > 0.05).
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FIGURA 12. Conteudo total de insulina em ilhotas pancredticas dos quatro grupos
experimentais. Ilhotas de ratos tratados com DEX exibiram reducdo em seu conteudo total
de insulina (reducdo de 50% para SD e TD vs SC e TC, respectivamente), sendo essa
diferenga ndo significativa para o grupo SD vs SC. O treinamento fisico promoveu
incremento de 93% no conteudo total de insulina em ilhotas de ratos TC vs SC. Apenas
tendéncia a recuperacdo nos niveis insulinicos foi observada em ilhotas TD vs SD (n = 10,
P < 0.05). Valores expressos como média + EPM. * diferenca significativa vs respectivo
controle (efeito da dexametasona); * diferenca significativa vs respectivo controle (efeito do
exercicio). ANOVA seguido de post test Tukey.
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Treinamento fisico reduz os niveis intracelulares de EROs em ilhotas pancreaticas de

ratos

A FIGURA 13 apresenta os niveis intracelulares de EROs em ilhotas pancredticas
dos quatro grupos experimentais, apds 30 minutos de incubag¢do em solu¢do contendo
2.8mM ou 22mM de glicose e DCFH-DA. Tanto em 2.8mM quanto em 22mM de glicose,
os niveis intracelulare de EROs observados foram maiores nas ilhotas dos grupos tratados
com DEX em relacdo aos grupos controles (em 2.8 mM de glicose: niveis 1.3- e 1.6-vezes
maiores para SD e TD vs SC e TC, respectivamente; em 22 mM de glicose: niveis 1.1- e
2.7-vezes maiores para SD e TD vs SC e TC, respectivamente n = 10, P < 0.05). Entretanto,
o treinamento fisico foi capaz de reduzir os niveis intracelulares de EROs, tanto em ilhotas
de ratos TC quanto em ilhotas de ratos TD, em relacdo aos niveis observados para as
ilhotas dos grupos SC e SD, respectivamente (em 2.8 mM de glicose: reducdo de 43% e
27% em TC e TD vs SC e SD, respectivamente; em 22 mM de glicose: redu¢do de 69% e

27% em TC e TD vs SC e SD, respectivamente n = 10, P < 0.05).
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FIGURA 13. Niveis intracelulares de EROs em ilhotas pancredticas dos quatro grupos
experimentais. Os niveis intracelulares de EROs em ilhotas pancreéticas foram aumentados
pelo tratamento com DEX. Em 2.8mM de glicose: ilhotas SD e TD exibiram niveis 1.3- e
1.6-vezes maiores em relacdo a SC e TC, respectivamente; em 22 mM de glicose: ilhotas
SD e TD exibiram niveis 1.1- e 2.7-vezes maiores em relacdo a SC e TC, respectivamente.
J4 o treinamento fisico promoveu reducdo nos niveis intracelulares de EROs em ilhotas
pancredticas. Em 2.8 mM de glicose: reducao de 43% e 27% em TC e TD vs SC e SD,
respectivamente; em 22 mM de glicose: reducido de 69% e 27% em TC e TD vs SC e SD,
respectivamente (n = 10, P < 0.05). Valores expressos como média + EPM. * diferenca
significativa vs respectivo controle (efeito da dexametasona); * diferenca significativa vs
respectivo controle (efeito do exercicio). ANOV A seguido de post test Tukey.
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Tratamento com dexametasona aumenta a expressao génica da enzima MnSOD em

ilhotas pancreaticas de ratos

A expressdo génica da enzima antioxidante mitocondrial MnSOD apresentou
aumento significativo de 1.9-vezes em ilhotas pancredticas do grupo SD comparado com o
grupo SC (n =4, P < 0.05) (FIGURA 14). Também foi observada tendéncia a aumento na
expressao génica da MnSOD para o grupo TD em relagdo ao observado para o grupo TC

(aumento de 1.4-vezes, porém sem diferenca estatistica; n =4, P > 0.05).
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FIGURA 14. Expressdo génica da enzima antioxidante mitocondrial MnSOD em ilhotas
pancredticas dos quatro grupos experimentais. Foi observado aumento significativo de
1.9-vezes na expressao génica da MnSOD em ilhotas do grupo SD vs SC (n =4, P < 0.05).
Também foi observado aumento de 1.4-vezes na expressdo génica da MnSOD em ilhotas
do grupo TD vs TC (sem diferenga estatistica; n = 4, P > 0.05). Os valores foram
normalizados pela expressio do mRNA do controle interno B-actina. Valores expressos
como média + EPM. * diferenca significativa vs respectivo controle (efeito da
dexametasona). ANOVA seguido de post test Tukey.
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Tratamento com dexametasona aumenta a expressao génica da enzima Cu/ZnSOD em

ilhotas pancreaticas de ratos

A expressdao génica da enzima antioxidante citosdlica Cu/ZnSOD apresentou
aumento significativo em ilhotas pancredticas de ratos tratados com DEX em relacdo ao
observado para ilhotas de animais controles (aumento de 3- e 3.7-vezes em SD e TD vs SC

e TC, respectivamente; n = 4, P < 0.05) (FIGURA 15).
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FIGURA 15. Expressdo génica da enzima antioxidante citosolica Cu/ZnSOD em ilhotas
pancredticas dos quatro grupos experimentais. Foi observado aumento significativo de 3-
e 3.7-vezes na expressdo génica da Cu/ZnSOD em ilhotas do grupo SD e TD vs SC e TC,
respectivamente (n = 4, P < 0.05). Os valores foram normalizados pela expressdo do
mRNA do controle interno B-actina. Valores expressos como média + EPM. * diferenca
significativa vs respectivo controle (efeito da dexametasona). ANOV A seguido de post test
Tukey.
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Nivel protéico da enzima Cu/ZnSOD nio € alterado pelo treinamento fisico e

tratamento com dexametasona em ilhotas pancreaticas de ratos

A FIGURA 16 apresenta o nivel protéico da Cu/ZnSOD (SOD-1) em ilhotas

pancredticas dos quatro grupos experimentais. Nao houve alteracdo significativa entre os

grupos (n =6, P > 0.05).
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FIGURA 16. Nivel protéico da Cu/ZnSOD (SOD-1) em ilhotas pancredticas dos quatro
grupos experimentais. Nao houve alteracdo significativa entre os grupos. Os valores foram
normalizados pelo nivel protéico do controle interno o-tubulina, que estd apresentado sob o
blot (n =6, P > 0.05). Valores expressos como média + EPM. ANOVA.
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Treinamento fisico aumenta a expressao génica da enzima Catalase em ilhotas

pancreaticas de ratos TD

A expressdo génica da enzima antioxidante catalase apresentou aumento
significativo de 1.4-vezes em ilhotas pancredticas do grupo TD vs TC (n = 4, P < 0.05)
(FIGURA 17). Nenhuma outra alteracdo significativa foi observada na expressao génica da

catalase entre ilhotas pancredticas dos outros grupos analisados (n =4, P > 0.05).
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FIGURA 17. Expressdo génica da enzima antioxidante Catalase em ilhotas pancredticas
dos quatro grupos experimentais. Foi observado aumento significativo de 1.4-vezes na
expressao génica da CAT em ilhotas do grupo TD vs TC (n = 4, P < 0.05). Os valores
foram normalizados pela expressio do mRNA do controle interno [B-actina. Valores
expressos como média + EPM. * diferenca significativa vs respectivo controle (efeito da
dexametasona). ANOV A seguido de post test Tukey.
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Nivel protéico da enzima Catalase é aumentado pelo treinamento fisico em ilhotas

pancreaticas de ratos

A FIGURA 18 apresenta o nivel protéico da enzima antioxidante catalase em
ilhotas pancredticas dos quatro grupos experimentais. O treinamento fisico foi capaz de
aumentar significativamente o nivel protéico da CAT nesse tecido (aumento de 1.5- e 1.6-

vezes para TC e TD vs SC e SD, respectivamente; n = 6, P < 0.05).

CAT — _ —_— ——

A-IDUINGD . e com—

220 - #
200 4
180 - #
160 -
140+
120 -
100 - [

i

(% SC

60 -
40
20 -

0 : ;

SC SD TC 71D

CAT / a-tubulina

FIGURA 18. Nivel protéico da catalase em ilhotas pancredticas dos quatro grupos
experimentais. Foi observado aumento de 1.5- e 1.6-vezes no nivel protéico da CAT nos
grupos TC e TD vs SC e SD, respectivamente. Os valores foram normalizados pela nivel
protéico do controle interno a-tubulina, que esta apresentado sob o blot (n = 6, P < 0.05).
Valores expressos como média = EPM. * diferenca significativa vs respectivo controle
(efeito do exercicio). ANOV A seguido de post test Tukey.
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Tratamento com dexametasona aumenta a expressao génica da enzima GPx em

ilhotas pancreaticas de ratos

A expressdo génica da enzima antioxidante GPx apresentou aumento significativo
em ilhotas pancredticas dos grupos tratados com DEX em relac@o ao observado para ilhotas
de animais controles (aumento de 2.6- e 3.2-vezes para SD e TD vs SC e TC,
respectivamente; n = 4, P < 0.05) (FIGURA 19). Incremento de 1.2-vezes foi, ainda,

observado na expressdo génica da GPx em ilhotas de ratos TD vs SD (n =4, P < 0.05).
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FIGURA 19. Expressdo génica da enzima antioxidante GPx em ilhotas pancredticas dos
quatro grupos experimentais. Foi observado aumento significativo de 2.6- e 3.2-vezes na
expressao génica da GPx em ilhotas do grupo SD e TD vs SC e TC, respectivamente. Além
disso, foi observado aumento de 1.2-vezes na expressao génica da GPx em ilhotas do grupo
TD vs SD (n =4, P < 0.05). Os valores foram normalizados pela expressdo do mRNA do
controle interno B-actina. Valores expressos como média + EPM. * diferenca significativa
vs respectivo controle (efeito da dexametasona); * diferenca significativa vs respectivo
controle (efeito do exercicio). ANOV A seguido de post test Tukey.
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Nivel protéico da enzima GPx nio é alterado pelo treinamento fisico e tratamento com

dexametasona em ilhotas pancreaticas de ratos

A FIGURA 20 apresenta o nivel protéico da GPx-1 em ilhotas pancredticas dos
quatro grupos experimentais. Nao houve alteracio significativa entre os grupos (n =6, P >

0.05).
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FIGURA 20. Nivel protéico da GPx em ilhotas pancredticas dos quatro grupos
experimentais. Nao houve alteracdo significativa entre os grupos. Os valores foram
normalizados pela expressdo protéica do controle interno o-tubulina, que esta apresentado
sob o blot (n =6, P > 0.05). Valores expressos como média + EPM. ANOVA.
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Treinamento fisico promove melhora na capacidade antioxidante total sérica em ratos

tratados com dexametasona

O efeito do tratamento com DEX e do treinamento fisico sobre a concentracdo total
de agentes antioxidantes no soro foi avaliado no presente trabalho, e € mostrado na
FIGURA 21. Houve apenas leve tendéncia a aumento da TAC sérica nos grupos SD e TC
em relacdio ao grupo SC (n = 5, P > 0.05). Aumento significativo de 1.3-vezes foi

observado para o grupo TD em rela¢do ao grupo SD (n =35, P < 0.05).

2,5- #
—~ 2,0 T
=
E Ll
- 1,54
.Q
3 1
w H
2
0,5
|_
0,0 T T

SC SD TC TD

FIGURA 21. Capacidade antioxidante total sérica para os quatro grupos experimentais.
Foi observado aumento de 1.3-vezes na TAC sérica do grupo TD vs SD (n =5, P < 0.05).
Valores expressos como média = EPM. * diferenca significativa vs respectivo controle
(efeito do exercicio). ANOVA seguido de post test Tukey.
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DISCUSSAO

A efetividadede do protocolo de treinamento fisico utilizado no presente trabalho
pode ser vista na FIGURA 8, que mostra melhora no desempenho fisico dos grupos
treinados (TC e TD) nos TEMs realizados 4 e 8 semanas apds o inicio do treinamento
(TEM-2 e TEM-3, respectivamente) em relacdo ao desempenho inicial desses mesmos
animais (TEM-1) e em relacdo ao desempenho dos grupos que permaneceram sedentdrios
durante todo o periodo (SC e SD). O protocolo experimental escolhido consistiu em
treinamento fisico aerébio cronico em esteira ergométrica na intensidade de 60% da carga
maxima de treino obtida em TEM sendo, este, um protocolo j4 utilizado por outros grupos
de pesquisa e considerado como um exercicio de intensidade moderada (ZANCHI et al.,
2008).

O peso corpdéreo dos 4 grupos experimentais foi acompanhado ao longo das 8
semanas de treinamento fisico, e nenhuma alteracdo significativa de peso foi observada
entre os grupos (FIGURA 9). Entretanto, ap6s o término do tratamento com DEX foi
possivel observar reducdo significativa no peso corpdreo dos ratos SD e TD em relag@o aos
seus respectivos pesos no inicio do tratamento (reducdo de 12 e 14% em SD e TD,
respectivamente; n = 8§, P < 0.05. TABELA 2). O tratamento com glicocorticéides &
conhecido por promover reducdo de peso corporeo (CALDEFIE-CHEZET et al., 2002;
SAVARY et al., 2001), o que pode estar associado com perda de massa muscular como
resultado da inibicdo da sintese protéica e aumento da protedlise (McGRATH &
GOLDSPINK, 1982). Além disso, a alteracdo no perfil lipidico de animais tratados com
glicocorticéides (NOVELLI et al., 1999; BARBERA et al., 2001; HOLNESS et al., 2005),

com aumento nos niveis plasmaticos de acidos graxos ndo esterificados (NEFAs) (SLAVIN
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et al., 1994), indicam a ocorréncia de lip6lise acentuada nesses animais, o que também deve
contribuir para a reducio de peso corpdreo observada.

Os efeitos negativos dos glicocorticéides sobre a homeostase glicémica dependem
da dose e/ou do tempo de exposicdo a estes hormodnios, e podem levar a um quadro de
resisténcia periférica a insulina ou até mesmo ao surgimento do diabetes mellitus tipo 2
(JEONG et al., 2001). No presente trabalho, ratos tratados com DEX na dose de Img/kg de
peso corpéreo durante 5 dias consecutivos apresentaram reducdo expressiva na sensibilidade
a insulina (reducdo de 40% no Kitt para o grupo SD vs SC; n= 5, P < 0.05. FIGURA 10), o
que estd em acordo com dados prévios obtidos por nosso grupo (RAFACHO et al., 2007;
RAFACHO et al., 2008; ANGELINI et al., 2009; RAFACHO 2009), concomitante a um
aumento acentuado nos niveis glicEmicos de jejum (aumento de 3.2-vezes para SD vs SC; n
=10, P < 0.05. TABELA 3). Esta tultima observacao também estd em acordo com dados da
literatura que demonstram a ocorréncia de hiperglicemia apds tratamento com altas doses de
DEX (OGAWA et al., 1992). Por outro lado, o treinamento fisico realizado de forma prévia
ao tratamento com DEX foi capaz de prevenir a perda da sensibilidade a insulina em ratos
TD, além de promover reducdo significativa nos niveis glicémicos de jejum desses ratos em
relacdo ao observado para os ratos SD (reducao de 23% para TD vs SD; n = 10, P < 0.05.
TABELA 3). Apesar da reducdo nos niveis glicémicos de jejum ter sido significativa nos
ratos TD vs SD, o treinamento fisico ndo foi capaz de normalizar os niveis glicEémicos, ou
seja, de trazé-los para niveis proximos ao observado para os ratos controle (TC).

Os glicocorticdides sdo considerados hormonios diabetogénicos por perturbarem a
homeostasia da glicose, opondo-se a acdo da insulina na supressdo da gliconeogénese
hepética e reduzindo a captacdo periférica de glicose, o que pode contribuir para o

surgimento de hiperglicemia, como visto no presente trabalho nos animais tratados com
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DEX. Os glicocorticdides podem promover seus efeitos atuando de forma direta sobre os
tecidos muscular, adiposo e hepético ou podem, ainda, atuar reduzindo a capacidade de acdo
da insulina sobre esses tecidos. Estudos anteriores observaram, por exemplo, reducdo na

3 ¢ Thr'®™ da proteina Akt em musculo e adipécitos

expressdo e fosforilagio em Ser
isolados de ratos tratados com DEX (BUREN et al., 2008). A Akt, proteina central na via de
sinalizacdo da insulina, torna-se ativa quando fosforilada nos residuos Ser*’? e Thr’”®, e tem
se mostrado necessdria para a ativagdo de outras proteinas relacionadas com o processo de
translocacdo de vesiculas contendo GLUT-4 para a periferia das células musculares e
adipocitos (RAMM et al., 2006). Por esse motivo, a reducao na expressao e fosforilacdo da
Akt foi proposta como a principal responsavel pela resisténcia a insulina induzida por DEX
(BUREN et al.,, 2008). Além disso, a DEX ainda pode induzir resisténcia periférica a
insulina através do estresse oxidativo e ativacdo de vias de sinalizacdo estresse-sensiveis,
como as vias da JNK e p38 MAPK. Foi demonstrado, por exemplo, aumento nos niveis
intracelulares de EROs e ativacao da JNK em adipdcitos 3T3-L1 cultivados com DEX, o
que deve estar associado a reducdo na sensibilidade a insulina observada nessas células
(HOUSTIS et al., 2006). A ativagao dessa serina/treonina-quinase pelo estresse oxidativo é
responsavel pela fosforilagdo do IR e/ou proteinas IRS em residuos de serina ou treonina
reduzindo, dessa forma, a extensdo de sua fosforilagio em residuos de tirosina o que
compromete a acdo da insulina (EVANS et al., 2002). Ja os efeitos diretos promovidos pelos
glicocorticdides sdo iniciados quando esses hormonios se ligam ao GR, fazendo com que
este seja translocado para o niicleo onde atua como regulador transcricional para genes-alvo
especificos. No figado, por exemplo, a ativacdo do GR induz a via gliconeogénica através

do aumento da expressdo génica das enzimas PEPCK e G6Pase (revisado por

VEGIOPOULOS & HERZIG, 2007).

60



Em condi¢des normais, a insulina é responsdvel pela supressdo da gliconeogénese
hepética, através da reducdo na transcri¢do génica das enzimas frutose-1-6-bisfosfatase e
G6Pase. Entretanto, em condi¢des onde a a¢do da insulina no figado torna-se comprometida,
como ocorre em ratos com resisténcia a insulina induzida por DEX, a acdo da insulina como
supressora da gliconeogénese € impedida. Esse efeito, associado ainda a pronunciada agdo
direta do glicocorticéide no aumento da expressido de enzimas gliconeogénicas, fazem com
que a gliconeogénese hepdtica torne-se aumentada o que, certamente, constituiu um
importante fator hiperglicemiante nos ratos tratados com altas doses de DEX utilizados no
presente trabalho. Além disso, os aminodcidos derivados da protedlise muscular aumentada
pela acdo do glicocorticéide ddao suporte ainda maior ao processo gliconeogénico, uma vez
que atuam como substrato para a produgcdo de nova glicose no tecido hepatico.
Provavelmente por prevalecer o efeito gliconeogénico da DEX sobre o figado dos ratos TD,
a glicemia de jejum desses animais ndo pode ser reestabelecida pelo treinamento fisico,
mesmo que este tenha impedido a perda da sensibilidade a insulina nesses ratos, o que
permite captagdo periférica normal de glicose.

O treinamento fisico é capaz de melhorar a sensibilidade periférica a insulina
atuando, por exemplo, no aumento da atividade da PI3K (HOUMARD et al., 1999) ou em
passos distais a PI3K que levam ao aumento da translocacio de vesiculas contendo GLUT-
4 aumentando, dessa forma, a captacdo de glicose pelos tecidos muscular e adiposo
(KIRWAN & JING, 2002; ZIERATH, 2002; ZIERATH & WALLBERG-HENRIKSSEN,
2002). Além disso, o treinamento fisico ainda € capaz de aumentar a captacao de glicose em
musculo esquelético de forma independente da insulina, através de mecanismos associados
ao proprio processo de contragdo muscular, que envolvem a ativacdo da proteina quinase

ativada por AMP (AMPK) e o consequente aumento da translocacdo de vesiculas contendo
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GLUT-4 para a periferia dessas células (HAWLEY, 2004). Todos esses mecanismos, em
conjunto, devem ter contribuido para a redu¢do nos niveis glicémicos de jejum observada
nos ratos TD.

Niveis cronicamente elevados de glicocorticides tem sido associados ao actimulo
de gordura hepdtica (processo também conhecido como esteatose hepética), sendo essa
condicdo associada ao desenvolvimento de resisténcia a insulina nesse tecido. Ja foi
demonstrado que o tratamento de ratos com glicocorticdides leva a0 aumento na sintese de
triglicerideos, diminui¢dao na oxidag@o de dcidos graxos e consequente actimulo de lipidios
no figado (COLE et al., 1982). Sendo assim, o aumento nos niveis séricos de triglicerideos
observados no presente trabalho em ratos tratados com DEX (aumento de 4.4- e 3.4-vezes
em SD e TD vs SC e TC, respectivamente; n = 5; P < 0.05. TABELA 3) pode estar
correlacionados ao efeito do glicocorticéide na indugdo de esteatose hepdtica nesses
animais.

No presente trabalho, foi possivel observar aumento na secre¢do de insulina em
concentragdes basal (2.8mM) e estimulatéria (11.1mM) de glicose em ratos tratados com
DEX em relagdo aos respectivos controles (em 2.8mM: aumento de 15- e 5.6-vezes em SD e
TD vs SC e TC, respectivamente; em 11.1mM: aumento de 3- e 1.6-vezes em SD e TD vs
SC e TC, respectivamente; n = 12, P < 0.05. FIGURA 11). Além de aumentar a capacidade
secretoria de ilhotas isoladas, o tratamento com DEX promoveu aumento nos niveis
insulinémicos de jejum (aumento de 20- e 18-vezes em SD e TD vs SC e TC,
respectivamente; n = 5; P < 0.05. TABELA 3). Hiperinsulinemia de jejum e aumento da
funcdo secretéria em ilhotas pancredticas isoladas sdo condigdes frequententemente
associadas a resisténcia periférica a insulina, constituindo um mecanismo compensatorio,

em geral suficiente, para a manutencdo da normoglicemia (BARBERA et al., 2001; AHREN
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& PACINI, 2005). Durante a resisténcia a insulina, o aumento na secrecdo de insulina é
possibilitado, in vivo, pelo aumento na massa de células  pancreaticas. Dados prévios de
nosso grupo de pesquisa demonstraram que ratos tratados com DEX exibem aumento da
massa de células B pancreaticas por hipertrofia, além de aumento na taxa proliferativa
dessas células (RAFACHO et al., 2008). Além disso, também demonstramos previamente
que o aumento, induzido por DEX, na capacidade secretéria de ilhotas pancredticas isoladas
estd associado a diversos fatores, como o aumento na fun¢do mitocondrial, sinalizacdo do
Ca’* e atividade da PLC/PKC, bem como com alteracdes em eventos exocitoticos nesse
tecido (RAFACHO et al., 2010).

O treinamento fisico foi capaz de aumentar a secre¢do de insulina estimulada por
glicose (11.1mM) tanto em ratos TC quanto em ratos TD em relagdo aos respectivos grupos
sedentdrios (aumento de 2.3- e 1.3-vezes em TC e TD vs SC e SD, respectivamente; n = 12,
P < 0.05. FIGURA 11). Existem poucos estudos na literatura que analisam a fungdo
pancredtica enddécrina em modelos de treinamento fisico sendo esses estudos, em sua
maioria, analises indiretas da secrecdo de insulina “in vivo”, através da quantificacao dos
niveis séricos de insulina ou através de clamp hiperglicémico. Entre esses estudos, Choi e
colaboradores (2006) demonstraram que o treinamento fisico foi capaz de aumentar a
funcdo e massa de células B pancreaticas em ratos com diabetes induzido por
pancreatectomia, gragas ao aumento da expressao e fosforilacio do IRS2 aumentando, dessa
forma, a sinalizagdo da via da insulina/IGF-1 nesse tecido. Além disso, em humanos com
diabetes tipo 2 o exercicio fisico regular também proporcionou melhora na resposta
secretdria insulinica a hiperglicemia, o que sugere efeitos diretos do exercicio na func¢io do

pancreas endécrino (KIRALY et al., 2007).
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Resultados referentes a experimentos in vitro de secre¢do de insulina utilizando
ilhotas isoladas de ratos treinados sao mais escassos na literatura. Entre esses poucos
estudos, Lamontagne e colaboradores (2007) demonstraram inalteracio nos niveis de
insulina secretados por ilhotas isoladas de ratas treinadas, para todas as concentragdes de
glicose analisadas (3, 8 ou 16 mM), o que ndo estd em acordo com o resultado obtido no
presente trabalho. Os mecanismos envolvidos com essas diferencas observadas entre os 2
estudos in vitro ndo foram esclarecidos, mas podem ter ocorrido por varia¢des no tipo de
animal e protocolo de treinamento fisico utilizados (protocolo utilizado por Lamontagne e
colaboradores (2007): ratas fémeas da linhagem Sprague-Dawley, treinadas em esteira
ergométrica durante 90 minutos/dia, 4 dias/semana, na intensidade de 25m/min durante 10
semanas). Além disso, um possivel mecanismo envolvido com esse aumento na capacidade
secretoria das ilhotas dos ratos treinados, seria o aumento da sinalizacdo da via da
insulina/IGF-1 nesse tecido uma vez que, diversos estudos recentes, tem sugerido um papel
positivo para a insulina sobre sua propria biossintese e secrecao (revisado por LEIBIGER et
al., 2008). Como dito anteriormente, Choi e colaboradores (2006) observaram aumento,
induzido pelo treinamento fisico, na sinalizagao da via da isulina/IGF-1 em ilhotas de ratos
treinados. Sendo assim, € possivel supor que o aumento na fungio secretoria das ilhotas
pancredticas dos ratos treinados, observado no presente trabalho, esteja relacionado ao
aumento na sinalizagdo insulinica nesse tecido. Independentemente dos mecanismos
envolvidos, o aumento na capacidade de secrecdo de insulina, associado ao aumento na
sensibilidade periférica a insulina proporcionados pelo treinamento fisico em ratos TD,
certamente foram fundamentais para a redugcdo nos niveis glicémicos de jejum nesses

animais em relacdo aos niveis observados para os ratos SD.
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Reducdo no conteddo total de insulina em ilhotas de ratos tratados com DEX
(reducao de 50% para SD e TD vs SC e TC, respectivamente; n = 10; P < 0.05) e aumento
do mesmo parametro em ilhotas de ratos treinados (aumento de 93% para TC vs SC; n =
10; P < 0.05. FIGURA 12) também foram achados interessantes do atual trabalho.
Diminuicdo na expressio do mRNA da insulina (GOODMAN et al, 1996) e/ou
desestabilizacio do mRNA da insulina (PHILIPPE & MISSOTTEN, 1990) sao
mecanismos jd propostos para explicar o efeito inibitério da dexametasona sobre a
biossintese de insulina levando, dessa forma, a reducdo no contetdo total de isulina intra-
ilhota (JEONG et al., 2001). A reducao no contetido total de insulina é uma caracteristica
frequentemente observada em ilhotas pancreéticas de individuos diabéticos e que, em geral,
estd associada com a deterioracdo da funcao das células  pancredticas nesses individuos
(WEIR et al., 2001). Diversas alteracdes estruturais e funcionais ocorrem nas células
pancredticas durante a progressao de um estado pré-diabético para o diabetes. Entretanto,
estabelecer limites entre as diferentes fases de progressdo para o diabetes é tarefa complexa.
Como a secrecao de insulina mostrou-se ainda preservada nos ratos tratados com DEX no
presente trabalho, a reducdo observada no conteido total de insulina intra-ilhota nesses
animais pode indicar-nos que eles se encontram num estdgio intermedidrio entre o pré-
diabetes, em que predomina o aumento da producdo de insulina e hiperinsulinemia
compensatoria a resisténcia periférica a insulina, e o diabetes propriamente dito, onde hd
reducdo da producdo e secrecdo de insulina estimulada por glicose. J4 o aumento observado
no conteudo total de insulina em ilhotas de ratos ndo foi completamente compreendido,
uma vez que Koranyi e colaboradores (1991) demonstraram reducdo no conteudo de
mRNA da pré-insulina em ratas submetidas ao treinamento fisico, o que deve contribuir

para a reducao no conteudo total de insulina nesses animais. Mais uma vez o tipo de animal
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e o protocolo de treinamento fisico utilizados no estudo conduzido por Koranyi e
colaboradores (1991) foram diferentes dos utilizados no presente estudo, o que pode estar
relacionado com as diferencas observadas nos resultados dos 2 estudos. Entretanto, seriam
necessdrias andlises morfolégicas e funcionais adicionais para desvendar os mecanismos
precisos envolvidos com essas alteracdes observadas e seus possiveis papéis na fisiologia
do pancreas enddcrino nessa condi¢cdo. Independentemente dos mecanismos envolvidos o
fato é que, em condicdes patologicas onde a homeostase glicémica € negativamente
alterada, como ocorre em individuos com resisténcia periférica a insulina e/ou diabetes,
intervencgdes capazes de aumentar a funcionalidade das células [ pancreaticas poderiam
auxiliar na prevencdo da hiperglicemia, ou pelo menos amenizar os niveis glicémicos
nessas condigdes.

Iniciando as andlises dos parametros ralacionados ao estado redox das ilhotas
pancredticas no modelo utilizado, o primeiro dado interessante observado foi o aumento nos
niveis intracelulares de EROs em ilhotas pancredticas de ratos tratados com DEX em
relacdo aos respectivos controles (em 2.8 mM de glicose: niveis 1.3- e 1.6-vezes maiores
para SD e TD vs SC e TC, respectivamente; em 22 mM de glicose: niveis 1.1- e 2.7-vezes
maiores para SD e TD vs SC e TC, respectivamente; n = 10, P < 0.05). Além disso, o
treinamento fisico foi capaz de reduzir significativamente os niveis de EROs em ilhotas de
ratos treinados em relagdo aos valores observados em ilhotas de ratos sedentérios (em 2.8
mM de glicose: reducdo de 43% e 27% em TC e TD vs SC e SD, respectivamente; em 22
mM de glicose: reducdo de 69% e 27% em TC e TD vs SC e SD, respectivamente; n = 10, P
< 0.05. FIGURA 13). No experimento as ilhotas pancredticas foram incubadas em duas
concentragdes distintas de glicose, 2.8mM e 22mM, para que fosse possivel avaliar os niveis

intracelulares de EROs em diferentes condi¢cdes metabdlicas (baixo e alto metabolismo,
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respectivamente). Interessantemente, os niveis de EROs observados foram maiores em 2,8
em relagdo a 22mM de glicose. De acordo com dados extraidos da literatura, esse fato deve
ter ocorrido, provavelmente, devido ao efeito muito mais téxico e indutor de estresse
oxidativo exercido por concentragdes extremamente baixas de glicose, em comparagdo com
altas concentragdes de glicose, sobre as células B pancredticas (MARTENS et al., 2005;
HOU et al., 2008; JONAS et al., 2009).

O aumento nos niveis de EROs induzido pelo tratamento com DEX nas ilhotas
pancredticas analisadas € um resultado que estd em acordo com dados prévios de nosso
grupo, que demonstraram aumento nos niveis de EROs em células produtoras de insulina
RINmMSF cultivadas com DEX por 3 dias (ROMA, 2008; ROMA et al., 2009), e também
com resultados de outros grupos que demonstraram aumento nos niveis de EROs em tecidos
distintos, como em adip6citos 3T3-L1 cultivados com DEX (HOUSTIS et al., 2006) e em
células de hipocampo cultivadas com DEX (YOU et al., 2009).

A presenga de um sistema antioxidante eficaz ¢ uma importante ferramenta de
defesa intracelular contra os efeitos prejudiciais causados pelo aumento nos niveis de EROs.
Isso porque os antioxidantes, enzimaticos ou nao enzimdticos, sdo responsdveis pelo
sequestro e conversdo dessas EROs a espécies ndo reativas ou menos reativas exercendo,
dessa forma, efeito protetor para possiveis alvos biolégicos intracelulares, como proteinas,
lipidios de membrana e acidos nucléicos (EVANS et al., 2002; KOHEN & NYSKA, 2002).
Sendo assim, alteracdes no grau de expressdao e/ou atividade de importantes enzimas
antioxidantes como a Superoxido Dismutase (SOD), Catalase (CAT) e Glutationa
Peroxidase (GPx) poderiam explicar, pelo menos em parte, as alteracOes negativas
promovidas pela DEX e/ou as alteracOes positivas promovidas pelo treinamento fisico no

balanco redox das ilhotas pancreaticas analisadas.
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Nos grupos tratados com DEX observou-se, na maioria das vezes, aumento na
expressdo génica das enzimas antioxidantes anteriormente citadas (para a isoforma
mitocondrial MnSOD: aumento significativo de 1.9-vezes em SD vs SC, n = 4, P < 0.05
FIGURA 14, e aumento nio significativo de 1.4-vezes em TD vs TC, n=4, P > 0.05; para
a isoforma citosolica Cu/ZnSOD: aumento de 3- e 3.7-vezes em SD e TD vs SC e TC,
respectivamente, n = 4, P < 0.05 FIGURA 15; para CAT: aumento de 1.4-vezes em TD vs
TC, n=4, P <0.05 FIGURA 17; e para GPx: aumento de 2.6- e 3.2-vezes para SD e TD
vs SC e TC, respectivamente; n = 4, P < 0.05 FIGURA 19). Esse resultado pode ter
ocorrido por efeito direto da dexametasona sobre a transcri¢do génica dessas enzimas
antioxidantes, ji que muitos dos efeitos dos glicocorticdides sobre suas células-alvo sdo
mediados através de alteracdes na transcricdo de genes especificos. Entretanto, ja foi
relatado a ocorréncia de aumento, induzido por hiperglicemia, na expressdo gé€nica de
enzimas antioxidantes em ilhotas pancredticas de ratos com diabetes induzido por
pancreatectomia (LAYBUTT et al., 2002). Como os ratos tratados com DEX, utilizados no
presente trabalho, tornaram-se hiperglicémicos, um possivel efeito direto da hiperglicemia
no aumento da expressdo gé€nica das enzimas antioxidantes analisada ndo pode ser
descartado.

Os niveis protéicos das enzimas antioxidantes Cu/ZnSOD e GPx (FIGURA 16 e
FIGURA 20, respectivamente) ndo revelaram o mesmo padrdo observado para a expressao
génica das mesmas, mantendo-se inalterados entre os grupos. Ogawa e colaboradores
(1992) trabalhando com ratos diabéticos induzidos por DEX, demonstraram aumento
substancial nos niveis de mRNA para o transportador de glicose GLUT-2 em células f
pancredticas, acompanhado por reducdo nos niveis protéicos deste referido transportador.

Segundo os autores deste trabalho, os mecanismos envolvidos com essas diferengas entre
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expressdo génica e protéica podem incluir o bloqueio do processo de traducdo ou o
aumento da taxa de degradacdo da proteina GLUT-2, ambos induzidos pelo glicocorticéide.
Corroborando com essa idéia, Gremlich e colaboradores (1997) mostraram que a taxa de
traducdo do GLUT-2 é minimamente afetada pela dexametasona, mas que a meia-vida do
transportador € diminuida em 50%, indicando que o glicocorticbide deve ativar um
mecanismo de degradacdo pds-traducional. Outro mecanismo possivel e ja proposto, seria a
desestabilizacdo dos mRNAs por acdo da DEX, o que provocaria reducdo na sintese
protéica e nos niveis de proteina observados (PHILIPPE et al., 1990). Sendo assim, como
no presente trabalho o aumento nos niveis d¢ mRNA da Cu/ZnSOD e GPx em ilhotas de
ratos tratados com DEX ndo foram acompanhado por aumento equivalente nos niveis
protéicos dessas enzimas, € possivel que algum dos mecanismos pds-transcricionais ou pds-
traducionais relacionados acima estejam sendo induzidos pelo tratamento com o
glicocorticoide nas ilhotas pancredticas desses ratos analisados.

Células B pancreaticas sdo extremamente vulneraveis aos aumentos nos niveis
intracelulares de EROs, uma vez que essas células apresentam baixa expressao e atividade
de enzimas antioxidantes em relacdo ao observado para outros tecidos (LENZEN et al.,
1996; TIEDGE et al., 1997). Hoje em dia sabe-se que o estresse oxidativo, gerado por
hiperglicemia cronica, € um dos responsdveis pela deterioracdo da funcdo e perda de massa
de células B pancredticas durante a progressdo do diabetes. Sendo assim, intervencdes
capazes de melhorar a capacidade antioxidante de células B pancredticas poderiam ser
benéficas por aumentar a resisténcia dessas células ao estresse oxidativo, o que poderia
prevenir, ou pelo menos atrasar, a perda de fungdo e massa de células B pancreaticas nessa
condi¢do patoldgica. O treinamento fisico de intensidade moderada é uma das ferramentas

utilizadas com o intuito de aumentar a resisténcia ao estresse oxidativo, principalmente nos
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musculos ativos durante o exercicio. Apenas um trabalho encontrado na literatura associa
os efeitos do treinamento fisico moderado sobre a capacidade antioxidante do pancreas
enddcrino em ratos diabéticos. Nesse estudo, dirigido por Coskun e colaboradores (2006),
foi observado aumento na atividade das enzimas antioxidantes SOD, CAT e GPx em
homogenado de pancreas de ratos com diabetes tipo 1 treinados em relacdo aos nao
treinados. Em nosso trabalho, também observamos efeito positivo do treinamento fisico
sobre o sistema antioxidante das ilhotas pancredticas analisadas por aumento nos niveis
protéicos da enzima catalase (aumento de 1.5- e 1.6-vezes para TC e TD vs SC e SD,
respectivamente; n = 6, P < 0.05 FIGURA 18). A catalase ¢ uma enzima antioxidante
capaz de remover o H;O; intracelular formado por dismutagdo dos O,. Como a sonda
DCFH-DA utilizada no presente trabalho para a andlise da producdo intracelular de EROs é
mais especificamente oxidada por H,O; (revisado por SILVEIRA, 2004), é possivel supor
que o aumento nos niveis protéicos da CAT em ilhotas pancredticas de ratos treinados tenha
contribuido, pelo menos em parte, para a redu¢dao nos niveis de EROs observada nessas
ilhotas.

O H;0; ndo € considerado uma espécie muito reativa, entretanto pode ser citotoxico
em concentracoes micromolares. Devido ao seu elevado K, a catalase € a enzima
responsavel pela remocdo de H,O, quando este estd presente em altas concentragdes
intracelulares. Como a expressdo da catalase em células B pancreaticas ¢ extremamente
baixa (LENZEN et al., 1996; TIEDGE et al., 1997), isso lhes confere especial sensibilidade
a niveis intracelulares elevados de H,O,. Dados anteriores obtidos por nosso grupo de
pesquisa demonstraram, através da superexpressdo da catalase em células produtoras de
insulina RINmSF, a importincia dessa enzima antioxidante para a protecdo dessas células

contra o estresse oxidativo induzido por DEX (ROMA et al., 2009). Por ter sido capaz de
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aumentar a expressdo da catalase em ilhotas pancredticas, o treinamento fisico pode ser
considerado como uma importante intervengdo protetora do pancreas enddcrino contra o
estresse oxidativo.

Além de modular a capacidade antioxidante, € preciso levar em conta que outros
mecanismos também podem estar envolvidos com a reducdo, induzida pelo treinamento
fisico, nos niveis de EROs em ilhotas pancréticas de ratos treinados. Um mecanismo
possivel, mas ndo avaliado no presente trabalho, seria a reducdo na expressdao e/ou
atividade da NADPH oxidase nesse tecido. A NADPH oxidase € um complexo enzimatico
presente em diversos tipos celulares, incluindo células B pancreaticas. Este complexo esta
associado a membrana plasmadtica e é responsavel pela redugao de O, a O, usando NADPH
como doador de elétrons (INOGUCHI et al., 2000; MORGAN et al., 2007). Alguns estudos
ja demonstraram o efeito modulatério do treinamento fisico sobre a expressdo e atividade
da NADPH oxidase em diversos tecidos. Entre esses estudos, Zanchi e colabobadores
(2008) mostraram reducao na atividade da NADPH oxidase em aorta toracida de ratos apds
treinamento fisico moderado durante 11 semanas. Sakurai e colaboradores (2009)
demonstraram, ainda, reducdo na expressio da NADPH oxidase (NOX-2) em tecido
adiposo de ratos apOs treinamento fisico durante 9 semanas, o que contribuiu para a
reducdo do estresse oxidativo nesse tecido. Sendo assim, o treinamento fisico também
poderia exercer efeito negativo sobre a expressdo e/ou atividade da NADPH oxidase em
outros tecidos como, por exemplo, em ilhotas pancredticas, o que contribuiria para a
reducdo nos niveis de EROs formados nesses tecidos. Ainda com relacdo ao papel da
NADPH oxidase na produc¢do intracelular de EROs, alguns estudos tem mostrado que o
aumento do estresse oxidativo induzido por DEX, pode se dar por aumento na expressao

da NADPH oxidase. Entre esses estudos, You e colaboradores (2009) demonstraram
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aumento nos niveis intracelulares de EROs e na expressao do mRNA da NADPH oxidase
em células de hipocampo cultivadas em presenca de DEX. Outro estudo demonstrou
aumento nos niveis intracelulares de EROs, induzido por DEX, em células endoteliais de
veia umbilical humana (HUVECS), efeito evitado pelo uso de inibidor da NADPH oxidase
em cultura dessas células com DEX (IUCHI et al., 2003). Sendo assim, € possivel que o
aumento observado no presente trabalho nos niveis de EROs em ilhotas pancredticas de
ratos tratados com DEX, possa ter ocorrido por efeito direto do glicocorticdide no aumento
da expressao da NADPH oxidase nesse tecido.

A capacidade antioxidante total sérica (TAC) também foi avaliada no presente
estudo nos quatro grupos experimentais (FIGURA 21). Esse parametro refere-se a atividade
antioxidante combinada de todos os constituintes do soro, incluindo vitaminas, proteinas,
lipideos, glutationa, dcido drico, etc. Aumento significativo na TAC sérica foi observada
apenas no grupo TD vs SD (aumento de 1.3-vezes; n =5, P < (0.05), e apenas uma tendéncia
a aumento no grupo TC vs SC (aumento ndo significativo; n = 5, P > 0.05). O aumento na
TAC sérica, induzido por treinamento fisico, também foi observado por outros autores
(CHILD et al., 1998; SCHNEIDER et al., 2005) e, segundo esses autores, deve ter ocorrido
gragcas a uma maior liberacdo de substincias antioxidantes durante o exercicio, entre elas o
acido urico (MASTALOUDIS et al., 2001).

Os dados obtidos no presente trabalho nos permitiram comprovar o efeito
diabetogénico da dexametasona administrada de forma cronica e em altas doses em ratos,
promovendo a instalacdo de um quadro de resisténcia periférica a insulina, dislipidemia,
hiperglicemia e hiperinsulinemia de jejum, além de promover aumento significativo nos
niveis de EROs em ilhotas pancredticas. Além disso, o treinamento fisico moderado,

realizado previamente ao tratamento dos animais com solucdo fisiolégica ou DEX,
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monstrou ter efeito positivo sobre diversos pardmetros como, por exemplo, prevenindo a
resisténcia a insulina induzida pelo tratamento com o glicocorticdide, aumentando a
sensibilidade das ilhotas pancredticas frente ao estimulo por glicose, reduzindo os niveis
glicémicos de jejum dos ratos tratados com DEX, além de aumentar os niveis protéicos da
enzima antioxidante catalase e reduzir os niveis de EROs em ilhotas pancredticas. Sendo
assim, o treinamento fisico mostrou ser uma intervencdo capaz ndo s6 de evitar o
surgimento de disfun¢cdes metabdlicas que, em conjunto, poderiam contribuir para a
progressdo do estigio de pré-diabetes para o diabetes, mas também de aumentar a
resisténcia das ilhotas pacredticas ao estresse oxidativo. Prevenir, ou pelo menos reduzir o
estresse oxidativo em ilhotas pancredticas no estagio pré-diabético € uma estratégia que

poderia atrasar a deterioracdo da funcdo e/ou a perda de massa de células [ pancredticas,

caracteristicas observadas durante a progressao para o diabetes tipo 2.
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CONCLUSOES

Animais submetidos ao treinamento fisico

O exercicio fisico aerdrio cronico de intensidade moderada foi capaz de aumentar o
contetdo total de insulina e a capacidade secretéria de ilhotas pancredticas isoladas
frente ao estimulo por glicose (11.1mM). Os mecanismos exatos envolvidos com
estas alteracdes ndo foram esclarecidos, mas podem envolver o aumento da
sinalizagdo insulinica nas ilhotas pancredticas desses animais;

Foi observada reducdo significativa nos niveis de EROs nas ilhotas pancredticas
desses animais. Essa reducdo deve ter ocorrido, pelo menos em parte, por aumento na
degradacdo de H,O, ja que a enzima catalase, responsavel por essa degradacao, teve
seus niveis protéicos aumentados pelo treinamento fisico nesse tecido. Redugdo na
expressdao e/ou atividade da NADPH oxidase também poderia estar associada a

redu¢do nos niveis de EROs nessas ilhotas;

Animais tratados com dexametasona

A administracdo de altas doses de DEX em ratos (1mg/kg de peso corporeo,
intraperitonealmente, durante 5 dias consecutivos) foi capaz de induzir resisténcia
periférica a insulina (RI) e hiperglicemia de jejum nesses animais. A hiperglicemia de
jejum deve ter ocorrido em decorréncia do aumento na resisténcia a insulina nesses
animais, o que reduz a captagdo periférica de glicose, mas também por aumento da
producdo hepdtica de glicose, ja& que os glicocorticoides estimulam o processo

gliconeogénico;
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. Foram observados hiperinsulinemia de jejum e aumento na capacidade secretdria de
ilhotas pancredticas isoladas frente ao estimulo por glicose (2.8 e 11.1mM). Essas
caracteristicas sdo frequentemente observadas em modelos de resisténcia a insulina, e
devem ocorrer como mecanismo compensatorio a reducdo na acdo da insulina sobre
seus tecidos-alvo;

. Os niveis de EROs foram aumentados em ilhotas pancredticas pelo tratamento com
DEX. Um possivel aumento na expressaio da NADPH oxidase poderia explicar o

efeito direto da DEX no aumento dos niveis de EROs nesse tecido;

Animais submetidos ao treinamento fisico e tratamento com dexametasona

. O treinamento fisico foi capaz de prevenir a instalacdo de RI em ratos tratados com
DEX, o que deve ter contribuido para a ocorréncia de niveis glicémicos de jejum mais
baixos nesses ratos em relagdo aos ratos SD. Entretanto, o treinamento fisico ndo foi
capaz de normalizar os niveis glicémicos de jejum nesses animais, provavelmente por
prevalecer o efeito gliconeogénico imposto pelo tratamento com DEX;

. Semelhante ao observado para ratos SD, esses ratos exibiram hiperinsulinemia de
jejum e aumento na capacidade secretoria insulinica de ilhotas pancredticas isoladas
frente ao estimulo por glicose (2.8 € 11.1mM). Em 11.1mM de glicose, o treinamento
fisico proporcionou aumento ainda maior na secre¢do de insulina nos ratos tratados
com DEX em relagdo ao observado para ratos SD;

. O treinamento fisico foi capaz de reduzir os niveis de EROs em ilhotas pancredticas

de ratos tratados com DEX em relagdo ao observado para ratos SD. Esse efeito
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também deve estar relacionado ao aumento nos niveis protéicos da enzima catalase

nas ilhotas desses animais;

Em conclusido, a prética de atividade fisica regular mostrou ser uma interven¢do capaz
de melhorar a homeostase glicEmica, bem como de aumentar a resisténcia das ilhotas
pancredticas ao estresse oxidativo. Esse ultimo efeito, em particular, deve ser benéfico para
individuos pré-diabéticos, evitando a deterioracdo da fung¢do e apoptose de células B

pancredticas, caracteristicas marcantes durante a progressao para o diabetes.
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Certificamos que o Protocolo n® 1502-1, sobre "Investigacdo dos possiveis

efeitos preventivos do exercicio fisico sobre o estresse oxidativo em ilhotas

pancreaticas de ratos tratados com dexametasona", sob a responsabilidade

de Prof. Dr. José Roberto Bosqueiro / Julia Laura Fernandes Abrantes, esta

de acordo com os Principios Eticos na Experimentagdo Animal adotados pelo
Colegio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA), tendo sido aprovado pela
Comissao de Etica na Experimentagdo Animal — CEEA/Unicamp em 25 de maio
de 2008.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n® 1502-1, entitled " =
is in agreement with the Ethical Principles for Animal Research established by the

Brazilian College for Animal Experimentation (COBEA). This project was approved
by the institutional Committee for Ethics in Animal Research (State University of

Campinas - Unicamp) on May 25, 2008.
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