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RESUMO

Introdugéo: O armazenamenie-e a mobilizacie- das reservas erergéticas podem ser
afeladas por muitos fatores, tais como: exercicic & doencgas. O treinamento promove
adaptagbes que melhoramr a- wiilizaclo das reservas metabdlicas e preserva o
armazenamento de glicogénio no figado e nos masculos. Doencas, como diabeles
diminui- & habilidade do-organismo-em manter e-armazenamente- de-glicegénie- Em
estudos anteriores, nos mostramos que o exercicio regular e a droga anti-
hiperglicemianie, metformineg; trouxerar-beneficios-a ratos diabdticos-

Objetivo: Dessa forma, o objetivo deste trabalho € estudar os sfeitos do treinamento e
da metferming, uma droge- anti-hiperglicemiante sebre a insuling plasmatica—e 08
parametros metabolicos (glicemia, acidos graxos livres, triglicerideos e glicogénio) de
ratos diabéticos.

Método: Antes de receberem a injeg&o de aloxana (40mg/kg peso corpéreo), os ratos
foram-adaptados & natagio(+ 28° €} Osratos-dosgrupos Treinado DiabetesFByn =
8, Treinado Diabetes Metformina- (TDM); n = 6; Treinado (T, nr= 5 e Tre‘rﬁado
Metformina (TM), n = 4 foram treinados durante 20 sessfes de natacéo de 30 minutos,
5 vezes por semana, com repeuse-de-2 dias: Os-grupos-controle- Sedentario{S). n = 8,
Sedentario Metformina (SM), n = 8, Sedentario Diabetes (SD), n = 6; Sedentario
Diabetes Metformina (SBMj); r-= 8- foram- apenas- manipulades. Os rates- tratados
receberam metformina (M) ad fibitum na agua de beber (5.6 ug/ml) e o volume de égua
foi- medida para estimar a-quantidade -ingerida: Apés 28 dias -de-tratamente- amosiras
de sangue foram coletadas apos 30-45 min de efeito da anestesia (pentobarbital, 40
mglkg peso-corporeo, i.p-}para-medir gliceria-{mgfdL), acidos graxes-livres-{mMel/L) e
triglicerideos (mg/dL). Insulina plasmatica (ng/mL) foi determinada para confirmar o
estado-diabetico. Amostras de-figade; sélee; gastrocnémio e ventrieuto-foram-coletadas
para medir o glicogénio (mg/100 mg). Os dados foram apresentados como média +
SEM e-as diferencas foram-censideradas-come-significativas quande-os valores-de P
foram menores que 0,05



Resultados: O tratamento com mefformina diminuiu a glicemia no grupo SD, sem
alterar a insuling plasmética. A -metformina também-aumentou- o- armazenamento de
glicogénio no figado e nos mulsculos sélec e gastrocnémic em ratos dos grupos
fratados corr metformina;-Sh-e-SBM: O treinamente; per se; aumentou &giécag;énio
hepatico e muscular em ambos grupos T e TD. Este aumenic estd relacionado ao
aumento da captacdo de-ghcose pelas células

musculares; que-por sua vez-ativa a

hexoquinase e fosfofrutoguinase, resultandoe em aumento de glicogénio (BROOKS,

1998;  KOVAL et al, 1898} A asseciagdo metformina e treinamente aumentou o

armazenamento de glicogénio apenas no figado e sdleo.
O mecanismo de-acdo-dam

gue a metformina diminui & lipdlise em células do tecide adiposo, contribuindo para
corrigir © balango entre- ghicose-e-acidos graxos (Ciclo de Rendie}-em- diabéticos
(PERRIELO et al., 1994). Estes autores sugerem que a diminuicdo da saida de 4cidos
graxos- livres do tecide- adipose contribuem para- o efeito anti-hiperglicémice da
metformina. Nossos resultados podem ser interpretado dessa forma devido a
reconhecida acao inibidora-da-metformina-sobre-a-lipdlise, bem-come sobre-os-njveis
de triglicerideos plasmaticos, como verificado em ratos dos grupos S e SD. No gfupo
TDM os- niveis de acidos- graxos- livres-diminuiram- & metade;- porém,; continuando
superiores aos do que o grupo S.

Nossos resultados- sugerem- que - a- asseciacde metformina-exercicio- reguiar
melhorou o controle glicémico e o perfil lipidico, preservando, também, ¢ glicogénio no
figado-e muscular de ratos-diabétices, porém; com peuco efeitc-em-relacio-aos grupos
apenas fratados com metformina. -



ABSTRACT

introduction: Storage and mobilization of fuel reserves is- affected-by-many fasiors,
such as, exercise and diseases. So, fraining adapiation improves the ulilization of
metabolic reserves and preserves-the glyceger content in liver- and-muscles: Gn the
other hand, diabetes decreases the glycogen stores in many tissues. In previous work,
we have shown that regular exercise-and-the-anti-hyperglycemie drug, metformin (M)
were beneficial to diabetic rats.

Ajmy For that-reasons, this-work-study the-effects-of fraining and-of metformin
hypergiycemic drug, on plasmatic insulin and some metabolic parameters such as
glucose, free fatty acids, trigiyceride

-ar-anti-

3

_ glyesgen-in diabelic rats:

Methods: Before made diabetics by alloxan (40 mg/kg body weigh), rats were adapted
to swimming (= 28° C). The groups: Frained {F); r="5,; Frained-Metformin(TM); n=4,
Trained Diabetes (TD), = 6; Frained-Diabetes-MeHformin, (TDM); A= 6; were-trained
during 20 swimming sessions with 30 min duration, 5 times a week, resting 2 days. The
control-groups: Sedentary (S}, n=6; Sedentary- Metformin-(SM); n- = 6; Sedentary
Diabetes (SD), n = € and Sedentary Diabetes Metformin (SDM), n = 8 were
manipulated, only. Treated rats-received-metformin-ad fibifum in-the- drirking-water-(5.6
ug/ml}). The amount of metformin taken was estimated by measuring the volume of
water intake. After 28 days treatments; sampies of blood were collected-30-45-min- after
anesthesia (Pentobarbital, 40 mg/kg of body weigh, i.p.) for the measuremenis of
giycemia {mg/dL), free fatty acids-{mMol/L)-and-triglycerides {mgfdL)- Plasmatic insulin
(ng/imL), was measured to confirm the diabetic state. Samples of liver, soleus,
gastrocnemius and ventricle-were-collected-to-measure the glycogen content (mg/100
mg). Data are presented as mean + SEM and the differences were regarded as
significant for P values betow 0,05.

Results: The treatment with- metformin decreased glycemia in SDB- group, but did not
alter plasmatic insulin. Metformin, also increased glycogen storage in liver and in soleus
muscies- of groups SM and- DM- and gastrocnemius- muscle-of groups DM: Per se



training increased hepatic and muscular glycogen in both, T and TD groups. This
increase is related 1o the increased-uptake of glucose by the muscle eelis-that increases
hexokinase and fosfofrutokinase activation resulting in increase of glycogen synthase
into muscle (BROOKS, 1998; KOVAL et al, 1998

Notwithstanding, when this rats were treated by metformin, the glycogen siorage
increased in liver and soleus muscle; only.

The mechanism of action of metformin are unknown. However, it is known, that
metformin decreases lipolysis-in-adipocytes, which-certainly contribuies for the-reesvery
of the equilibrium between glucose and free fatty acids in blood (Randle cycle)
(PERRIELLO et al, 1894): This authors suggest that-the reduction of free-fatty-acids
outflow from adipose fissue contributes to the anti-hypergiycemic effect of metformin.
Cur resulis could be interpreted-in-this way-because-metformin- -prebably. through its
inhibition of lipolysis decrease free fatty acids in blood, as well as, plasmatic
triglycerides-in groups SMrand SBM: In the-trained diabetic rats which-were treated with
metformin the levels of free fatty acids were further decreased vet, still higher than in
the control group.

Our results suggest-that-the-association metformin-regular exercise improved the
glycemic control and the lipid profile, alsc preserving the liver and muscle glycogen
storage of diabetic rats, but-is-few inrelation to the-group oniy treated-metformin:
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1.1 APRESENTACAO

A biossintese de glicogénio no figado e mdsculos tem sido associada ao estado
nutricional- do organismo, atividade fisica e as concentracdes de hormdnios, eomo
insulina; glucagon, catecolaminas e glicocorticdides (KRISMAN & BARRENGO, 1975
SMYTHE & COHEN, 1991).

O padrao metabdlico de um individuo pode ser afetado pelo tipo, intensidagde e
duragéo do exercicio, promovendo utilizacie diferenciada de reservas energéticas
(BROOKS & FAHEY, 1985, HOLLOZZY & KOHRT, 1998), afetando os niveis
circutantes de glicose, trighicerideos e écides graxos livres, podendo trazer benefici
saude. Assim, os efeitos do exercicio fisico bem programado contribuem para reduzir
os:riscos-de doengas cardiovascutares. Sabe-se que. o exercicio fisico é responsavel
por alteragbes. metabdlicas; afravés- do aumento do ndmerc de- mitocdndrias, da
atividade. oxidativa, dos nivels de enzimas envolvidas na sintese de ATP e,
consequentiemente, estimulande o metabolismo de carboidratos e acidos graxos.
Assim; methora o controle de-glicose e dus lipideos circulantes; o-que é benéfico para
os portadores de diabetes mellitus (BROOKS, 1998 FELIG et al, 1987; STANLEY &
CONNETT,1991; HOLLOSZY & KOHRT, 1996).

O diabetes mellitus & caracterizado pela auséncia ou. secreciio deficiente de
insulina ou- pela resisténcia periférica ao- hormbnio, afetandc o metabolismo de
carboidratos, de fipideos e de proteinas, resultando em hiperglicemia e glicostiria. Os
portadores-deste distlrbio metabélico podem desenvolver cetoacidose em virude de
grande mobilizacdo de glicose dos reservattrios: hepaticos e pelo aumento da lipolise
(SHEPHARD & ASTRAND, 1992).

G exercicio aerdbio é o mais indicado para portadores de doencas netabdicas,
cama o diabetes, por manter & normoglicemia, ndie aumentar os niveis de acide HEctico
e poerque aumenta as reservas de glicogénio nos tecidos (BROOKS & FAHEY, 1985
BERG, 1986). Alem disso, reduz. o peso corparal, adapts o sistema cardiovascular e 0
sistema neurovegeliativo € sirnuitanecamente, aumenia os niveis de -colesterol do tipo




HDL (SHEPHARD & ASTRAND, 1992). Todavia, a atividade fisica somente, pode ndo
ser suficiente para o controle ghicémico, podendo ser necessdrio associdda a
medicamentos para restabelecer completamente a normalidade glicémica.

tm dos-agentes. farmacoldgicos utilizado no tratamento-de diabéticos tipo 2 € a
metformina, & qual reduz a- glicemia sem provocar hipoglicemia {De FRONZD et al,
1991, BAILEY, 1892) e por isto € classificada como anti-hiperglicemiante. Os episddios
de hipoghicemia relatados com mefformina s&c muitec raros quando comparades: 20s
efeitos' de agentes que estimularmy a secregdo de insuling, como a"giibeﬁcta;_nida
{LALAU et al, 1995, CAMPBELL ef al. 1988).

Ao planeiarmos este trabalho, consideramos os efeitos benéficos. do exergicio
regular e da mefformina. sobre alguns parmetros metabdlicos. Em experimentos
preliminares- demonsiramos. gue o ftraleamento com metformina durante 10 dias
aumentou.o contetido de glicogénio hepéatico em ratos normais € a recuperacao parcial
destas reservas em ratos diabéticos (da SHVA & GONGALVES, 1994). Dando
continuidade & estes estudos, em nossa monografia (da SILVA, 1898) demonstramos
que a metformina modificou o perfil metabélico, tanto em ratos sedeﬂtéricssubfaeﬁdos
ao esiresse por exercivio (natagdo), quanto em ratos treinados, melhorando a
resisténcia ac-exercicio.

Considerando estes resultados, € possivel que a associacdo entre o exergicio
regular e ¢ tratamento: com metformina possa contribuir para methorar os parametros
metabollicos (glicose, triglicerideos, acidos graxos-livres) e aumentar as reservas de
glicogénio em musculos e no figado-de ratos diabsticos.



1.2 DIABETES

Mo diabetes meillitus; go-lado de um reduzido transporte de glicose nos lecidos
sensiveis. a insulina tambérm ha uma grande producdo de glicose pelo figado. Estas
anormalidades s&o decorrentes; principaln

enie, de insuficiente secreco de insulina
em resposta & glicose: efou insensibilidade tecidual & acdo da insulina (resisténcia a
insulina). As-causas do aparecimento de diabetes meliitus n&o s&o bem conhecidas. Ao
menos, uma predisposicdo € hereditaria. Foram reconhecidos dez diferentes tipos de
genes relacionados ao diabetes mellifus tipo 1, sendo que os mais importantes estao
situados nos cromossomos © e 11, onde estéo os genes responsaveis pela producio
de insulina (TODD, 1985) O disbetes meliitus também pode ser causade ‘por
destruigdo de células B por drogas ou por doengas de origem viral ou desenvolver-se
em decorréncias de desrutricdo ou gravidez Modermamente; classifica-se o diabetes
mellitus em dais tipos.

O tipo- 1 ou diabetes. mellitus dependerte de insulina -(IDDM), anteriormente
chamado diabetes juvenil, porque manifesta-se com maior fregii€ncia em criancas e
adolescentes-{em torno de 12 anos idade). Nos individuos portaderes de diabetes tipo
1 o pancreas produz pouca ou nenhuma insuling.. Esta é uma desordem autc-imune na
qual as células T ativadas- infiltram-se nas- hotas e provocam & destruicdo das células
8. O tratamento do diabgtico fipo 1 é feito principaimente através de injegies de
insulina e o controle do nimero e conteddo das refeices. O médico leva em conta a
sensibilidade de cada paciente aos efeitos da insulina (EMILIEN et al, 1999).

Os principais sintomas do diabetes tipo 1 s&o: aumento de micglo (freqiiéncia e
volume), aumentc da sede, perda de peso e cansago. Estes sintomas séo causados
peto-aumento de glicose no sangue & sua perda na urina. A perda de glicose e de agua
na urina resulta em desidratag@o, o que provoca sede. Em virtude do aumenfo do
metabolismo lipidico, parte dos sub produtos & convertida a cetonas. Se esta producio
for excessiva, havera aumento de acidez ne- plasma que serd eliminada na urinze no
ar expirado.




O diabetes do fipo 2 ou diabetes mellitus n&o dependente de insulina (NIDDM),
aparece mais freqientemente em individuos com mais de 40 anos e em obesos mais
jovens. Em geral, pode ser causada por diminuicdo da secrecdo de insuling por
diminuigo do ndmero de célufas B ou por diminuigdo da sensibilidade delas ou por
aumento da resisténcia periférica ao hormodnio (ex aumento de peso, diminuiclo da
atividade fisica).

No caso do diabetes tipo 2 ser causado por aumento. da resisténcia a insuling
uma das prioridades € diminuir a hiperglicemia. O objetivo principal € reduzir as
complicacfes micro- e macro-vasculares e, ao mesma tempo, reduzir a insulinemia. A
abordagem padrio tem sido exercicic & dietas: Estas sdo particularments plangiados
para facilitar a perda de peso em obesos. Quando estas praticas ndo sio suficientes
para baixar a glicemia, h& necessidade de- adicionar medicamentos & terapia: Agentes
orais como sulfoniluréias, metforming e acarbose, foram instituidas como monoterapias.
Recentemente, uma nova classe de medicamentos tornou-se disponivel, as tiazolidinas
(troglitazoria e rosiglitazona). Associagdes entre estas terapias’ com a finalidade de
obter proveitc de suas respectivas propriedades tem sido sugeridas para methorar ©
tratamento (BAILEY & TURNER, 1996).

A marnutencdo cronica da hiperglicemia e altas concentracfes de lipideos
{glicotoxicidade e lipotoxicidade} em diabéticos agravam o guadro de resisténeia 2
insulina; causando complicagbes

, entre elas, problemas cardiovasculares, como:
arteriosclerose, hiperiensde arferial e hiperlipoproteinemia. Cutras compilicactes do
diabetes s&o nefropatia, retinopatia; glaucorra, neuropatia e lesbes dermatologicas
{BODEN, 1897).

A hiperglicemia mantida causa a glicosilagdo nac-enzimatica das proteinas,; que
altera sua estrutura e funco, como a glicosilacdo de lipoproteinas de baixa densidade
(EDL), que ndc mais séo capazes de-se-ligarem aos receptores-de- LDL. A glicesilagdo
da hemogiobina € um processo continue dentro das hemécias e reflete a concentracio
de glicose a qual a célula esteve exposta duranie-sua vida (BENNETT & CECIL, 1997)
g por esta raz&o a hemoglcbirsr giicosilada € utitizada como um indicador doestado do
ciabético.



1.3 METFORMINA

A metformire € umerbiguanida, cujg formula estrutural &

NH- NH

QHQ\ % | l i

N — G~ NH— C— NHHCI

CHs

As- biguanidas, conhecidas de longa data, foram utilizadas no tratamento de
diabetes {48 em 1820 (DAWIS & GRANRNER

1296). Fenformin, a primeira a-ser
utilizada, foi retirada do mercado pois seu uso fol associado a celoacidese. Metfermina
temn sido utilizada a longo tempo para tratar do diabetes lipo 2 na Europa e mais
receniemente-no Brasil. Metformina fem sido-utilizada no tratamento do diabetes-ﬂﬁo 2,
sozinha ou- em: associacado cony outras drogas, pois melhora o controle glicémico e
lipidico em pacientes que ndio- respondem & dieta alimentar (De FRONZO &
GOODMAN, 1995 HOWLETT & BAILEY, 1998). Em contraste com as sulfoniluréias,
metformina promove a perda de peso do diabétice, ndo aumenta a secrecée deinsulina
e nao causa hipoglicemia. Conseguentemente metformina favorece a diminuicde da
resisténcia & insulina. Além disso, recentemente foi mostrado que ela também protege
contra - doengas cardiovasculares particularmente, em obesos, dislipidemices e
hipertensos (HOWLETT & BAILEY, 1999). Em conjunto, vérios efeitos da metformina
reduzem & glicemia: supressdo da saida de-glicose-hepatica, estimulacdo da eapi?géc
de glicose pelas céiulas musculares, estimulagdo do aumento do armazenamento de
glicogénio e inibicao da oxidacie de acidos graxos (RICCIO et af, 1891; STUMNOLL et
al, 1995; da SILVA , 1998, BAILEY, 1999).

G mecanismo de acdo da metformina é multifatorial, mas ainda ndo é
completamente conhecido. E sugerido gue metformina: pode ativar o mecanismo de
agao da insulina, aumentando a atividade do receptor de insulina levando a
translocacdo dos transporiadores de glicose GEUT4S para a membrana plasmatica dos



musculos esqgueiélicos (HOWLETT & BAILEY, 19939). Entretanto, a presenga de
insuling: & necessaria para que o efeito da mefformina se manifeste (BAILEY, 1995).
Nos musculos esqueléticos; tecido adiposo e figado a metforming aumenta a oxidacéo
de glicose e diminui a oxidacdo de acidos graxos livres. Entretanto, mefforminag talvez
possa tambem afetar a oxidagaoe de glicose-e scidos graxos livies em oufros tecidos,
inclusive nas células §. Estes efeitos s8o importantes o tratamento de diabéticos pois,
guando -0s. acidos graxos livres estfo em excesso, a oxidacio dé glicose diminui-{ciclo
de Randle}, principalmente pela inibicdo da atividade da piruvato desidrogenase
(PATANE et al., 2000},

Embora ainda haja conirovérsias, parsce aue a meHformina também -esté
associada: a modestas reducles

colesterol total e de lipoprofeinas de-baixa densidade (BAILEY, 1992).

Efeitos: colaterais foramy observados em 20% dos pacientes no  inicic do
tratamenio com mefforming, ncluindo: desconforto abdominal, sabor metélico,
nauseas, anorexia e diarréia. Segurido HERMANN; 1979 e SCARPELLO et af, 1988, a
diarréia pode refletir em distarbio na absorce de sais biliares. Apesar da répida
excrecao urinaria com meia- vida-plasmatica enire, 1.5 € 4,5-h (HOWLETT & BAILEY,
1989), ha unrpequeno risco de acidose lactica (0,1 caso por 100¢ pacientesfano}..Por
isso, esta-droga nao & recormendada a pacientes-com deficiéncias hepaticas e-renais.
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Na maioria dos vertebrados, a glicose é-convertida em piruvato na via glicolitica
e posteriormente oxidada a €0 & H0, ulilizando oxigénic molecular. Nos aisculos
brances (gasirocnémic) duranie a atividade muscular intensa (corrida de 100 metros),
quando o fornecimento de oxigénic n&o é suficiente para oxidar todo o piruvato, a
glicdlise anaerdhia € particularmente importante. Conseguentemente, os miuiscuios
utilizam parte do seu conteudo de glicogénio como combustivel aumentandc a
producdo de lactato que serd conwerlido em glicose pelo figado (LENINGHER et al,
1993).

Este processo tamben ocorre e musculos vermelhos. Mais recentemente; tem
sido reaigado que o lactato & uma Hnportante fonte de energia durante © jejum e a
atividade fisica prolongada. Ele transita rapidamente entre compartimentos feciduais
via transporte facilitado e também & convertido em glicose no. figado através do €iclo
de Cori (LENINGHER et al, 1993). Além da utilizac3o do lactato como fonte energética,
o treinamento: de resisténcia favorece maior utilizacdo de lipideos em substituicdo &
glicose-e-a0 glicogénio, como fontes de energia, retardando a fadiga j& que a reducio
dos estoques de glicogénio sdo determinantes na exaustio do individuo (ROMKIN et a!,
1993; BROOKS, 1998; ZIERLER, 1999). Este aumento da utifizacio de- lipideos é
decorrente do. aumemio de transportadores camniting & do ndmero de mitocbndrias,
onde ocorre a B oxidacdo (BROOKS, 1998).

Algumas destas-mudancas no metabolismo do individuo ja comegam g ocerrer
na primeira sessao de exercicio fisico. Apenas uma sessio de exercicio proporciona
aumento da-captac@o de glicose e; conseguentemente; o aumento da- concentracdo de
glicose-6-fosfaio e da atividade da hexoquinase H que Tesuita emr aumento daatividade
da glicogénio sintetase no raisculo esquelétice, independente de insulina (CARTEE et
al, 1991; PERSEGHIN et al., 1996, DELA, 1996; KOVAL et al 1998).

Sendo assim, ¢ exercicic proporciona aumento do metabolismo celuiar, além de
maior sensibilidade dos recepiores insulinicos das céhias dos msculos, do figado e
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de outros fecidos, aumentando & captacdo de glicose (CARTEE et ai, 1991
PERSEGHIN ef al, 1996, DELA 1396).

Todos esses evenios ocorrem também em individuos diabéticos (VRANIC &
BERGER, 1979; BERG, 1986 PERSEGHIN, 1986, DELA, 1996). Isto ndo significa a
cura-do diabeles pelo exercicio, mas & um imporanie agente ndo farmacolbgico-que
favorece o irgtamentc. Todavia, s80 necessérias algumas precaccdes

prescricgo de atividade fisica a individuos diabéticos, em virtude da p&ss&bﬁfdaﬁe de
gcorrer acidose lactica e hipoglicemia se o paciente estiver enr uso associade de

insulina.. Para evitar tais complicacdes € necessaric a pratica de exercicios de
resisténcia com intensidade moderade acompanhada de supervisdo médica.
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2. OBJETIVOS

Considerando que, ¢ exercicio regular moderado e a metformina corrigem varios
parametros metabdlicos que usualmente estiio alterados nos- diabéticos, decidimos
investigar se estas formas de tratamento associadas melhoram o metabolismo de
carboidratos e lipideos em ratos diabéticos.
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3. MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados ratos machos, atbinos, Wistar (formnecidos pelo Cenfro de
Bioterismo da UNICAMP) comridade de 10 semanas. Os ratos foram mantidos em<ciclo
fotoperiédico de 12 h clare/12 h escuro, a:22 + 2°C, no Biotério do Departamento de
Fisiologia. e Biofisica, sendo alimentados com ragdo (Purina® para roedores) e dgua
“ad libitum”. Os ratos foram distribuidos em gaiolas coletivas {grupos de 4 a 5 ralos),
com trocas didrias. Grupos idénticos foram mantidos em gaiolas individuais.

Os-ratos foram disiribuidos aleatoriamente-em 8 grupos, a-saber

Grupos:Sedentarios:

1. Sedentario (8} (n=6} - ratos normais (controle) que foram apenas
manuseados;

2. Sedentario Metformina (SM) (n=6) - ratos normais que foram apenas
rmanuseados e tratados eom metfarming;

3. Sedentdrio Diabético {SD). (m=6) - ratos diabéticos que foram apenas
manuseados;

4, Sedentéric Diebélico Metformina {SDM} (n=8) - ratos sedentérios
diabéticos que foram apenas manuseados e tratados com metformina;

Grupos Treinados

O efeito do exercicio regular serd avaliado em ratos treinados em sessdes de
natacgo. Os grupos treinados foram: assim constituidos:

1. Freinado {T) (n=4} - ratos normais

2. Treinado Metformina {TM) {n=5) — ratos-normais tratados-com metformina

3. Treinado Diabético {TH) (n=6) - ratos diabéticos.

4. Treinado Diabético Metformina (TDM} (n=6) — ratos diabéticos tratados com
metformina.
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3.2 Inducao do diabetes mellitus

Antes da inducdo do die

woefes mellitus, 0s ratos foram mantidos em jejum
durante 24. horas, com livie acesso a agus. Apts a anesiesia (pentobarbital sédico,
40mg fkg de peso corporal, Lp.); os-ralos receberam uma injecdo de aloxana em salina
(40 mglkg depeso, iv., pH 4.5} O estabelecimento do diabetes foi verificade através

da presenca de glicose na urina usando fita {Ghcofita®).

Constatando o estadec diabético, os ratos receberam  subcutaneamente, 1 Ul
(unidade internacional) de insutina de longa duragdo (Neosufin N, NPH® suina,
monccomponenie) nos #rés dias seguintes: Esse curio periodo de traiamenio com
imsuling serviu para diminuirg mortalidade que geralmente ocorre nos grimeiros-dias
ap6s a administracgo da atoxana.

3.3 Tratamento com metformina

Os ratos tratados (diabeticos e normais) receberam metformina. (5,6 ug/mi) na
agua de beber durante Z8.dias.

Ratos em situagado semethante foram colocados em gaiolas: metabblicas-para
medir a ingestfdo de agua. Dessa forma, pudemes quantificar a metformina ingerida
pelos ratos-(3,35 + 0,18 ug/g de peso corporal para o grupo diabetes sedentario, n=5 e
2,6 + 0,07 uglg de peso corporal para ¢ grupo diabetes freimado, a=7; P> 8,05).
Considerando que © consumo médio de dgua pelos ratos mantidos. em gaiolas
coletivas- ndo diferiu dos mantidos em gaiolas individuais, usamos 0s- mesmos
parametros para estimar a quantidade de metformina ingerida individualmente.
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3.4 Exercicio fisico, esquema de treinamento e manutengéo

Ratos constituem um bonmt modsio para a observacdo da maioria dos -efeitos
metabdlicos. produzidos pelo treinamento (OSTRMAN-SMITH 1979 VAN DLIK at al,
18594).

Para melhorar o condicionamento aerdbic é necesséric que ocorra ¢ aumentc
da freqléncia; duracdo ou intensidade da afividade fisica, sem sebrepor duas-variaveis
ao mesmu tempo. Normas: do Americar Coflege of Sports Medicine estabelecem que o
exercicio aerdbio deve durar de 20 a 80 minutos, em 3 a 5 sessfes por semana Neste
trabatho, wiilizamos a variavel intensidade; isto &, aumento progressivo de carga para
aumentar. o condicionamento aerdbio. Para isso, adicionamos urm peso ao rato, que foi

aumentado semanaimente, correspondendo ac maxime de 3% de pese corporal.

Apés privacéo de alimento por 1 h, ratos dos grupos treinados nadaram em um
tanque (95 x 50 x 50 cm), contendo dgua a-30° + 2° €. Os ratos do grupo Treinado
Diabético, foram adaptados & matacio antes de receberem a injiecao de aloxana:"para
reduzir, assim, O estresse associado e, consequentemente o nimero de mortes_Fste
periodo iniciou-se com uma sessée de 5 minutos, aumentando progressivamente 5 min
em cada sessdc até completar 30 min, & vezes por semana. Apds a inducio do
diabetes; os ratos nadaram por uma-semana sem adigdo de pese, por 30 minufos. Os
ratos n&o diabéticos do grupo Treinado foram: submetidos ao mesmo procedimento. As
sessbes de-natacao foram realizadas pela manha, 5 vezes por semana, totalizando 20
sesstes. Da 6° ate a 10° sessdo de treinamento, cada rato. nadou com LT -Peso
equivalente a 1% do peso corporal da 117 aié a 157 sessdo o peso correspondet a 2%
do pesoc corporal e da 162 até o final, com 3% do pesc corporal.

3.5 Parameiros medidos em gaiola metabdlica

Para avaliar a evolugdo ponderal, ingestdo-alimentar e hidrica, excrecdo urinaria
e volume fecal dos ratos treinados e sedentdrios tratados ou ndo com metforming,
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utilizamos gaiolas metabélicas, sendo as medidas realizadas a cada 24 horas, sempre
pela manhé {inicic 8:00).

3.6 Amostragem

Ao final do periodo experimental, as amosiras de tecidos para andlise de
glicogénio foram retiradas de ratos alimentados de todos os grupos. experimentais
tireinados en.repousc de 48 horas e sedentérios) no periodo da manhé {entre 7:00 e
8:00 horas) sob anestesia com pentobarbital sédico; (40 mg/kg de peso corperal, i.p.).
Apts 30-45 min de efeito anest

esico, o sangue fol coletado em seringas heparinizadas
e o plasma separado por centrifix

jacdo (3000 rpm) e a seguir colhemos amosiras de
figado (500 mg)-e dos musculos sleo, gastrocnigmio € ventriculo cardiaco (200 mg).

3.7 Extracdio e determinacao do glicogénio

As amostras de tecidos foram digeridas em KOH 30%, a gquente, e o glicogénio
precipitado a partir da passagem por etanol. Entre uma fase e outra da precipitagéo, a
amostra foi centrifugada {3000 rpm, 15 min). O glicogénio precipitado, foi submetido a
hidrélise: duida na presenga de fenol 2 quente (LO- et al, 1970). A concentragdp de
glicogénio, foi estimada pelo equivalente de glicose preduzido ae final (mg/100 mg de
peso gmido) através da leitura da absorbancia a 490 nm em espectrofotdmetro.

3.8 Determinacéo da glicemia e dos triglicerideos
A glicemia foi determinada- pelo método da glicose oxidase (TRINDER, 1969)

usando “kit’ laboratorial Laborlab® A comcentragdo de triglicerfdens foi determinada
pelo método de McGOWAN, (1983) através de “kit” laboratorial Laboriab®.
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3.9 Determinacéao dos acidos graxes livres { AG.L.)

Para avaliacdo dos gcidos graxos livres foi utilizado o método de REGOUW et
al, (1871}, Emresumo, a 0,3 mi de pilasma foram adicionados 7 mi da mistura solvenie,
composta de cloroformio, heptano e metanol, na proporgdo 28:21:1. Apds agitar, os
tubos foram- centrifugades & 3000 rpm durante 5 minutos. Ao scbrenadante foi
adicionade uma solucio de 0,05 de MCu(NOs),, 0,10 M de trictanolaming,; 0,0235-N de
NaOH e NaCl a 35%, pH 8,1, seguida de nova agitacio e centrifugacio. Em seguida,
foi adicionadeo em cada fubeo 0,5 ml de solugdo de dietilditilcarbamato de sédie {1mg/mi
de butanc! secunddric) a 3,0 mi du scbrenadante. A leitura fol feils em
espectrofoldmetro a 435 nm usande como padrBo uma solucad de Acido palmitico em
cloroformic. Os valores foram expressos em midol/L.

3.10 Secrecdo dinamica de insulina

Para-determinar o real estado-diabético dos ratos aloxanizados em comparacéoc
ao controle, aliquotas doplasma foram armazenadas a —80 ° C para posterior dosagem
de insulina por radioimunoensaio {HERBERT et al., $965).

3.11 Analise estatistica

Os.dados apresentados séo as médias + SEM. As comparacdes foram efetuadas
através da analise de variancia para dois-fatores-e teste de Tukey para comparagbes
entre gs médias. As diferengas forant consideradas significativas para P< 0,05.
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4. RESULTADOS

Nesie trabalho; os ratos dos grupos néo diabélicos foram-utilizades apenas-para
avaliar os padrées de “normalidade”, sendo predominantemente fratados aqui, os
resultados obtidos de animeis diabético

4.1 Avaliacao da evolugs

4.%.1 Ratos mantidos em gaiolas individuais-

Ao iniciar este estudo medimos e o consumo de agua e alimento durante uma
semana: Iniciaimente, o peso-dos-ratos variava-de-270 g g 300 g, com-média-(+SEM)
285+ 4,3 g; n= 37 (tab. 1). Neste periodo, o consumo hidrico foi 34,42 + 0,72 mi {tab.
3) e o alimentar 22 42 +0,;7 g-{tab- 5}; n&o-diferindo entre os respectives grupos:. Este
perfil de consumo foi mantido em todos os ratos que néo receberam aloxana (S, SM, T
e-Tivt:-figs-5a 8) até o final da-fase-experimental:

Nos ratos que receberam a inje¢do de aloxana, ja no dia seguinte, o peso havia
diminuide para-254,5 +3.16-g; n-= 19 (tab: 1)- Na-seqiéncia do-periodeo experimental
{tratamento efou treinamento) todos ganharam peso e, ac final de 28 dias, eles
pesavam 296:4 + 1,74-g-{p< 5,001); valer 17 % mener que os-registrados re-grupo
controle (339,8 + 16 g; figs 1 e 2 e tab. 1). Por outro lado, o consumeo hidrico dos
diabéticos aumentou (fig: 3-e-t+1)de-47,86-+-2;55mk; logo apés-inducio de-diabetes,
para 148,6 + 1,73 mL, na dltima semana. O consumo alimentar inicial foi de 24,27 +
0,51 g, enquanto na Gltima semana-foi de-37, 784092 g p< 0,001 figs: 3, 4, tte12e
tabs 3 e 5).

Nestes ratos, o tratamento-comr metformina efou o treinamento- tiveram- efeilos
positivos, mostrando uma tendéncia de diminuigdo do consumeo hidrico (fig. 11 e tab.

3). Diferenca significativa-sé-foi-manifestada-na-tltima semana de-periode-experimental -
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enfre o Grupo treinade e tratado com metformina e os demais diabéticos (vide fig. 11;
tab. 3).

Quarnto- ao peso final; os-grupos- 1D, TDM obtiveram- 18-¢-36-g-de-garhe (p<
0,08; figs. @ e 10 e tab. 1) e peso final superior a todos 0s demais grupos (p<0,05 vs
SB: p< 5,01 vo SEM e p< 5,061 ve-TB).

4.1.2 Ratos mantidos em gaiola coletiva

Embora-as medidas- de-consumo- de-dgua-em- gaiclas-individuais-tenbam- sido
gssenciais para estimar a ingestéo individual de mefformina, a maioria dos nossos
dades-e-de-outros pesquisadores tem- side- obtides- de ratos- mantides- em- gaiolas
coletivas.

Apesar disto ngo-constituir o-nosse-objetive-inicial, decidimescomparar aiguns
parémetros experimentais (evoiug&o ponderal, ganho de peso e consumo hidrico) nos
grupes Controle-¢ Diabetes-em gaiclas-individuais-com-os seusrespeetives grupes em
gaiolas coletivas.

Os ratos- do- grupe-controle-mantides-em- gaiola-coletiva-obtiveram, emr média,
ganho de peso maior {p< 0,002} gue agueles dos grupos mantidos em gaiolas
individuais, apesar de-seus-pesos-terem-side-iguais-{tab. 1-e-2). apresentande-peso
final no grupo Controle (coletiva): 347,4 +1,0 g e no grupo Controie (individual): 330,6 =
3,29 g- Enfretanto, O consume-hidrice obtide-por nestes-grupes-foi semelhante-até o
términoc da fase experimental (tabs. 3 e 4).

Ne-grupo Diabetes-mantides-em gaiola-coletiva, os-ratos-obtiveram-maier ganho
de peso e peso final maior (p< 0,001) do que agueles mantidos em gaiola metabdlica
{tabs: t+e-2; figs 9,10, 15 e-16). Além- disse; o consume- hidrico de-ratos-mantides em
gaiola coletiva foi menor do que no grupo mantido em gaiola individual {112,6 + 6,94
mk vs 1756 +3,35 mk; p< 0,001 tabs 3-e-4)-

A partir do proximo capitulo, serdo analisados apenas os resultados dos ratos
mantides-emgaiolas celetivas-
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4.2 insulina e parametros metabédlicos de ratos mantidos emgaiolas
coletivas

4.2.% Efeitoda _' y-gie diahates

poraloxana

Ac final do experimento, os ratos diabéticos (grupc SD) apresentaram baixa
concentracée-de insulina-plasméatica{1,28-+6,16-ngfmL) em relacBo ao-grupe $S{2,18
0,16 ng/mL; p< 0,003, fig. 18). Em decorréncia disso a glicemia no grupe SD aumentou
para-435-+ 15 mg/dL enguanto ne-grupe-Sfol 128+ 7 mg/dL(p<-0,0%; fig: 17). Também
as reservas de glicogénio foram afetadas pelo diabetes. No figade a concentracio
diminuit-de 3,16 + 0,18 mgitoe-mg no grupe-S-para-1,69 + 0,22 mgfto0-mg ne-grupo
SD (p< 0,001; fig. 21) e no soleo diminuiu de 0,3 + 0,015 mg/100 mg para 0,21 + 0,008
mg/108- mg o< 0,001, fig: 22) sem alterar as- concentragdes- de--glicegénio no
gastrocnémio (figura 23). Entretanto no grupo SD houve aumento (p< 0,05; figura 24)
do glicogénio-do ventriculo, -o- que—é-caracteristico- dos diabétices: Heuve-aumento
também na concentragio de acidos graxos livres sendo 0,60 + 0,04 mMol/L. no grupo
SD-e-6,13+ 0,007 mMoli ro-grupe-S-{p< 0,000%:; fig. 18) e de triglcerideos (grupe SD:
232,5 + 12,6 mg/dl. vs grupo S: 61,6 + 7 mg/dL; p< 0,04; fig. 20).

4.3 Efeitos da metformina-em ratos normais sedentarios-e treinados

4.3.1 Efeito da metformina em ratos normais sedentarios

O tratamento com- metformina ndo- medificou a-glicemia-e- a-concentracdo de
insulina plasmatica (figs. 25 e 26) em ratos do grupo SM. Entretanto, induziu aumento
das reservas de glicogénio-no-figade (4,52 +8;18 mgl100 mg-vs- 3,16 +0,18 mg/100
mg; p< 0,05; fig. 29) e no séleoc (0,38 + 0,005 mg/100 mg vs 0,3 + 0,015 mg/100 mg; p<
0,01; fig- 30} Nao foram demensirades- diferencas- quanto as- concentracbes de
glicogénio no gastrocnémio e-ventriculo (figs: 31 &-32). Também ndo houve alteracdo
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da concentrag&o de acidos graxos livres e as de triglicerideos plasmaticos (figs 27 e
28).

O treinamento n&o alterou a concentracdo plasmatica de glicose {fig. 25), porém
diminidiv-a-insuling plasmatica-de-2, 18 ¢ 0,16 ngimk ne-grupo S-para 1,13+ 0,08 ngiml
{p< 0,001; fig. 26) no grupc T. O treinamento também proporcionou aumento das
reservas de-ghcogénic-nos-tecidos-estudados-figs: 29 30, 3?‘**&32};"8%6&1‘%&?@;8(10
de 3,16 = 0,18 mg/100 mg no grupo S para 5,35 + 0,23 mg/100 mg no grupe T {p<
0,004, no-sélee de 0,3+ 0,015-mgf100-mg para-0,52 + 0,01 mg/to0-me-fp<-8:084), no
gastrocnémio de 0,35 + 0,02 mg/100 mg para 0,66 + 0,02 mg/100 mg {p< 0,001} & no
ventriculo-de-8,19 + 0,087 mglt06-mg para-0,37 + 8,007 mg/100 mg (< 0,001

As concentragbes plasmaticas de 4cidos graxos livres foram menores nos
treinados do que nos sedentarios (0,07 = 0,004 mMelL vs 0,13 + 0007 mMol/,; fig.
27), enquanto as dos triglicerideos nao foram modificadas {fig. 28).

4.3.3 Efeito-da-associagdo: metformina-e treinamento-em ratos normais_

Em ratos tratados e treinados (grupo TM) nZo houve alteracdo na glicose
ptasmatica (fig: 25), mas houve-aumente-da-concentragdo piasmatica-de-insulina{1,13
+ 0,08 ng/mL vs 1,74 + 0,08 ng/mL; p< 0,05; fig. 26). Em relacdo aos lipideos, houve
dimingicgo  na concentragée-de- aeidos-graxos-Hivres- (0,05 + 0,008 mMolf vs 043 +
0,007 mMol/L, p< 0,001; fig. 27) e de triglicerideos plasmaticos do grupo TM (54,5 + 5.2
mgfdL vs-79;5-+ 5,5 mgfdt; p< 0,05: fig: 28

Quanto ac glicogénic, as figuras 29, 30 e 32 mostram que houve aumento no
figade (7,79 +0,55 mglt00-mg-vs 5,35 + 0,23 mgi106-mg; p< 0.001); no sbleo (0,64 +
0,016 mg/100 mg vs 0,52 £ 0,01 mg/100 mg, p< 0,001) e no ventriculo {0,74 + 0,04
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mg/100 mg vs 0,37 + 0,007 mg/100 mg; p< 0,001) e diminuicdo no gastrocnémio (0,55
+ 0,014 mgl/ 100 mg vs 6,86 +0,62 mgftO0-mg, p< 8,001; fig. 31

4.4 Efeitos do tratamenio com metformina em ratos diabéticos

4.4.1 Efeito do tratamento com metformina em ratos diabéticos

Apds- o lratamento com metforming; houve  diminuicds nas--concentracbes
plasméticas de acidos graxos livres (0,23 + 0,01 mMol/L vs 0.6 £ 0,04 mMoliL; p<
0,001; fig:35); de trigliceridens-{178,5 + 18-mgldt vs-232,5 + 126 mgldt, p-< 8:05; fig.
8) e de glicose (230 x 20 mg/dL vs 435 + 15 mg/dL; p< 0,001, fig. 33) sem alterar os
niveis-de-insulina plasmatica-{fig: 34).

Por outro iado o-tratamento- induziu- aumento de- glicogénie-re- figade- (3,53 +
0,24 mg/100 mg vs 1,69 = 0,22 mg/100 mg; p< 0,001; fig. 37) e nos muasculos séleo
(0,42 + 0,03 mg/100 mg- vs-0,21 + 0,008 mg/100 mg; p< 0,01; fig: 38}, gastreenémio
(0,46 + 0,03 mg/100 mg vs 0,33 = 0,02 mg/100 mg; p< 0,01; fig. 39) sem alterar as
concentracbes-no ventrieulo-{fig: 40}

4.4.2 Efeito do treinamento sobre ratos diabéticos

O treinamento for eficiente; baixande-a-glicemia em ratos-diabétices fgrupe TD)
(de 435 + 15 mg/dL para 143 + 8,1 mg/dL; p< 0,001; fig. 33), assim como, a
concentragéo- de- acidos-graxes-livres (de-0.6-+ 6.04 mMol/L para-0,42 + 0.032 mMol/L;
fig. 35) e triglicerideos plasmaticos (de 232,5 + 12,6 mg/dL para 143 + 8,1 mg/dL; p<
0,00%1; fig. 36}, sem alterar a concentracio-de-insulina-plasmatica-(fig. 34)-

Por outro lado, o treinamento aumentou o contetido de glicogénio hepético (3,36
+0,16 mgroG-mg; fig: 37)-eno-gastrocnémie-(8;53 + 6,03 mg/t08-mg: fig: 38)-aniveis
equivalentes-ao normal.
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4.4.3 Efeito da associagao: metformina e treinamento em ratos diabéticos

Ambas as abordagens, treinamento e tratamenrto com metforming; aplicadas
simultaneamente, resultaram em grande redug@o da glicemia de ratos do grupc TDM
{435 + 15 mgfdl. vs; 138+ 19-mgfdk p< 6,004 fig. 33} a niveis prédmes do grupe néo
diabético {128 £ 7 mg/dL}, porém sem diferir dos demais grupos.

Por outro lado, & assoeiagio promoveu aumento do contedde-de-ghcogénio no
figado em relacéo a ambos os grupos, DT e SDM (6,48 + 0,34 mg/100 mg vs 3,36 +
8,16 mgft00-mg p< 0,001 e-vs 3,55+ 0,24 mgl100-mg p< 0,00%; respectivaments, fig.
37). No ventriculo, houve interac@o entre os tratamentos, de modo que diferiu de todos
os grupes£0,28 + 0,024 mgfto0 mg vs TB; 6,151 0,044 mg/108-mg: p< 0,04; vs SDM,
0,40 + 0,02 mg/100 mg, p< 0.05; vs SD, 0,33 + 0,07 mg/100 mg p< 0,05; fig. 40). Por
outro-lade; a associagio ndo-afetou-a concentracic piasmatica de-insulina:

Quanto ao parametros lipidicos do plasma, a associagdo ndo afetou s
concentracdo- de &cidos- graxes- livres, porém- diminuiu-0s triglicerideos, diferindo de
todos os demais grupos (87,8 = 7,5 mg/dL vs TD,143 £ 8,1 mg/dL; vs SDM, 178 + 18,0
mgfdL; vs-SD, 232 + 12,5 mgfdL, p<8.01):
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5. DISCUSSAO

E.1 Evolucao ponderal, ganl

o de peso, consumo hidrico e alimen

Nossos dados mostram - gue houve um grande aumenia No consumo de agusa e
racdo (figuras 2 a 5) em ratos diabéticos, confirmando resuliados-de inimeros autores
gue trataram deste tema (por exemplo vide PLAZA et al., 1992).

PLAZA et al, 1992, relataram que o ritmo circadianc pode- estar alterado-por
inducao do diabetes. Estes autores mostram: que ratos de habitos predominantemente
noturnos (83% gquanto & ingestde alimentar € 68-% quanto a ingestc hidrica) gtaéﬂdc
tormnados diabéticos perdem a ritmicidade, alterando a proporgo:de ingestao hidrica e
alimentar (55 % e 59,5% respectivamente). Autores, como GROBLESKI et al {1881) e
PETERSON- et al (1980) atribuem esta mudanca ao desbalango hidrico devido &
grande perda de agua na wina.

Nossos resuliados mostram que o ftratamenio com metformina efou ©
treinamento tendem a diminuir ¢ consumo hidrico de ratos diabsticos (figura 11).
Compuiando somenie os dados- da semena final de tratamemnto, esia fendéncia
mostrou-se  significativa: no- grupo  Treinado. Diabetes Metformina, Esta diminuicio
parece ser devida ao melhor estado metabdlico destes ratos, comoe iremos demonstrar
durante esta discussioe. Confirmando esta melhoria; ratos tratados sedentdrios ou
treinados, apresentaram maior ganha de pesa no.decorrer do experimento (figuras 9 e
10).

Apesar da possibilidade do freinamento aumentar o -consumo hidrico e
alimentar, nossos resultados mostraram que-n&o houve -diferencas-significativas guanto
a estes parametros em: ratos normais. Nesta discuss@o, as alieragbes tue seréo
demonsiradas quanto ac estadd metabdlico sdc, provaveimenie, decorrentes do
treinamento gfou do tratamerto-com metformina.
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5 2 Parametros metabdlicos

O diabetes promove alteracbes metabdlicas envolvendo o transperte,
armazenamento e degradacio de vérias fontes energéticas. Aqui trataremos apenas de
algumas alteragdes promovidas no metabolisme de carboidratos-e lipideos.

Glicogénio € uma importante reserva energética que pode ser rapidamente
mobilizada para manter o metabolismo celular. Figado, musculos esqueiétécose@ide
adiposo desempenham fungdo central no conirole do ammazenamento e conversdo de
energia sendo que ¢ metabalismo-destes tecidos pode ser afetado peia baixa secrecao

ou pela resisténcia a insulina. A consegléncia final para estas células € a redugao

atividade da glicogénic. sinietase e © aumento da guebra de glicogénio
(VESTERGAARD et al, 1991; DeFRONZQ et al; 1992; LAWRENCE Jr et al, 1997)ou 0
aumento da degradacio dos ftrigliceridecs & a saida resultante de glicerol e acidos
graxos livres para o plasma.

A destruicdo das ithotas- de Langerhans: causadas pela aloxana resulioy em
alteracGes metabdlicas que provocaram a diminui¢do de peso e o aumento do censumo
hidrico e de racéo, além do aumento da excrecdo urindria e fecal.

Nossos resuitados demonstraram que houve grande redugBdo da insulina
plasmatica decorrente da destruico das - células secretoras de insulina. Em
consequéncia houve grande aumento da glicemia. {figuras 18 e 17) e diminuicdo da
concentracéo de glicogénio no figado e no sélec (figuras 20 e 21). Estas mudangas
ocorrem devido: & diminuicdo do transporte. de glicose para as células sensiveis a
insulina (séleo); a deficiéncia na ativacio da-sintetase do glicogénio, especiaimente no
figado e em musculos esqueléticos. Entretanto, no ventriculo houve aumento do
contetdo de glicogénio (figura 22) para compensar ¢ grande aumento da.atividade
enzimatica da glicogénio fosforilase, caracteristico no diabético (HIGUCH! et al; 1995) .

Estes. evenios também levaram ao-aumentc de é&cidos graxos livies e
triglicerideos- {figuras 19 e 20}, em concerdancia com a literatura- (DeFRONZO et ai
1992; SHEPHARD & ASTRAND, 1992). O aumento da oxidacdo de &cidos graxps e

corpos cetdnicos em diabéticos afeta o metabolisme de glicose no musculo esquelgtico
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vermeiho (séleo} inibindo a sua utilizagdo e oxidagfo. No figado, o aumente da
oxidacio de acidos graxes também inibe & oxidacio de glicose, além de estimuiar g
gliconeogénese, aumeniando assim, a saids de glicose para o plasma (RANDLE,
1998).

Em revisgo recenie; RANIDLE (1998) realcou que o aumenio da oxidacds de
acidos graxos afela negativan

ente a secrecdo. de nsuling: estimulada por glicose
através de quatro efeilos. 1) dessensibilizace do transporte de glicose estimulade por
insuling; 2) inibicao da fosforilacdo de glicose pela-hexoguinase, mediada pela glcose-
B-fosfato; 3) inibicdo da: fosfofi

utoquinase devido ao aclmulo de cifraio e o
conseqlUente retardo da glicdlise; 43 inibigBo da desidrogenase piruvica e, portantg, da
oxidacado da. ghlicose. Hé evidéncias de que a. elevacdo de acidos graxos néo
estereficados do plasma- (por mais de-4 horas) pode resultar na inibicdo da sintese de
glicogénio, tal como observamos.no figado e stleo de diabéticos (fig: 21 e22).

Utilizando varios tipos de-tratamenic precura-se reverter ou minorar o quadro de
deficiéncia metabdlica apresentado pelos diabéticos.

Uma das formas utilizadas é a pratica de exercicio moderado ajistado as
condigbes-fisicas do individuo. O exercicic methora ¢ metabolismo oxidative induzindo
aumento do numerc de mitocindrias nos musculos & aumenta. o armazenamento de
glicogénio em condigbes- basais (STANLEY & CONNET, 1991, SHEPARD &
ASTRAND, 1992; HOLLOSZY & KORT, 1996). Por si 80, 0 exercicio pode aumentar 0
transporte-de glicose nas células musculares; entretanto, ndc de maneira 18o eficiente
quanto a regulagdo feita em presenca da insulina (RODNKICK et ai, 1992; KLIP &
PAQUET, 1990). A semeihanca da insuling, o exercicio aumenta a sintese-de-GiltH4 e
a sua translocagéo para a'membrana (GARVEY, 1992).

Este efeiic do exercicio pode ser aditive aos proporcionados pela insulina,
porém utilizando vias de sinalizacéo diferentes. SHERWOOD et al (1999) sugeriu que
a MAP quinase pode estar envolvida na via de sinalizagéo do transporte de glicose
durante a alividade contratil muscular ao confrario da insulina; que atua pela via de

receptores tirosina quinase. Durante o exercicio, ocorre aumento da proteing quinase C
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que é responsavel peia ativagdo da MAP quinase a qual desencadeard uma cadeia de
sinalizacdo, fazendo com que ocorra a translocagdo de GLUT-4 para a membrana.

Segundo ROY & MARETTE (1996), o GLUT4-€ transportado para g membrana e
também € incorporado aos tGbulos transversos durante exercicios agudos. Dessa
forma; oS- tabulos fransversos desempenham duplo papsl nestes musculos: 1)
participando da ativagdo da transmissdo da despolanizacao da membrana para o
reticulo sarcoplasmatice liberande Ca™* e 2) facilitando 0 acesso e a distribuicdo de
glicose as células muscufares.

Nossos resultados confirmaram os beneficios do exercicio, mosirando que 0
exgrcicio fisico moderado e reguiar diminuiu a glicemia (figura 33) & aumentau ©
glicogénio- no.figado (figura: 37) e no gasirocnémic (fig. 38), sem diminuir a insulina
plasmatica. Este efelic decorre de-adaptagdes teciduais que resultam em aumento da
sensibilidade ‘& insulina, promovendo maior captagac de glicose {(principalmente pelos
musculos esqueléticos) e, ac final, diminuindo a-glicemia (DELA, 1996). A diminuicdo
da glicemia também pode estar relacionada & diminuico da liberagdo de glicose ‘pelo
figado, proporcionadas pelo exercicio (BERGER et al, 1975, HOLNESS et al, 1997). O
aumento da concentracio de glicogénio foi possivel devide ao aumenio da entrada de
glicose na celula muscular, que fica:mais. ativa_durante o exercicic. Dessa forma, ha
aumento da atividade das enzimas hexoquinase e fosfofrutoquinase necessérias para a
regulagdo da glicdlise & o consegliente aumento da . atividade e concentracdo da
glicogénio sintelase noes musculos (BROOKS, 1898, KOVAL et al, 1998; ROY &
MARETTE, 1996).

Apesar dos efeitos benéficos do exercicic sobre os diabéticos, a resposta dos
ratos diabéticos ac treinamento diferiu consideravelmente entre os mwisculos
gastrocnémio (figura 39) e séieo (figura. 38). Em-ambos, ¢ treinamento aumentou ©
conteGdo de glicogénio em relacdo aos diabéticos -sedentédrios, porém em proporgdes
diferentes, sendo maior no gastrocnémic do que no sdieo. Esta diferenca pode ser
decorrente dos- efeitos - inibitdrios da oxidagdo dos acidos graxos promovidos pelo
diabetes no metabolismo ds glicose no mdsculo esquelético vermatho (RANDLE, 1998)

e pela predominancia de-fibras de contracdo lenta no musculo sbleo, as quais so mais
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sensiveis- & insulina do que © gastrocnémic é (ROSSETI & GIACCARI, 1890,
HOLNESS, 1896).

Além disso, o treinamento, por sl 88, diminuiu os niveis de acidos graxes livies e
trigticerideos plasmaticos em ratos diabéticos; o gue € aitamente benéfico & saide.
Este aumento da utilizacio de-lipidecs & proporcionado, principaimente, pelo aumenio
no numero de translocadorss de camiting, responsaw

: sis pela entrada de acidos graxos
na mitocdndria (BROOKS, 1988) e que estéd associada sos requerimentos de grands
porcao de energia, especiaimente nos treirados (ROMLIN, ?983).

Qutra forma de diminuir os efeitos deletérios do diabetes & utilizar medicamentos
aue estimulem, direta ou indiretamente, o transporte, o metabolismo e a incerporacao
de glicose acs estoques de glicogénio (LATHELLA et gl 1986, HERMANN et ail, 1891,
da SHVA & GONCALVES, 1984 1997, 2001, WIERNSPERGER ef al, 1989. A
metformina é uma biguanida anti-hiperglicemiante gque ndoc induz hipoglicemia, & que
néo aumenta-a secrecao de insulina (De FRONZO et al, 1991; BAILEY, 1992), o que ¢
compative! com 0s nossos resuitados (fig: 34). A literatura aponia (De FRONZO ¢t ai,
1991) que a principal causa da diminuicdo dos niveis de glicose durante o tratamento
com metformina parece ser o aumento da acao da insulina sobre os tecidos periféricos
e figado, aumentando a captacdo de glicose. Secundariamente, a metformina-diminui a
liberac8o de acidos graxos livres-do tecido adiposo (ABBASI et ai, 1998). Estes efeitos
resultam na diminuicdo da liberacdo de glicose pelo figado, devido a. inibicdo da
gliconeogénese, ac aumento da sensibilidade- dos hepatdcitos & insuling, aiem do
estimulo & captacac de glicose por tecidos sensiveis cu ndo a insulina (De FRONZO,
1988; BAILEY, 1992, STUMVOLL et ai, 1995). Em virtude disso, a metformina teméédo
utilizada para estimular o transporte de glicose em diabéticos tipo 2, Tesistentes &
insulina. (GALUSKA et al, 1991, HERMANN, 1996). Estes efeitos da metfarmina
tambem ocorreram em ratos aloxanizados, baixando a glicemia de valores na faixa de
398 e 487 mg/dL {(Grupo SD) para 172 a 298 (Grupo SDM). Também observamos mais
recentemente que a metformina baixou a glicose sanguinea em ratos normais

sedentérios guando esiressados pelo exercicio e que, também diminuit o nivel de
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deplegéo do glicogénic no gastrocnémio, séleo e figado nestes ratos (da SILVA, 1898,
GONCALVES, st al, 2001; WIERNSPERGER et al, 1999).

O -nosso modelo de diabstes (ratos aloxanizados) esté mais proxime do diabetes
tipo 1 do gue do tipo 2. Esses ratos ainda apresentam uma pequena quantidade de
insulina plasmatica, conforme-demonstrade por LUCIAND (1996} e nosses resultados
(fig:34). Esta pequena quantidade pode favorecer a agio da metforming em animais
diabéticos {(SCHATZ, 1972) como demonstramos{figura.18).

Nossos resultados tambgnm mostramr que a metforming rdo alterou 2
concentracdo de insulina plasmatica, confirmando dados anteriores de diversos
autores (v.g. DeFRONZO, 1988; BAILEY, 1982, STUMVOLL et al, 1985). Porém,
induziu 47% (p=< 0,001) de reducdoc da glicemia. Associado g esta reducBo, registramos
aumento das-reservas de glicogénio nos midsculos e no figado de ratos diabélicos por
sioxana (figuras 38, 39, 37). Estes dados sugerem gue na presenga de metforming,
houve aumento do fransporte- de-glicose em musculos em virtude do aumento ée-»egfeéta
da insulina, resultando ao final no aumento da sintese de glicogénio. Estes dados
concordam com os de BAILEY (1993), no qual a metformina aumentou a sensibilidade
dos hepatécitos a insulina, e consequentemente, aumentou & absorgo e reduziu a
liberacéo de glicose pelo figado. Tal como:.em masculos, também poderia ter havido
aumento da atividade da glicogénio sintetase nc figade (GARVEY, 1992, LAWRENCE
Jr et at 1897), levando & incorporacéo destas unidades ao glicogénio pré-formado.

Sé&o raras as informagbes relativas ao efeito da metformina sobre © perfil lipidico
de diabéticos-mas sabe-se que ela:diminui a lipdlise, corrigindo ¢ desbalanco: glicose-
acidos graxos (ciclo de Randle} que-ocorre em diabéticos (PERRIELLD et al, 1894).
Segundo RANDLE (1998), a concentragao de acidos graxos livres representam um dos
melhores controies sobre o metabolismo oxidativa de glicose. Estes autores sugerem
que a reducdo da saida de &cidos graxos livres do tecido adiposo e a resultante
diminuicdo de sua concentracBo no plasma. contribuiria. para o efeito anti-
hiperglicémico da metformina: Nossos resuliados podem ser interpretados desta

maneira, pois, as concentracbes de acidos graxos livres foram diminuidas em 160%, e
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as de triglicerideos diminuiram em 30% ({figuras 35 e 38). Entretanioc ainda
permaneceram acima dos valores obtidos no grupo Controle.

Quanto & ﬁ%ménaigéc dos niveis circulanies de triglicerideos, parece esiar
associada: ac aumento de sua utilizacgdo, diminuicdo da sintese & do aumento de
lipoproteinas de baixa densidade (VL.DL} (BAILEY, 1992, DeFRONZO & GOODMAN,
1895) além da-diminuicBo-da resisténcia a insulina (BODEN, 1987).

No decorrer desta discussdo realcamos os efeitos benéficos do exercicio £ da
metformina gue observamos neste frabalhe. A associacio: tratamento com metfermina
e exercicio fisico foi realizada com o intuito de verificar se produziria methora
significativa do estado do diabético. No conjunto, a associagdo- contribuiu para a
melhoria dos. parametros. prejudicados peio diabetes, predominando ora os efeitos do
exercicio baixandc a glicemia; ora os efeitos - da metforminag que deram maior
coniribuicdo para a reducdo dos acidos graxos livres e para gumentar o cortetido de
glicogénioc no-sdleo. Alem disso, pode-se notar um efeito aditivo entre ambos os fatores
quanto ao aumento de glicogénio no figado e na diminuicdo dos frigliceridess no
plasma. Por autro lade, no ventriculo houve interaco entre os fratamentos, de modo
que a concentragdo de glicogénio fol intermedidria entre os valores: obtidos seb efeito
de metformina e exercicia regutar (fig. 40).

Dessa -forma, a associacac metformina e ftreinamento permitiu para que
houvesse um complemento dos efeitos benéficos propercionados, tornando o diabético
mais proxime de uma vida saudavel.
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6. CONCLUSAO

De modo geral, houve melhora dos parametros metabdlicos de ratos diabélicos
proporcionados  pelo exercicio. ou pela metformina isoladamente, porém com
predominancia variada de seus-beneficios. A associacdo treinamenio e-tratamento com
metformina corrigiu 0s parametros metabdlicos gue iscladamerta ndc foram possiveis,
sem prejudicar os beneficios j& proporcionados. Dessa forma, a associagdo
treinamento & o tratamento com metformina durante guatro semanas™ contribuiu para
abrandar a maioria dos efeitos deletérios do diabetes em ratos.
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