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RESUMO

No diabetes mellitus a hiperglicemia decorrente da auséncia ou da baixa
secrecio de insulina, ou ainda, da resisténcia a mesma, é responsavel por
iniimeros efeitos sobre a célula e seus constituintes. A glicose em particular,
provoca alteragGes celulares decorrentes do processe de glicagdo ndo
enzimatica ¢ da glicoxidagdo. Estes processos estdo relacionados a produco
de espécies reativas de oxigénio (EROs) e a formacdo de advanced glycation
endproduct (AGEs), que contribuem para a modificagdo irreversivel de
proteinas, DNA e lipidios. Desta maneira, a hiperglicemia pode promover
sérios danos celulares, podendo induzir precocemente morte celular. E
conhecido que em resposta ao estresse oxidativo, o sistema antioxidante
celular aumenta sua atividade, com o objetivo de manter o equilibrio redox da
célula, este comportamento ¢ particularmente observado em eritrocitos ¢
tecidos musculares de ratos submetidos a atividade fisica. Contudo, em
condicbes de hiperglicemia, a glicagio de proteinas pode promover a
inativagdo de enzimas. Neste sentido, foi estudado o efeito da atividade fisica
regular sobre o sistema antioxidante de amimais diabéticos (induzido por
estreptozotocina-STZ) sem um controle favoravel da glicemia. A atividade da
superoxido dismutase (SOD) diminuiu 64 % ¢ a atividade das enzimas
catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase (GR) ¢ a
concentragdo de GSH no sangue de animais sadios submetidos a atividade
fisica aumentou significantemente, 69, 63, 58 ¢ 18 %, respectivamente. Por
outro lado, nos amimais diabéticos, as enzimas GPx e GR n#o responderam a
atividade fisica, enquanto a CAT e o nivel de GSH extracelular aumentaram e
a atividade da SOD foi menor que no grupo dos diabéticos. O tratamento dos

animais diabéticos com aminoguanidina (AG), um imbidor do processo de



glicagdio, possibilitou uma resposta positiva das enzimas antioxidantes
eritrocitarias a atividade fisica. Analisando os resultados, é possivel sugerir
que a condigdo de hiperglicemia crdnica, torna algumas enzimas incapazes de
responder satisfatoriamente ao aumento do estresse oxidativo celular,
possivelmente devido ao processo de glicagdo das enzimas. Desta maneira, a
atividade fisica associada a hiperglicemia cronica pode provocar danos
adicionais aos tecidos expostos as altas concentra¢des de glicose, tais como

nos eritrocitos.



ABSTRACT

The hyperglycaemia due to low secretion, absence or resistance for insulin
is responsible for numerous effects in diabetes mellitus. The glucose leads
to the cellular alterations decurrent of nonenzymatic glycation process and
glucose autoxidation. These processes are related with reactive oxygen
species (EROs) production and to advanced glycation endproducts (AGEs)
formation, that contribute to irreversible modifications of proteins, lipids
and DNA and promote cytotoxic effects. Therefore, the hyperglycaemia can
mnduce serious cellular damages, including cellular dead. The oxidative
stress generate an increased response of antioxidant system, in order to
maintain the redox balance of the cell, this behavior is particularly observed
in erythrocytes and muscle tissues of rats submitted to physical activity.
However, in hyperglycaemia conditions, the glycation of protein can lead to
inhibition of antioxidant enzymes. This work evaluated the effect of regular
physical activity on the antioxidant system of diabetic animals (induced by
streptozotocin—STZ). The catalase (CAT), glutathione peroxidase (GPx),
glutathione reductase (GR) activity and extracellular levels of glutathione
(GSH) of healthy animals submitted to endurance training suffered a
significant increase, 69%, 63%, 58% and 18 %, respectivity. Whereas the
superoxide dismutase (SOD) activity was inhibited about 64 %. On the
other hand, in diabetic animals, the enzymes GPx and GR did not show any
change n activity CAT activity and extracellular GSH level increased and
SOD activity suffered a considerable decreasing. The treatment of diabetic
animals with aminoguanidine (AG), an inhibitor of glycation process,
allowed a positive response of erythrocyte antioxidant enzymes to physical
activity. The results suggest that the chronic hyperglycaemia, lead to the

Xiil



inactivation of some enzymes due to the glycation process. Therefore,
physical activity associated to the uncontroled or severe diabetes can

promote damage to tissues exposed to high concentrations of glucose, such

as erythrocytes.



1- INTRODUCAO

1.1- Diabetes mellitus

Diabetes mellitus € uma disfungdo metabdlica caracterizada por uma aita
concentracdo de glicose no sangue e excessiva excre¢do urindria. Os mais
importantes sintomas sio sede, fome, fraqueza, podendo resultar em coma.
Existem dois tipos de diabetes mellitus: tipo I e tipo II. Os pacientes tipo I
(Diabetes mellitus dependentes de insulina-IDDM) sd3o totalmente
dependentes de insulina exdgena, enquanto pacientes tipo II (Diabetes mellitus
nio dependentes de insulina-NIDDM) podem ser tratados com dietas,
exercicios € medicamentos. Ha uma clara separacdo entre os dois tipos de
diabetes; em geral, os pacientes tipo I sdo jovens, enquanto que do tipo II
acomete individuos mais velhos e obesos (Zimmet,1983).

Antes da introducdo da insulina, a perspectiva de vida de individuos
portadores de diabetes tipo I era extremamente baixa, com morte precoce
decorrente de coma acidético ou infecgdes (Rayfield et al, 1982). No entanto,
com o micio do tratamento dos pacientes com insulina, acreditava-se que os
portadores de IDDM podenam levar uma vida normal. Contudo, no decorrer
das ultimas décadas foi observado que esses pacientes eram alvos de
complica¢Ges que diminuiam a qualidade ¢ o seu tempo de vida (Pell &
D’ Alonzo, 1971).

As complicagdes mais comuns observadas em pacientes com IDDM,
afetam o sistema vascular (microangiopatia € macroangiopatia), rins, retina,
nervos periféricos, cristalino, pele e¢ contribuem para a aterosclerose. E
conhecido que individuos diabéticos t€ém cerca de 25 vezes mais miopia, 20

vezes mais risco de ter fatha renal, 20 vezes maior o risco de sofrer amputagio



decorrente de gangrena, e de 2 a 6 vezes mais risco de sofrer de problemas
cardiacos € isquemia cerebral (Klein et al, 1985).

O diabetes do tipo I tem como causa mecanismos patogénicos que levam
a destruig@o das células B do pancreas responsaveis pela producio de insulina.
Um fator comum a todo modelo patogénico do diabetes é o aumento do
componente autoimune (Charles et al, 1983). De acordo com Pozilli e
colaboradores (1983) os linfécitos T t8m um importante papel nessa doenca,
pois ocorre 1nfiltragdo dessas células nas ilhotas de Langerhans € um ntmero
maior de linfocitos T estdo ativados. Outros fatores, tais como, infecgfio viral,
agentes ambientais, componentes da dieta ou predisposigdo genética podem
estar relacionados a essa doenga cronica (Charles et al, 1983; Pozilli et al,
1983).

Acreditava-se que as complicacSes decorrentes do diabetes eram
originadas pelos mesmos processos que produziam a perda da capacidade de
controlar a glicemia e o metabolismo de lipidios. Pirart (1978), no entanto,
elaborou um estudo com 4400 pacientes diabéticos e estabeleceu a ligacdo de
retinopatia, neuropatia e nefropatia, com o nivel de glicose no plasma. Estas
complicagOes foram associadas com a hiperglicemia, desde que esta era a
unica caracteristica importante que diferenciava um individuo normal do
diabético. Estudos realizados por Brownlee ¢ colaboradores (1984), Lapolla e
colaboradores (1995) e Soszmen et al. (2001) mostraram que a hiperglicemia
pode causar danos por uma série de mecanismos, como o processo de glicacfo
ndo enzimatica, onde ocorre a ligagdo covalente da glicose (ou outro acucar
redutor) com o0s grupos amino da lisina e/ou arginina expostos na cadeia
protéica. Este processo micia-se com a formacio da base de Schiff, que sofre
um rearranjo formando um produto mais estivel, chamado de cetoamina ou

produto de Amadori (a-carbonil), o qual se degrada em 1,3- deoxiglicosonas



(Ruggiero-Lopez et al, 1999). Esquematicamente o processo de glicacio pode

ser representado como segue:

Protein-NH2 + H-Cw(CHOH)4-C H20H Glicose

0

Protein-N-——CH-(CHOH)4-CHZOH Base de Schiff

X
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1 !
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—————
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O produto de Amadori sofre uma série de reagdes formando os chamados
produtos finais de glicagdo avancados (AGEs), compostos associados a
complicagbes em pacientes diabéticos (Ruggiero-Lopez,1999). Os AGEs
constituem uma classe heterogénea, com pigmentagio amarelada,
fluorescente, que realizam ligagdes cruzadas com macromoléculas, gerando
intermediarios reativos de O,. Alguns AGEs como a pentosidina N-
(carboximetil) lisina pirralina t€ém sido identificados “in vivo” (Ruggiero-
Lopez et al, 1999). Estudos realizados por Mitsuhashi ¢ colaboradores (1993),
Vlassara e colaboradores (1994) e Li e colaboradores (1996) sugerem a
formagdo lenta de AGEs em individuos saudaveis e acelerada em diabéticos,

levando ao acumulo precoce de proteinas modificadas por AGEs nos tecidos.



Adicionalmente, a interagdo de AGE com receptores celulares, induz uma
variedade de mudangas nos tecidos, os quais estio ligados a patogenias em
diabetes € no envelhecimento normal (Mitsuhashi et al, 1993; Vlassara et al,
1994; Li et al, 1996). A base de Schiff pode também gerar glioxal e
metilglioxal (a-dicarbonil) que reagem com grupos amino de proteinas dando
origem aos AGEs. O diabetes mellitus ¢ caracterizado pelo aumento na
produgéo de metilghoxal e glioxal (Wittmann, et al. 2001), mas é o glioxal o
que representa a principal fonte de AGEs, correspondendo a cerca de 40 a

50% de todos os AGEs formados (Fig.1) (Roth, 1983).
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Fig. 1- Estruturas dos a~dicarbonil

Além da glicagio ndo enzimatica, a hiperglicemia também induz a
ativagdo da via poliol, responsavel pela produ¢do de sorbitol (potente agente
de glicacdo) que € catalisada pela enzima aldose redutase, principal enzima
dessa via (Petersen et al, 1990). Tanto o sorbitol, como a aldose redutase tém
sido implicados nas complicagbes diabéticas, como cataratogenese,
retinopatia, neuropatia e nefropatia (Gabbay & Cathcart, 1974). Entdo, o
aumento de AGE, e o acimulo de sorbitol, processos gerados pela

hiperglicemia, contribuem para um estado de estresse oxidativo.



1.2-Diabetes e Estresse Oxidativo

Atualmente existe um crescente interesse no estudo da contribuigdo do
estresse oxidativo para desenvolvimento das complicagdes em diabetes
mellitus (Gumieniczek et al. 2001). A origem deste estresse pode ser devido
ao aumento da concentracio de substincias redutoras e/ou inclinadas a gerar
peroxido de hidrogénio e radicais livres, como é o caso da glicose (Baynes,
1991 & Van Dam et al, 1995).

Como pode ser observado na Fig.2, a glicose e outros a-hidroxialdeidos
sio oxidados na presengca de metais de tramsi¢io, gerando H0»,
intermediarios reativos, radical hidroxil ("OH) e cetoaldeidos (Wolff & Dean,
1987).

Figura 2— Oxidacio da glicose na presenca de metais de transigdo.



De acordo com Hunt & Wolff (1990) algumas complicagdes no quadro do
diabetes mellitus devem derivar do estresse oxidativo em tecidos, catalisado
pela “descompartimentalizacio” dos metais de transigfo. E conhecido que
ions de metais de transigdo, principalmente, cobre, ferro e manganés, estfo
diretamente envolvidos na oxidagdo de varias moléculas. Neste caso, se ©
nivel dos metais de transi¢do for maior que dos substratos oxidaveis, como a
glicose ¢ seus produtos da glicagfo, os redutores biologicos (lipidios, grupos
tiis ¢ acido ascérbico) serfo oxidados, gerando um extenso estresse oxidativo
(Wolff, 1993).

Os AGEs também desempenham um importante papel no estado de
senescéncia e nas complicagdes diabéticas (Miyata et al. 2001). De acordo
com Wolff & Dean (1987) os AGEs n3o somente modificam propriedades das
proteinas, como também induzem danos biologicos “in vivo”. Por exemplo,
AGEs depositados em vasos arteriais podem gerar radicais livres, capazes de
oxidar os lipidios do vaso, e assim acelerar o processo de aterogénese em
pacientes diabéticos hiperglicémicos (Brownlee et al, 1984, Mullarkey et al,
1990), Os AGEs sdo produtos modificados, ndo s de proteinas, mas também
de lipidios, acidos nucléicos, que se acumulam nos tecidos vasculares ¢ renais
lentamente com a idade e mais rapidamente em diabéticos (Vlassara et al,
1994).

Para proteger os tecidos de individuos diabéticos, muitos esforgos t€ém sido
direcionados no sentido de reverter ou impedir os processos de glicacdo, desta
maneira agentes inibidores desse processo tém sido utilizados (Raja et al,
1999). A aminoguanidina tem sido extensamente investigada por seu papel
inibidor na formacdo de AGEs “in vivo” ¢ “in vitro” (Edelstein & Browniee,
1992; Wautier & Guillausseau, 2001). Este composto reage com aldoses e
cetoses, impedindo a reagdo de Maillard ¢ portanto, agindo ativamente na



minimizagdo de complicages em pacientes diabéticos (Soulis-Liparota et al,
1991).

1.3- Relacdo Entre Sistema Antioxidante e Diabetes

De acordo com Halliwell & Gutteridge (1990), antioxidante ¢ qualquer
molécula que quando presente em baixas concentragOes, comparada com as
concentragdes das substincias oxidaveis, significantemente diminui ou inibe
sua oxidacdo. Os mais importantes antioxidantes biol6gicos sdo vitamina C
(acido ascdrbico) (Wayner et al, 1986), vitamina E (a-tocoferol) (Cheeseman
et al, 1986), acido urico (Ames et al, 1981), glutationa peroxidase (Tappel,
1980), catalase e superoxido dismutase (SOD) (Fridovich, 1976), transferrina
e ceruloplasmina (Halliwell & Gutteridge, 1986) e glutationa (GSH)
(Reed,1990).

Disturbios no equilibrio entre processos oxidativos (gerados por uma
disfun¢do no metabolismo, pela produgdo de grupos carbonil reativos e
espécies reativas de oxigénio) e o sistema antioxidante em diabéticos, tém sido
confirmado por imimero relatos (Jennings & Barnett, 1988; Ji, 1995). Estes
distirbios levam a um déficit nos processos de detoxificagdo celular,
contribuindo assim, para o aparecimento de complicagbes em individuos

portadores dessa doenga cronica (Jennings & Barnett, 1988).

GSH

A glutationa (L-y-glutamil-L-cisteinilglicina) é uma molécula bastante
abundante em células de mamiferos e tem como fungfo reverter o estresse
oxidativo celular (Sies, 1999). De acordo com Reed (1990), 0 GSH elimina

aldeidos e peroxidos, que sfo toxicos ao organismo, mantém as formas



reduzidas e assim funcionais das vitaminas C ¢ E, sendo também coenzima da
glutationa peroxidase.

O GSH sintetizado primariamente no compartimento citoplasmatico
celular, ¢ utihizado fisiologicamente em outros tecidos ou pelos diferentes
compartimentos da propria célula, como niicleo, matriz mitocondrial, reticulo
endoplasmatico € também em espagos extracelulares.

Em patologias tais como a cirrose alcodlica e infeccges por virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) tm sido observado baixos niveis de GSH
no plasma (Sen et al, 1994; Smith et al, 1996). Em individuos diabéticos,
mesmo aquele sem complicagbes, o nivel de GSH nos eritrocitos é menor,
provavelmente causado pelo estresse oxidativo ou pela diminuicdo da
glutationa redutase, como foi observado in situ por Murakami e colaboradores
(1989) e Matteucer & Giampietro (2000). De acordo com Choudhary e
colaboradores (1997) houve também uma queda no nivel de GSH em
hepatocitos de ratos diabéticos, dados que contrariam o estudo de Grant &
Duthie (1987) que detectaram um aumento de 20 % no nivel de GSH hepatico

em ratos com diabetes.

Glutationa Redutase (GR) e Glutationa Peroxidase (GPx)

A GR € uma enzima dependente de NADPH, que catalisa a redugio da
glutationa oxidada (GSSG), formada durante a degradag¢do do H,O, pela GPx
ou ainda pelo ataque de radicais livres ao GSH (Wendel, 1980).

O efeito da hiperglicemia sobre a atividade da GR € particularmente
evidente quando sdo analisados os resultados obtidos por Blakytny & Harding
(1992). De acordo com estes autores a atividade da GR de intestino bovino,

quando incubado com glicose, glicose-6-fosfato ou frutose, ¢ menor. Em outra



condi¢do de hiperglicemia, como no diabetes, a atividade da GR eritrocitaria
também esta diminuida (Murakami et al, 1989).

De acordo com Atalay e colaboradores (1997) e Hagglof e colaboradores
(1983) a GPx de ernitrécitos de pacientes diabéticos tipo I ndo sofre alteragio
significativa em sua atividade

Catalase (CAT)

A CAT tem a mesma fungio da GPx e ¢ uma enzima extensamente
distribuida na natureza, encontrada em todos os microorganismos aerobicos,
plantas e células animais. Os eritrocitos de mamifero, em especial, sdo dotados
de uma atividade extraordinariamente alta da CAT (Eaton et al, 1972). De
acordo com Matkovics e colaboradores (1982) a atividade da CAT em ratos
diabéticos € maior no figado, rins e eritrocito, mas menor no bago. Nos
eritrocifos de pacientes sucetiveis a estresse oxidativo, ocorre um aumento em
sua atividade, como verificado nas doengas cardiovasculares, tumor,
inflamagdo, anemia e diabetes (Al-Abrash et al, 2000). Estes resultados
corroboram ©0s achados de Terekhina e colaboradores (1998) que encontraram
alta atividade da CAT nos eritrocitos de pacientes com diabetes mellitus, o

que reflete um estresse oxidativo nestes individuos.

Superoxido dismutase (SOD)

As isoenzimas SODs estdo presentes em quase todos organismos
aerobicos, € as SODs que contém cobre e zinco em suas estruturas, estfio
presentes em abundancia nos eritrécitos, catalisando a dismutacdio de dois
radicais anion superéxido em uma molécula de H,O, ¢ uma molécula de O,
(Halliwell & Gutteridge, 1999).

Os estudos realizados por Matkovics e colaboradores (1982)

demonstraram que ratos com 2 meses de diabetes induzido por



estreptozotocina (STZ), tiveram a atividade da SOD alterada, os animais
apresentaram uma menor atividade desta enzima no figado, rins, bago, coragfio
e eritrocitos. Crouch e colaboradores (1978) encontraram que ratos com
diabetes induzida por STZ com duragio de 5 dias, j apresentavam uma queda
na atividade da SOD nos eritrdcitos € na retina. Eritrocitos humanos contém
SOD glicada e nfo glicada, mas a porcentagem de SOD glicada, a qual
apresenta menor atividade, ¢ maior em eritrocitos de pacientes diabéticos, se
comparada com erifrocitos normais (Aray et al, 1987). De acordo com
Sal'nikova & Musatova (1990 e Teice et al. (2000) alteracdes na atividade da
SOD, observada em eritrocitos de criangas com diabetes mellitus tipo I
depende da idade do paciente, da severidade da doenca e do controle
glicémico. Entdo, a progressdo de uma doenga crénica (como o diabetes)
pode causar alteragdes nos niveis de GSH e na atividade das enzimas
antioxidantes de forma sistémica. Esses distirbios levam a um déficit nos
processos de detoxificagdo celular, contribuindo assim, para o aparecimento
de complicagOes em individuos portadores dessa doenca cronica (Jennings &
Barnett, 1988).

1.4-FExercicios e Sistema Antioxidante

De acordo com Ji (1995) a prética regular de exercicios fisicos e esportes
sdo benéficos a saide, pois, diminuem a deterioragdo celular causada pela
idade, controla o peso corporal e promove um melhor desempenho das
fungbes cardiacas, respiratorias e muscular. Atividades fisicas aerdbicas
requerem energia, € para isso, ocorre aumento do consumo de oxigénio, que
esta diretamente associado ao estresse oxidativo. O oxigénio consumido, é

usado pela mitoc6ndria como substrato do metabolismo e para a producgo de

ATP, mas uma pequena fragdo de O, (2-5%) € convertido em O,"” H,O,, e
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OH’, contribuindo assim, para os danos oxidativos (Ji, 1995). Desta maneira,
em tecidos expostos cronicamente a um elevado estresse oxidativo, ocorre
uma adaptagdo das defesas antioxidantes, especialmente da atividade
enzimatica (Cesquini et al, 1999; Harris, 1992; Jornot & Junot, 1992). De
acordo com Jenkins (1988) e Ji e colaboradores (1992 e 1999) o exercicio
fisico promove um aumento das defesas antioxidantes, incluindo a SOD, CAT
e GPx na musculatura esquelética e no figado (Ji et al, 1988). A pratica de
natacdio para ratos foi responsavel pelo aumento na atividade da GR e da GPx
nos eritrocitos ¢ nos niveis de GSH do sangue (Cesquini et al, 1999), mas de
acordo com Tidus e colaboradores (1996) este estimulo depende do tipo de

exercicio realizado, sua intensidade e frequéncia.
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2.0- OBJETIVOS

O objetivo principal deste estudo foi analisar os efeitos do exercicio regular de
natacdo sobre o sistema antioxidante eritrocitdrio de ratos com diabetes
mellitus tipo I, induzido por STZ. Neste sentido, for investigado a atividade
enzimatica da GR, GPx, CAT ¢ SOD e o nivel de GSH no eritrdcito € no
sangue de ratos controles e ratos diabéticos submetidos ou ndo ao exercicio
regular de natacdo. Adicionalmente, foram analisados pardmetros bioquimicos
dos mesmos animais, através das dosagens de glicose e frutosamina no plasma
e HbA;. no sangue, para se entender a relagdo do estado de hiperghicemia
(gerado pelo diabetes sem controle glicémico) € o comportamento do sistema
citoprotetor. O sistema antioxidante e os niveis de glicose, frutosamina e
HbA,. dos grupos experimentais submetidos ao tratamento com AQG, foram
analisados com o objetivo de aferir o papel do processe de glicagdo ndo

enzimatica no diabético.
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3- MATERIAIS E METODOS

3.1-Animais Foram utilizados ratos (Rattfus norvegicus) de variedade albina,
linhagem Wistars-hannover com 75 dias de vida para o experimento. Os
animais foram adquiridos no Biotério Central da UNICAMP ¢ divididos em 8
grupos (com 8 animais em cada grupo).

3.1.1- Grupos Experimentais

Grupos experimentais: Todos os animais foram mantidos no biotério em

condigdes de fotoperiodo de 12 horas, temperatura de 28 °C com 4gua e ragéo

fornecidos “ad libitum™.

Grupo C - animais sadios e sedentarios.

Grupo TR - animais sadios submetidos, com 54 dias de vida, ao tremamento
de natagio (vide tabela I).

Grupo D - animais diabéticos sedentarios.

Grupo DTR - amimais diabéticos submetidos, com 54 dias de vida, ao
treinamento de natacio (vide tabela I).

Grupo CA - animais sadios sedentarios fratados com aminoguanidina (AG)
(0,1% em agua) a partir do 21° de vida.

Grupo TRA - amimais sadios submetidos, com 54 dias de vida, ao treinamento
de natagdo (vide tabela I) ¢ ao tratamento com AG (0,1% em agua) a partir do
21° de vida.

Grupo DA - animais diabéticos sedentarios tratados com AG (0,1% em agua)
a partir do 21° de vida.
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Grupo DTRA - animais diabéticos submetidos, com 54 dias de vida, ao
treinamento de natagdo € ao tratamento com AG (0,1% em agua) a partir do
21° de vida.

3.2-Inducdo do diabetes Com 21 dias de vida e 18 horas de jejum, os animais
receberam uma dose dunica de estreptozotocina (STZ) (60mg/Kg)
intraperitonialmente, diluida em 0,5 ml de tampdo citrato de s6dio 0,01M pH
4,5. Ap6s 3 dias o diabetes era detectado pelo nivel de glicose na urina

(glicostria) através do teste Labstix.

3.3-Treinamento Os anmimais dos grupos TR, DTR, TRA e DTRA com 54
dias de vida foram submetidos ao treinamento de natagdo regular por 21 dias,
com a temperatura da d4gua em torno de 30°C. Os grupos submetidos a natagdo
foram sacrificados 30 min apés o término do treinamento (Cesquini et al.
1999).

Tabela I- Protocolo de treinamento:

Dial Smin Dia6 15mmn Diall 20min Dialé 25min Dia2l 40 min

Dia2 5min Dia7 15min Dial2 20min Dia17 30 min
Dia3 10min Dia8 15min Dia13 25min Dia18 30 min

Diad 10min Dia9 20min Dial4d 25min Dia19 30min
Dia5 10min Dial0 20min DialS 25min Dia20 30min
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3.4-Peso Corporeo Os animais de todos os grupos experimentais foram
pesados todas as semanas durante o tempo de duragio do experimento e com

75 dias de vida (antes do sacrificio).

3.5-Obtencdo do Sangue Os animais com 75 dias de vida foram anestesiados
com uma injec¢do intraperitonial de 40 mg/Kg de Hypinol, e durante o efeito
do anmestésico, o sangue foi coletado por puncdo cardiaca em um tubo
contendo heparina (500Ul/ml) ou EDTA (0,1%).

3.6-Preparo das Células para Dosagens Enzimdticas
O sangue (com heparina) foi centrifugado por 5 min a 1,110 g para a
separagdo do plasma, utilizado para a dosagem dos niveis de glicose. Os

eritrocitos foram lavados 3 vezes com NaCl 0,9% gelado.

3.7-Determinacdo da Concentracdo de Hemoglobina

A concentragdo de hemoglobina (FHb) no hemolisado foi determinada
espectrofotometricamente, usando o reagente de Drabkin (100 mg de NaCN ¢
300 mg K;3FeCNs foram dissolvidos em 1 litro de H;O). A solugdo de Hb foi
diluida no reagente de Drabkin ¢ a absorbancia em 540 nm foi determinada
depois de 5 min. A concentragdo de Hb foi calculada, usando o €549 de 11,5
mM™” ecm™ (Winterbourn, 1990).

3.8-Determinacdo da Concentracdo de Glicose A dosagem foi realizada
utilizando o Kit Glicose GOD-ANA (Labtest Diagnostica).

3.9-Determinacdo de Hemoglobina Glicada (Hb;,) A dosagem foi realizada
utilizando o Kit (Labtest Diagndstica) para quantificaciio de Hb,,,
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3.10-Determinacdo de Frutosamina A dosagem foi realizada utilizando o Kit

(Labtest Diagnostica) para quantificar frutosamina.

3.11-Determinacdo de GSH

A concentragdo de grupos sulfidril ndio protéicos (NPSH) foi determinada no
eritrocito € no sangue total, usando acido 5,5’-ditio-bis (2- nitrobenzoéico)
(DTNB). Para preparar o hemolisado foi adicionado 0,2 mL de suspensdo de
eritrocito em 2 ml de agua destilada e 0,2 mL dessa solugdo (hemolisado), foi
usada para determinar a concentragio de Hb. Aos 2 mL do hemolisado
restante foi adicionado 3 ml de solugdio precipitante (1,67 g de acido
metafosforico glacial, 0,2 g de 4cido etilenodiamino tetracético (EDTA) e 30 g
de NaCl em 100 ml de 4gua destilada). Depois de 5 min, a temperatura
ambiente, a mistura foi centrifugada, restando NPSH no sobrenadante
(extrato). A cubeta de reago continha 1,6 mL de tampdo Na,HPO, 0,2 M/pH
8,0 € 0,2 ml de DTNB 0,5 mM (2 mg em 10 ml de citrato de sodio 1%)e 04
mL de extrato em um volume final de 2 mL. A absorbancia foi lida em 412
nm, contra um branco que continha, 1,8 mL de tampao Na,HPO, 0,2 M/pH 8.0
e 04 mL de imitagdo de extrato (2 mL de 4gua e 3 mL de solugiio
precipitante). A concentracdo de NPSH foi expressa em nimero de SH por
tetrAmero de Hb. Foi usado para o calculo da concentragiio de NPSH o €45, de
13,6 mM"” cm™ (Beutler, 1975).

3.12-Atividade da Glutationa Redutase (GR)
A atividade desta enzima foi determinada seguindo a oxidagio do NADPH

espectrofotometricamente em 340 nm (g4 de 6,22 mM™' cm™). O hemolisado

foi preparado adicionando 0,2 mL de eritrocito a 1,8 mL de solugdo
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estabilizadora (6 mL de EDTA 0,1 M, 0,01 mL de B-mercaptoetanol 13 M e
dgua para completar o volume de 200 ml) acertando a concentracio de Hb
para 70 uM. A atividade foi determinada em uma solugdo contendo 0,15 mL
de tampéo Tris-HCl 50 mM/pH 8.0 contendo 25 mM de EDTA, 0,3 mL de
FAD 9 uM e diferentes volumes de hemolisado (0,1 ¢ 0,15 mL) e incubada
por 10 min a 37°C. Apos a incubagdo foi adicionado 0,3 mL de GSSG 3,3 uM
a solugdio, e novamente uma incubagfo por 10 min a 37°C foi realizada, no
final foi adicionado 0,15 mL de NADPH 0,1 mM. No branco ndo foi
adicionado GSSG ¢ NADPH, e a atividade desta enzima foi expressa em
pumoles de NADPH consumido/min/g de Hb (Beutler, 1975).

3.13-Atividade da Glutationa Peroxidase (GPx)

A atividade desta enzima foi determinada pela redugio de GSSG pela
glutationa redutase, utilizando NADPH. O hemolisado (70 uM) foi preparado
da mesma forma que para a glutationa redutase. A atividade foi determinada
em uma solugdo contendo 0,3 mL de tampdo Tris-HCI 50 mM/pH 8,0, 0,06
ml de GSH 2 mM ¢ 0,3 mL de GR 1 UUVmL e diferentes volumes de
hemolisado (0,05 e 0,1 mL) e incubada por 10 min 4 37°C, e ap6s seu término
foi adicionado 0,05 ml de tert-BOOH 0,07 mM e 0,1 ml. de NADPH 0,6
mM. No branco nio foi adicionado NADPH; foi usado para calcular a
atividade da enzima o &340 de 6,22 mM™ om™ (Beutler, 1975).

3.14-Atividade da Catalase (CAT)

A degradagdo do H,O, pela CAT foi monitorada pela queda da absorbancia
em 230 mM. O bemolisado (70 uM) foi preparado da mesma forma que para a
glutationa redutase, em seguida, 0,2 mL desse hemolisado ¢ 0.4 mL de etanol
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foram adicionados em 19,8 mL de agua, sendo a solugdo utilizada no
experimento. Na cubeta de reagdo havia 0,15 mL de tampdo Trnis-HCI 50 mM
pH 7.4 contendo 0,25 mM de EDTA ¢ 2,7 mL de H,0O, 9 mM, que foi
incubada por 10 min a 37°C, ao seu final foram adicionados diferentes
volumes de hemolisado, 0,15; 0,3 ou 0,6 ml. (no branco ndo foi adicionado
hemolisado). O calculo da atividade enzimatica foi determinado, usando o €53
de 0,071 mM™ cm™ (Beutler, 1975).

3.15-Atividade da Superoxido Dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi baseada na redugido do NBT pelo dnion superéxido,
gerado pela hipoxantina/xantina oxidase a 37°C. A inibigdo da reagfo pela
SOD, foi seguida espectrofotometricamente, monitorando a formacgdo de
formazan a 560 nm. Para a obtengdo do extrato, foi misturado 4 ml de
solugio de Hb (70 uM), 1 mL de etanol € 0,6 mL de cloroférmio, a solugéo foi
levada ao shaker por 10 min e depois centrifugada a 3000 rpm por 10 min; o

sobrenadante foi utilizado como extrato.

Na cubeta de reacio havia 0,03 mL de xantina oxidase 0,07 U/mL, 0,36 mL
de NBT 600 uM, diferentes volumes de extrato (0,15; 0,3 ou 0,6 mL) e
tampdo fosfato 0,1 M pH 7.4 para completar o volume de 3 mL. Somente na

cubeta de reacdo foi adicionado 0,2 mL de hipoxantina 100 uM (Winterbourn
et al, 1975).

3.16-Andlise Estatistica

Os dados foram analisados por one-way ANOVA com teste posterior de

Bonferrom. p < 0,05 foi considerado significativo.
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4-RESULTADOS

4.1-Concentracd@o de Glicose e Frutosamina no Plasma e Niveis de HbA;,

no Sangue

A concentragdo de glicose no plasma dos animais tratados com STZ
(grupo D) foi significantemente maior (4964 + 8,05 mg/dL) em relagio ao
grupo C (137.2 + 2,61 mg/dL). O treinamento regular promoveu uma queda
significativa na concentragdo de glicose no plasma dos animais do grupo TR
(115,17 £+ 1,04 mg/dL) e nos animais do grupo DTR (468,5 + 7,12 mg/dL). O
tratamento com AG (CA, TRA, DA e DTRA) ndo promoveu alteragio na
concentragdo de glicose no plasma em relacdo aos grupos ndo tratados (tabela
).

A concentragdo de frutosamina nos animais do grupo C foi de 2,27 + 0,49
mmol/L, aumentando significativamente no grupo do D (3,12 + 0,17 mmol/L).
O exercicio de natago ndo alterou a concentragdo de frutosamina no grupo
TR (2,75 £ 0,54 mmol/L), mas aumentou no grupo DTR (3,92 + 0,19
mmoVl/L.), quando comparada com os seus controles (C e D, respectivamente).
A AG diminuiu a concentragdo de frutosamina nos grupos DA ¢ DTRA em

relacdo aos grupos D e DTR, respectivamente, como pode ser observado na
tabela I1.

Os niveis de HbA. nos animais D foram elevados (6,15 + 0,20 %) quando
comparados ac C (2,19 + 0,13 %). O programa de treinamento ndo alterou o
nivel de HbA;. no grupo TR (1,98 + 0,1%), mas potencializou no grupo DTR
(7,05 £ 0,52 %) em relagdo ao grupo D. O tratamento com AG também nio

afetou a concentracdo de HbA;. em nenbhum dos grupos experimentais

comparando com 0s grupos nio fratados (tabela II).
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Tabela II- Nivel de glicose e frutosamina no plasma e HbA,, no sangue

dos grupos experimentais (n=8) com 75 dias de vida.

Grupo HbA,;, Glicose Frutesamina
de animais [%] fmg/dL] mmol/L
Controle 2,19+0,13 1372 £ 2,61 2,27 £0,49
TR 1,98 +£0,10 115,17+ 1,04*#* 2,75+0,54
D 6,15 + 0,20%* 496,40 + 8 05** 3,12+0,17%
DTR 7,05 +£0,52%+* 468,42 + 7,12*%* 3,92 £0,19%*
Controle (A) 224+0726 137,22+59 233+0,17
TRA 2,19+ 0,35 115,0 + 091 2,42 +0.49
DA 6,36 £ 0,22 495,60 + 6,59 2,0+0,13%*
DTRA 7,08 + 0,63 468,77+ 6,67 3.0+0,32%

*p<0,05 paraDx Ce DTRAx DTR e **p < 0,01 para TR xC, D x C, DTR
xDeDAxD.

4.2-Peso Corporeo
O treinamento ndo promoveu alteragio no peso nos animais sadios (C x
TR). Os anmimais diabéticos (D) apresentaram um peso 21 % menor no final

dos 75 dias de vida, quando comparado aos dos animais do grupo C. O mesmo
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programa de treinamento induziu significativa queda de peso (13 %) nos
animais diabéticos com 73 dias de vida (D x DTR). A AG nio alterou peso

dos grupos experimentais {dados nfio mostrados).

350

300 -

Paso {g)

ldade dos animais

Fig. 02- Peso dos animais experimentais durante o experimento. Grupo C

(#), Grupo TR (#), Grupo D (®) ¢ Grupo DTR (¥). Os valores representam

média de 8 animais.

4.3-Glutationa Redutase

O tratamento dos animais com STZ (grupo D) ndo provocou alteragdo
significativa (2,2 £ 0,59 IU/g Hb) na atividade da GR, quando comparada
com os animais do grupo C (2,11 + 0,45 1U/g Hb). Entretanto, o treinamento
regular (TR), promoveu um aumento significativo em sua atividade (5,10 +
0,26 TU/g Hb). Os animais do grupo DTR (2,10 + 0,46 IU/g Hb), apresentaram
uma atividade similar ao do grupo D (Fig. 3A). A AG nio alterou a atividade

da GR nos animais sauddveis (CA ¢ TRA), mas promoveu um significativo
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aumento nos animais diabéticos (DA-3,10 + 0,1 IU/g Hb e DTRA- 3,0 + 0,24
IU/g Hb) em relagfo aos grupos D e DTR, respectivamente (Fig. 3B).

4.4-Concentrac¢do de GSH no Eritrocito e no Sangue

GSH no eritrocito: Houve uma alteragdo significativa na concentragio de
GSH entre os animais do grupo C, que continha 0,41 + 0,05 GSH/ tetrAmero
de Hb e os animais do grupo D que apresentaram 0,50 + 0,01 GSH/tetrAmero
de Hb. O treinamento realizado pelo grupo TR nfo alterou significantemente o
nivel de GSH (0,45 + 0,06 GSH/tetramero de Hb) em relagio ao grupo C. O
mesmo ocorreu com o grupo DTR (0,47 + 0,06 GSH/tetramero de Hb) onde a
concentragdo de GSH foi similar em relagdo ao grupo D (Fig. 4A). O
tratamento com AG ndo alterou significantemente as concentragdes de GSH
em nenhum dos grupos experimentais (CA- 0,43 + 0,06; TRA- 0,45 + 0,05,
DA- 0,50 + 0,02, DTRA-0,49 + 0,01 GSH/tetramero de Hb (Fig.4B).

GSH no Sangue: Os niveis de GSH nos grupos D ¢ no TR foram
consideravelmente maiores 0,68 + 0,03 e 0,61 + 0,01 GSH/tetrAmero de Hb,
respectivamente, em relagdo ao grupo C 0,50 + 0,08 GSH/tetrAmero de Hb. O
treinamento para o grupo diabético (DTR) promoveu uma queda (0,53 * 0,01
GSH/tetramero de Hb) nos niveis de GSH (Fig. 5A). Com o tratamento de

AG, a concentracdo de GSH nos grupos CA, TRA, DA e DTRA foram
similares em relagfo aos grupos sem tratamento (Fig. 5B).

4.5-Glutationa Peroxidase

Os animais do grupo D ndo apresentaram aumento na atividade da GPx
(2,70 £ 0,19 x 10 >TU/g de Hb) em relagdio ao grupo C (2,49 + 0,38 x 102
IU/g de Hb). Houve um considerdvel aumento na atividade da GPx nos
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animais do grupo TR (6,80 + 0,42 x 10 * TU/g de Hb) quando comparado a
dos animais C. Ja nos diabéticos, o treinamento nio aumentou a atividade
enzimética (2,80 + 0,19 x 10 > IU/g de Hb) (DTR), como ocorreu nos animais
saudaveis (Fig. 6A).

O tratamento com AG repetiu o comportamento observado na atividade
da GR, os animais do grupo CA e TRA ndo apresentaram modificagdes em
sua atividade, enquanto, os diabéticos tiveram um aumento consideravel (DA-
4,10 £ 0,01 x 10 * IU/g de Hb ¢ DTRA- 4,10 + 0,02 x 10 2 TU/g de Hb) em
relagdo aos grupos D e DTR, respectivamente (Fig. 6B).

4.6-Catalase

Houve um aumento significativo da resposta da CAT no grupo D (7,40 +
1,41 x 10 * IU/g) em relagio ao C, que apresentou uma atividade de 5,30 +
1,31 x 10 * IU/g. O programa de treinamento no grupo TR proporcionou um
aumento significativo em sua atividade (17,40 + 1,13 x 10 * IU/g) quando
comparada ao C, o mesmo ndo foi observado nos animais do grupo DTR, pelo
contrario, esses animais apresentaram uma queda significativa na atividade da
CAT (5,50 £ 0,51 x 10* TU/g) em relagdo ao grupo D (Fig. 7A).

O valor de sua atividade no grupo CA e no TRA foram similares ao C ¢ ao
TR, respectivamente, enquanto, nos grupos DA (8,91 + 1,11 x 10° TU/g) e
DTRA (8,90 + 1,11 x 10* TU/g) a AG promoveu o aumento da atividade da
CAT (Fig. 7B).

4. 7-Superoxido Dismutase

Como pode ser observado na Fig. 8A, o diabetes foi responsavel por uma

gueda na atividade da SOD nos animais do grupo D (47,82 + 6,31 %), se
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comparada a do grupo C (71,38 * 5,81 %). Uma queda ainda maior ocorreu
nos animais do grupo TR (41,8 + 5,70 %), contrario do que foi observado com
a GR, GPx e CAT. O exercicio no animal diabético (DTR) também foi
responsavel por uma diminuigdio na resposta da SOD (34,30 + 5,15 %) quando
comparada ao D. A atividade da SOD nos grupos tratados com AG ndo sofreu
alteragdo em relagdo aos nio tratados com AG. (Fig. 8B).
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Atividade da GR (UligHb)

Grupos experimentsis

OTRA

Atividade da GR (UligHb)

Grupos experimentais

Fig. 3A- Efetto do exercicio de natagdo na atividade da glutationa redutase
eritrocitaria em animais fratados ou nfo com aminoguanidina (AG). (A) na
auséncia de AG: a atividade da GR foi determinada como descrito na
metodologia, em animais controle (C), submetidos ao treinamento regular
(TR), diabéticos sedentarios (D) e diabéticos submetidos ao treinamento
regular (DTR). (B) na presenca de AG: em anmimais controle (CA),
submetidos ao treinamento regular (TRA), diabéticos sedentarios (DA) e
diabéticos submetidos ao treinamento regular (DTRA). Cada coluna
representa a média de 8 individuos independentes. **p< 0,01 para TR x C, DA
xDe DTRAxDTR.
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Fig. 4A- Efeito do exercicio de natagdo no nivel de glutationa reduzida
eritrocitaria em animais fratados ou ndo com aminoguanidina (AG). (A) na
auséncia de AG: o nivel de GSH foi determinado como descrito na
metodologia, em animais controle (C), submetidos ao treinamento regular
(TR), diabéticos sedentarios (D) e diabéticos submetidos ao treinamento
regular (DTR). (B) na presenca de AG: em animais controle (CA),
submetidos ao treinamento regular (TRA), diabéticos sedentarios (DA) e
diabéticos submetidos ao treinamento regular (DTRA). Cada coluna
representa a média de 8 individuos independentes. **p < 0,01 para D x C.
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Fig. SA- Eferto do exercicio de natagdo no nivel de glutationa reduzida no
sangue em animais fratados ou nfo com aminoguanidina (AG). (A) na
auséncia de AG: o nivel de GSH foi determinado como descrito na
metodologia, em animais controle (C), submetidos ao treinamento regular
(TR), diabéticos sedentarios (D) e diabéticos submetidos ao treinamento
regular (DTR). (B) na presenca de AG: em animais controle (CA),
submetidos ac treinamento regular (TRA), diabéticos sedentarios (DA) e
diabéticos submetidos ao treinamento regular (DTRA). Cada coluna
representa a média de 8 individuos independentes. *p < 0,05 para TR x C ¢
**p < 0,01 para DTR x D.
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Fig. 6A- Eferto do exercicio de natagdo na atividade da glutationa peroxidase
eritrocitaria em animais tratados ou nio com aminoguanidina (AG). (A) na
auséncia de AG: a atividade da GPx foi determinada como descrito na
metodologia, em animais controle (C), submetidos ao treinamento regular
(TR), diabéticos sedentdrios (D) e diabéticos submetidos ao treinamento
regular (DTR). (B) na presenca de AG: em animais controle (CA),
submetidos ao treinamento regular (TRA), diabéticos sedentarios (DA) e
diabéticos submetidos ao treinamento regular (DTRA). Cada coluna
representa a média de 8 individuos independentes. ** p< 0,01 para TR x C,
DA xDeDTRA x DTR.
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Fig. 7A- Efeito do exercicio de natagdo na atividade da catalase eritrocitaria
em animais tratados ou nfio com aminoguanidina (AG). (A) na auséncia de
AG: a atividade da CAT foi determinada como descrito na metodologia, em
animais controle (C), submetidos ao treinamento regular (TR), diabéticos
sedentarios (D) e diabéticos submetidos ao treinamento regular (DTR). (B) na
presenca de AG: em animais controle (CA), submetidos ao treinamento
regular (TRA), diabéticos sedentarios (DA) e diabéticos submetidos ao
treinamento regular (DTRA). Cada coluna representa a média de 8 individuos
independentes. ** p< 0,0l para TR xC,DxC,DTRxD, DAx D e DTRA x
DTR.
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Fig. 8A- Efeito do exercicio de natagio na atividade da superéxido dismutase
eritrocitdria em animais tratados ou nfo com aminoguanidina (AG). (A) na
auséncia de AG: a atividade da SOD foi determinada como descrita na
metodologia, em animais controle (C), submetidos ao treinamento regular
(TR), diabeticos sedentarios (D) ¢ diabéticos submetidos ao treinamento
regular (DTR). (B) na presenca de AG: em animais controle (CA),
submetidos ao treinamento regular (TRA), diabéticos sedentarios (DA) e
diabéticos submetidos ao treinamento regular (DTRA). Cada coluna
representa a media de 8 individuos independentes. **p < 0,01 para TR x C, D
xCeDTR xD.
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5-DISCUSSAQ

Uma das principais caracteristicas do diabetes mellitus ¢ a alta
concentragdo de glicose no sangue (Zimmet, 1983), como foi observado no
grupo D. Desta maneira, dosagens de componentes especificos do sangue de
portadores desta afeccdo, sdo utilizados como indicadores importantes do
estado metabdlico. Entre esses componentes, a hemoglobina glicada (HbA;.) e
a frutosamina (nome genérico de toda proteina glicada), refletem o controle
glicemico dos animais em dias anteriores (cerca de 30 dias antes) e nos dias
atuais, respectivamente.

Desta maneira, é possivel, através da dosagem destes parametros, inferir
o estado metabolico do individuo. Os resultados apresentados na tabela II
mostram que no modelo adotado neste estudo, o diabetes induzido por STZ foi
responsavel pelo aumento do nivel de HbA;. e frutosamina (reflexo da
hiperglicemia). De acordo com Garetto e colaboradores (1984) o exercicio
estimula a captacgio de glicose circulante, promove um aumento da tolerincia
a glicose, além de prolongar a agfo da insulina apos o término do exercicio.
Estas alteragOes parecem ocorrer porque, duranfte a pratica de exercicios
fisicos, ha um estimulo na producgdo de GLUT 4, transportador de glicose na
musculatura esquelética (Rodnick et al, 1990, Walberg & Holloszy, 1984) e da
hexoquinase, que aumenta significativamente em resposta ao treinamento
(O’Doherty et al, 1993). Neste sentido, os exercicios fisicos sdo
frequentemente recomendados aos individuos saudaveis e diabéticos tipo I ¢
I, como tratamento adjunto, ja que o exercicio também diminui o estoque de
gordura do corpo, além de favorecer o controle glicémico (Peirce, 1999;
Peltoniemi et al, 2001). Mas, o treinamento regular nos animais diabéticos

(DTR) sem controle glic€mico potencializou o aumento nos niveis de
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frutosamina e HbA,;, 0 que ndo foi observado nos animais controles
submetidos a0 mesmo treinamento (TR). Estes resultados sugerem que a
atividade fisica favorece os efeitos deletérios da hiperglicemia, resultados
também encontrados por Elgawish et al. (1996) ¢ Zhao et al. (2000), onde
observaram que através do aumento da producio de EROs ocomre uma
potencializagdo do processo de glicacio nio enzimatica .

O programa de tremamento néo alterou o peso dos animais do grupo TR,
mesmo com ¢ aumento do metabolismo de carboidratos e lipidios, utilizados
como fontes de energia (Raguso et al, 1995). Por outro lado, a atividade fisica,
para os animais diabéticos (DTR) promoveu a diminuicdo do peso, que é
justificado pela ativagéo da lipolise (Hagenfeldt, 1979), comum em individuos
diabéticos néo tratados (D) (El-Khatib et al. 2001) e que ¢ potencializada pela
necessidade energética aumentada com a pratica de exercicios (Wahrenberg et
al, 1989).

O diabetes mellitus além de induzir alterages hormonais e metabdlicas,
induz a modificagdo ndo emzimatica de proteinas (como foi detectado pela
HbA,. ¢ pelos niveis de frutosamina) podendo ocorrer dentro e fora da célula
(Fluckiger et al, 1984).

A modificagdo ndo enzimdtica de proteinas é considerada por muitos
autores como um possivel mecanismo patogénico (Rellier et al, 1997),
resultado de estresse oxidativo (Harman,1992) e da glicagdo nio enzimatica
(Monnier, 1990). Estas alteragdes tém provocado particular interesse, pois s3o
a base de modificagdes moleculares que induzem disfungdes tipicas do
processo de envelhecimento e do diabetes (Kristal, 1992). Os a-oxoaldeidos e
AGEs in vivo sdo produtos de processos combinados de glicagio e
modificagdo oxidativa (Miyata et al, 1999). O acimulo de glioxal,

metilglioxal ¢ outros a-oxoaldeidos nas células, podem modificar DNA,

32



levando a mutagénese ¢ a apoptose (Vaca et al, 1994), modificar proteinas,
induzindo degradagdo protéica, resposta imune mediada por citoquininas e
mibigdo enzimatica (Okado et al, 1996).

Neste contexto, a hiperglicemia proveniente do diabetes pode implicar
na alteragdo do sistema antioxidante, contribuindo para os danos oxidativos.
Os danos e beneficios promovidos pela pratica de exercicios fisicos podem ser
particularmente importantes para pacientes diabéticos que, mesmo em repouso
apresentam um nivel maior de estresse oxidativo (Davies et al, 1982).

E conhecido que a atividade fisica estimula o sistema antioxidante celular
durante sua pratica (Cesquini et al, 1999; Ji, 1999). De acordo Jenkins (1998),
ocorre um aumento de até 10 vezes na taxa metabdlica aerdbica, o que
acarreta elevagdo na concentragdo de EROs que por sua vez, estimula a
capacidade protetora da célula para que ela possa prevenir os danos causados
pelo estresse oxidativo. De acordo com Cheesman & Slater (1993) as células
t€m um formidavel sistema de defesa, pois estdo continuamente em contato
com radicais livres e/ou espécies reativas de oxigénio.

Assim, no modelo de estudo escolhido, o efeito do exercicio de natacio
sobre o sistema antioxidante eritrocitario de amimais diabéticos foi avaliado.

Uma das principais enzimas antioxidantes deste sistema, a glutationa
redutase, apresentou um aumento consideravel em swa atividade quando
animais controle foram submetidos ao treinamento regular (TR), mostrando
que existe uma resposta adaptativa da glutationa redutase a atividade fisica.
Este aumento na atividade da enzima, eleva a capacidade de detoxificagdo da
c€lula, sugerindo uma protecdo celular contra o actimulo de GSSG devido a
pratica de exercicios (Ji et al, 1992). A maior atividade da GR pode também,
ser wma resposta ao aumento da atividade da GPx e outras vias dependentes de

GSH (Ji et al, 1992). Durante a atividade fisica a glicose 6-fosfato
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desidrogenase (GOPD) enitrocitaria também € ativada, aumentando a produgéo
de NADPH (Spodaryk et al, 1989), favorecendo assim, a resposta da GR, que
depende de NADPH (sua coenzima) para estar ativa (Kirsch & Groot, 2001).
Contudo, os animais diabéticos (D) ndo apresentaram alteracdo na atividade
da glutationa redutase, dado que corrobora o estudo de Stahlberg & Hietanen
(1991), sugerindo que a proteina sofreu glicag8o nfo enzimatica, processo que
mibe o aumento em sua atividade. Este processo é particularmente evidente
nos ammais diabéticos que foram submetidos a atividade fisica (DTR). De
acordo com Iberg & Fluckiger (1986), o processo de glicagdo de aminoécidos
livres t€m mostrado preferéncia por sequéncias lisil-lisina, mais do que pelo
simples residuo de lisina, como observado em albumina sérica humana. A GR
tem a sequéncia lisil-lisina em seu sitio catalitico, o que a tornaria sucetivel ao
processo de glicagdo (Pai et al, 1988). Desta maneira, o exercicio fisico
praticado pelos animais do grupo DTR ndo resultou no aumento da atividade
da GR, provavelmente pelo processo de glicag¢do da enzima.

O exercicio fisico em animais controle (TR) apresentou efeito semelhante
sobre a enzima GPx, aumentando sua atividade, possivelmente em resposta ao
aumento de HO, gerado pelo alto metabolismo aerdbico, como sugerido por
Tidus e colaboradores (1996) e Wilson & Johnson (2000). Entretanto, o grupo
dos animais diabéticos (D), ndo apresentou alteragdo na atividade GPx,
provavelmente porque o composto 3-deoxiglicosona (produto da reagdo de
Maillard e da via Poliol) reaja com a GPx, levando a sua inativa¢do (Baldwin
et al, 1995; Niwa & Tsukushi, 2001). No grupo DTR, a hiperglicemia também
impossibilitou que a GPx respondesse ao alto nivel de H,O, gerado pela
pratica do treinamento regular, como ocorreu com a GR.

O sistema de detoxificagdo celular de perdxidos utiliza como redutor o

GSH. Desta maneira, a alteracdo provocada pela hiperglicemia sobre a
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atividade das enzimas GR e GPx, pode induzir alteragio na concentragiio de
GSH eritrocitaria e circulante.

Neste trabalho fo1 determinado a concentra¢do de GSH no eritrécito € no
sangue dos diferentes grupos experimentais. O nivel de GSH no eritrocito dos
animais submetidos ao tremnamento regular (TR) ndo apresentou alteragio
significativa, apesar de Sen e colaboradores (1994) sugerirem que exercicios
moderados ou exaustivos podem potencializar o estresse oxidativo
aumentando assim, a forma oxidada da GSH. Contudo, em nosso modelo o
aumento de GSSG adicional sugerida por Sen et al (1994), pode ter sido
reduzido pelo aumento da atividade da GR observado no grupo TR.

O diabetes favoreceu o aumento nos niveis de GSH no eritrocito, como
observado nos animais do grupo D. De acordo com Bryan & Taylor (1993)
tecidos expostos a estresse oxidativo de forma cronica in vitro aumentam a
captagdo de GSH ou de aminoacidos precursores, o que reflete uma adaptagio
compensatoria ao aumento do estresse oxidativo. Desta maneira, 0 aumento no
nivel de GSH no eritrocito do grupo D, parece ser resultado da importagéo de
GSH do figado. Esta hipétese € refor¢ada pela nfio alteragio da GR neste
grupo, desde que esta enzima € a responsavel pela reducio de GSSG a GSH.
O nivel de GSH eritrocitario no grupo DTR ndo se modificou, mesmo com o
diabetes favorecendo a captagiio deste tripeptideo da circulagdo sanguinea,
1SS0 ocorreu porque o exercicio fisico gera estresse oxidativo, fazendo com
que o GSH disponivel seja oxidado. Esta caracteristica somada a inibicdo da
glutationa redutase em diabéticos, levaria ao quadro observado.

Existe uma fungdo biologica especifica do GSH no espago extracelular,
que ¢ manter o estado redox (Hwang et al, 1992). O nivel de GSH foi
determinado no sangue ¢ assim foi possivel observar que os grupos TR e D

apresentaram aumento nas concentragdes de GSH livre no plasma. Nas duas
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condi¢des (TR e D) ocorre um estimulo hepatico para aumentar o “turnover”
do GSH/GSSG; contudo, nestas duas condigdes, o principal destino do GSH
no plasma parece ser diferente. Enquanto no diabetes ocorre um aumento de
GSH no erntrocito, nos animais exercitados (TR), o mesmo ndo foi observado.
Neste caso, o tecido muscular apresenta aumento no metabolismo aerébico,
levando a um maior consumo de GSH (Sen, 1999)

O aumento significativo de GSH no sangue, exibido pelos grupos TR e
D, possibilitou o aumento do fornecimento do potencial redutor aos tecidos
expostos ao estresse oxidativo, neste caso, gerado pelo exercicio ou pelo
diabetes. De acordo com a necessidade imposta pelo exercicio e pelo diabetes
simultaneamente, houve um aumento significativo no consumo de GSH no
sangue dos animais do grupo DTR, resuitado que reflete a importincia de
GSH no combate a0 estresse oxidativo.

Para a redugéo de peroxidos, a célula conta ainda com a enzima CAT que
estd homogeneamente distribuida no citoplasma do eritrécito (Eaton et al,
1972). O papel desta enzima é fundamental em situagdo onde ocorre aumento
na formacido de H,O,, tal como observado em tecidos com metabolismo
aerébico acelerado (Tidus et al, 1996, Wilson & Johnson, 2000). Neste
contexto, fo1 possivel observar um aumento na atividade da CAT em animais
controles, que foram submetidos aos exercicios fisicos (TR). O mesmo
comportamento ocorreu com os antmais diabéticos sedentarios, sugerindo que
o diabetes, assim como o exercicio fisico, estariam promovendo um aumento
na concentragdo de H,O,. E interessante salientar que o grupo diabético que
foi submetido ao treinamento de natagdo (DTR) apresentou menor atividade
que os grupos D e TR. De acordo com Ou & Wollf (1994) a CAT sofre uma
inibicdo dose-e-tempo dependente pelo H,O,. Assim, a diminuicdo da

atividade da CAT observada no grupo DTR sugere um alto estresse oxidativo,
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gerando muito HyO,. Adicionalmente, o NADPH tem um importante papel na
atividade da CAT, como sugerido por Kirkman & Gaetani (1984). Estes
autores demonstraram a associacdo desta coenzima com a CAT com uma
constante de dissociagdo muito baixa. A presenca de NADPH ligado a enzima
a protegeria da inativagfo ou ainda poderia reverter este processo (Kirkman &
Gaetani, 1984). Para que isso ocorra, é necessario o fornecimento normal de
NADPH pela célula. De acordo com Som e colaboradores (1981) o diabetes
ndo provoca alterag@o na principal enzima regulatoria da via das pentoses, a
G6PD. Mas o alto estresse oxidativo encontrado no grupo DTR promove um
alto consumo de NADPH por diferentes vias (GR, aldose redutase ¢ CAT) ¢
de acordo com Scott ¢ colaboradores (1993) a queda na concentragiio de
NADPH leva a danos na atividade da catalase.

A elevagio da concentragio de H,O, no eritrocito, proveniente do
aumento do metabolismo aerdbico, parece ter um papel fundamental na
atividade da enzima Cu-Zn-SOD.

A attvidade da Cu-Zn-SOD nos animais do grupo TR foi
significantemente menor que o observado no grupo C, resultado que corrobora
com os dados de Hodgson & Fridovick (1975) e Ou & Wolff (1994). De
acordo com Hodgson & Fridovick (1975), altas concentrages de H,O,
(confirmada pelo aumento na atividade da GPx e CAT) inibem a atividade da
SOD, pois de acordo com Hodgson & Fridovick (1973) o cobre ligado a
histidina (que se encontra no sitio ativo da enzima) em contato com o H,O,
alterna entre o estado cuprico e cuproso, durante seu ciclo catalitico. Este ¢ um
processo rapido que acarreta uma lenta inativagio irreversivel da enzima, por
destruir o residuo de histidina (Symonyan & Nalbandyan, 1972).
Adicionalmente, a mativagdo da Cu-Zn-SOD pode ser iniciada pela glicacdo

(Kawamura et al, 1992, Yadav et al, 1994), o que foi observado nos animais
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do grupo diabéticos sedentarios (D) que apresentaram menor atividade desta
enzima.

Neste estudo, também houve uma queda na atividade da Cu-Zn-SOD no
grupo DTR, inativagdo que ocorreu pelo processo de glicagdo
concomitantemente com o aumento na produgio de H,O,. Para explicarmos a
menor atividade da Cu-Zn-SOD nos animais TR em relagdo aos diabéticos
sedentéarios (D), sugerimos uma maior produgéo de H,O, pelo treinamento de
regular quando comparado com o diabetes, e que o H,O, ¢ mais efetivo na
inativagdo da enzima do que o processo de glicagdo. No grupo DTR onde
ocorre processo de glicagcdo e alta produgido de H,O, simultaneamente, a
inativacdo da SOD fo1 maior do que em todos os outros grupos.

Assim, foi evidenciado que o processo de glicagdo das enzimas do
sistema antioxidante ¢ um fator adicional nas alteragdes produzidas pela
hiperglicemia. Este processo promove entre outros danos, um déficit no
sistema antioxidante eritrocitario, contribuindo diretamente para o aumento do
estresse oxidativo. E importante salientar que afravés dos processos citados, o
exercicio pode promover danos ainda maiores as células de individuos
portadores de diabetes, desde que nestas condi¢des o sistema antioxidante esta
debilitado € a pratica de atividade fisica leva a2 maior necessidade de

mecanismos de defesa celular contra EROs.

AMINOGUANIDINA

A AG tem sido apontada por ter atividade antioxidante, podendo assim
contribuir para o efeito citoprotetor, evitando complicagdes no diabetes
(Giardini et al, 1998). De acordo com Hirsh e colaboradores (1992) este

composto pode agir como sequestrador de dicarbonil reativos ou se ligar a
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aldoses e cetoses, impedindo a reagdo de Maillard e consequentemente, a
formacgdo de AGEs.

Por possuir estas caracteristicas, utilizamos a AG no tratamento de
animais diabéticos, ¢ observarmos seu efeito sobre o sistema antioxidante em
diabéticos sedentarios e diabéticos exercitados.

O peso corpéreo, a concentragio de glicose sanguinea e o nivel de HbA;,
dos animais do grupo DA e DTRA ndo sofreram altera¢do, como também foi
observado por Bannai e colaboradores (1992), Degenhardt ¢ colaboradores
(1999) e Cartledge e colaboradores (2001). A manuntengio do peso corpéreo
¢ dos niveis de glicose sanguinea, sdo resultados esperados, ja que a AG nio
interfere no metabolismo. Contudo, a conservagdo dos niveis de HbA,., deve-
se provavelmente 2 baixa concentragio de AG utilizada no tratamento, fato
que impossibilitou uma agio eficiente sobre a Hb no interior do eritrocito.

Por outro lado, a AG foi responsavel pela diminuicio nos niveis de
frutosamina nos animais do grupo DA, ji que apds a absor¢dio, a AG se
distribui no plasma sanguineo, inibindo a glicagdo de proteinas plasmaticas,
como a albumina (maior representante das frutosaminas).

A AG permitiu 0 aumento da atividade das enzimas GR, GPx e CAT nos
grupos DA ¢ DTRA, o que evidencia o processo de glicagdo como um dos
principais fatores que contribuem para os resultados obtidos nos grupos que
ndo receberam AG. Os niveis de GSH no eritrécito € no sangue dos animais
tratados com AG, ndo sofreram alteragdes, pois a AG nio interfere na
conversio de GSSG em GSH.

A AG nio teve efeito sobre a atividade da SOD, pois ela ndo conseguiu
impedir sua 1nibi¢do. Parece ser razoavel acreditar que a inibicdo da SOD, é

exercida principalmente pelo HyO, que atua sobre a histidina no sitio ativo da
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enzima, o tratamento com AG nio alterou a atividade da enzima, por ndo ter
efeito sobre este mecanismo.

Em conclusdo, o sistema antioxidante, uma ferramenta celular
fundamental contra o estresse oxidativo esta comprometido pelo processo de
glicagdo ndo enzimdtica, o que foi comprovado pelo aumento da atividade
antioxidante com o tratamento com AG.

Por isso, o estado metabolico do diabético, principalmente a glicemia,
tem que estar normalizada para que nfo ocorra danos as enzimas antioxidantes
e ao GSH. Nestas condigdes o exercicio fisico podera estimular uma resposta
adaptativa das defesas antioxidantes enzimaticas e ndo enzimaticas,
contribuindo para homeostase celular ¢ para uma menor sucetibilidade

oxidativa das células de portadores de diabetes.
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6- CONCLUSOES

Animais saudaveis submetidos ao treinamento de natacdo:

A atividade fisica induziu estresse oxidativo, que foi observado pelo aumento
na atividade das enzimas do sistema antioxidante do eritrdcito (GR, GPx e
CAT) e pelos maiores niveis de GSH no sangue destes animais em relacéo
aos animais sedentarios.

A atividade da SOD eritrocitaria foi menor quandc comparada aos animais
sedentarios, © que sugere que durante a atividade fisica ocorre alta produgio

de H20», ja que esta espécie reativa pode destruir seu sitio catalitico, levando a
inativacdo da enzima.

Animais com diabetes mellitus:

O diabetes sem controle glicémico gerou estresse oxidativo, pois ocorreu um
aumento nos niveis de GSH no eritrdcito e no sangue dos animais do grupo D
em relacéo ao controle, o aumento de GSH representa uma compensacio ao
estresse oxidativo

O processo de glicacdo n&o enzimatico (observado pelo aumento nos niveis de
frutosamina e HbA. no grupo D) impediu que a GR e a GPx apresentassem
aumento em suas atividades sob o estado de estresse oxidativo gerado pela
hiperglicemia.

A CAT apresentou um aumento em sua atividade em relacdo aos animais
controle, devido a presenca de NADPH ligado a sua estrutura, gue impede ou
reverte o processo de glicacao.

O diabetes inibiu a atividade da SOD, como também pode ser observado nos
animais do grupo TR, mas a inibicdo gerada pela pratica da natacéo foi maior,
podendo ser reflexo de uma maior producdo de H,O; do que ocorre no
diabetes.
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Animais diabéticos submetidos ao treinamento de nataco:

« No grupo DTR, o exercicio potencializou ¢ processo de glicacdo, detectado
pelo aumento nos niveis de frutosamina e HbA,. em relagdo ao grupo D. Como
ocorre no grupo D, a glicagéo impediu que a GR e a GPx apresentassem uma
atividade maior, em resposta ao maior estresse oxidativo, gerado pelo
exercicio fisico e pelo diabetes, simultaneamente.

« O aumento de GSH no sangue dos animais do grupo DTR, indica que ele esta
sendo exportado do figadc para a comente sanguinea, com o objetivo de
fornecer potencial redutor aos tecidos expostos a EROs.

e A atividade da CAT no grupoc DTR foi menor que do grupo D, sugerindo um
maior consumo de NADPH pelo primeiro grupo, expondo a CAT ao processo
de glicagao.

o O grupo DTR apresentou a menor atividade da SOD quando comparada aos

outros grupos, evidenciando a alta producéo de H,0; pelo mesmo.

Aminoguanidina:

+ A AG demonstrou ser um potente agente inibidor do processo de glicacao, pois
diminuiu os niveis de frutosamina no plasma e permitiu o aumento na atividade
da GR, GPx e CAT eritrocitarias nos grupos DA e DTRA.

+ A AG n&o impediu que a SOD tivesse sua atividade inibida, o que sugere gque o
H-0, pode ser mais efetivo na inibicdo enzimatica do que o processo de
glicacéo.

+Em teoria, extrapolando os resultados para humanos, a pratica de atividade
fisica ndo deve ser realizada por diabéticos que ndo tenham um controie glicémico
favoravel, pois seu sistema antioxidante n&o podera responder de maneira
satisfatoria e assim, se adaptar 4 alta producéo de EROs.
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7- PERSPECTIVAS

» Estudo do efeito do diabetes mellitus na expressdo das enzimas SOD,

CAT, GPx e GR em reticuldcitos através de Rt-PCR.

* Analise da expressdo das enzimas antioxidantes no hipotdlamo através de
Rt-PCR e imunohistoquimica.

e Realizar estudos na presenca de hipoglicemiantes orais, tais como:
Biguanida (Metformina), Sulfoniluréia (Glibenzamida/Glibizida) ou

Tiazolidimediona (Rosiglitazona).
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