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RESUMO

Influéncia
metabolismo das proteinas em organismos com deficiéncia de insulina, utilizando o modelo do Diabetes
experimental

Sedentario
mg/kg
equivalente a 2% do peso corporal, a 32 = 1°C, In/dia, cinco dias/semana, durante quatro semanas. Ao final
sacrificados
hormonio

diabetes induziu diminuicao nos nivels circulantes de GH (CS =25 + 0,3; DS = 1,2 = 0,1 ng/ml), nas
reservas de glicogénio hepatico (CS=7,4 +0,4; DS =4,4 + 2,6 mg%) e muscular (CS = 0,57 + 0,03; DS =
0,63 = 0,01 mg%), no teor de proteinas (CS = 7,16 = 1,23; DS = 6,65 = 1,0 mg%) e na razao proteina/DNA
(CS=1136+23;CT =1198 +28; DS =864 + 19, DT = 9,85 + 2,0) do musculo gastrocnémio. O
treinamento reduziu a hiperglicemia (DS =413 £7; DT = 394 = 20), manteve a hipoinsulinemia (DS = 9,2
+ 3,9; DT = 11,0 = 4,0), e restaurou os teores de proteinas no musculo gastrocnémio dos diabéticos (CT =

8,70 = 1,15; DT = 8,47 = 1,39 mg%). Portanto, o treinamento fisico melhora a glicemia e restabelece as
concentragoes de proteinas no musculo gastrocnémio de ratos diabeticos.

UNITERMOS: “Diabetes Mellitus”: Treinamento fisico: Proteinas; DNA: Insulina; Hormonio do
crescimento.

INTRODUCAO

O crescimento do  musculo
esquelético em organismos jovens e a manutencao
da massa muscular em adultos, requerem um
suprimento de Insulina e uma quantidade
adequada de atividade contratil. A perda de massa
muscular € uma caracteristica do estado diabético

taxa de sintese e a taxa de degradacao das
proteinas Intracelulares (Kimball, Vary &
Jefferson, 1994).

As acoes da Insulina sobre o
metabolismo das proteinas e dos aminoacidos sao
orientadas no sentido do anabolismo. A Insulina,

e do jejum ou consequéncia de Inatividade fisica
prolongada. O desenvolvimento ou a atrofia do
musculo esquelético dependem do balanco entre a

apos Interacao com O receptor de membrana,
estimula os transportadores de glicose (GLUT-4),
facilitando a entrada do carboidrato para a célula,
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e exerce acao anabolica sobre o metabolismo
protéico através dos seguintes mecanisSmos:
estimulando o transporte de aminoacidos para
dentro da celula;, aumentando, ao nivel
rilbossomico, a eficiencia do processo de traducao,
atuando na etapa de Iniciacao da sintese protéica
(O'Brien & Granner, 1991). Essas acOes da
Insulina  sobre o0 metabolismo protéico sao
especialmente importantes no musculo, mas estao
também presentes, em maior ou menor grau, em
outros tecidos (Souza & Luciano, 1996). Além de
sua acao ao nivel ribossomico, a insulina partilha
com os chamados fatores de crescimento (IGFs) a
capacidade de estimular o crescimento celular e,
portanto, a sintese protéica, atuando na transcricao
e aumentando a sintese de RNA mensageiro
(Kimball et alii, 1994).

Os efeitos anabolicos  desse
hormonio sao reforcados por suas acoes
anticatabolicas. A insulina Inibe a proteolise,
suprime a liberacao e Inibe a oxidacao dos
aminoacidos essenciais. Animais jovens ou
humanos privados de Insulina apresentam reducao
da massa corporal, retardo da estatura e do
processo de maturacao (Adams, 1998; Luciano,
Carneiro, Reis, Peres, Velloso, Boschero & Saad,
1998).

A atividade contratil, por outro lado,
parece ser determinante fundamental da massa
muscular e pode preceder 0s sinais endocrinos
para a deplecao de proteinas no musculo. Além
disso, os musculos mantidos iInativos sao mais
sensivels aos sinais catabolicos dos hormonios
contra-regulatorios (Goldberg, 1979; Wasserman
& Vranic, 1986). O aumento do trabalho muscular
e capaz de elicitar varias rea¢oes bioguimicas que
sao essencials para hipertrofia do musculo. A
captacao de aminoacidos pelo musculo esquelético
e um evento precoce para Iniciar a hipertrofia
(Carson, 1997). Estudos com musculos isolados
mostram gque a taxa de transporte de aminoacidos
esta diretamente ligada a atividade contratil
(Carson, 1997; Goldberg, 1979). O treinamento
fisico tem a capacidade de reverter as alteracoes
nas  proteinas  mitocondriais  musculares
provocadas pelos estados de deficiéncia de insulina
(Midaoul, Tancrede & Nadeau, 19906).

Os estudos que avaliam os efeitos do
treinamento fisico sobre as proteinas totais e
principalmente sobre os acidos nucléicos em
diabéticos, bem como a Interrelacao entre essas
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variavels e 0 metabolismo glicidico muscular, sao
raros. Assim, o principal objetivo desse trabalho
fol Investigar a Influéncia da atividade fisica
cronica sobre o metabolismo das proteinas
musculares em organismos com deficiencia de
Insulina, utilizando o modelo do “Diabetes
Mellitus” experimental em ratos.

MATERIAIS E METODOS

Para 0 desenvolvimento desse
trabalho foram utilizados ratos machos adultos
Wistar, pesando Inicialmente 200 a 300 gramas.
Antes e durante a fase experimental, esses animais
foram alimentados com racao balanceada padrao
para roedores (purina) e agua “ad libitum”, e
mantidos em gaiolas coletivas a uma temperatura
ambiente de 25 °C, com fotoperiodo de 12 horas de
claro e 12 horas de escuro (7:00/19:00 h).

Os ratos foram distribuidos em
guatro grupos experimentais, da seguinte forma:

a) CONTROLE SEDENTARIO
(CS): animals normais, que nao realizaram
exercicio fisico;

b) CONTROLE TREINADO (CT):
animaisnonnals, submetidos  ao treinamento
fisico, uma hora por dia, cincodias por semana,
durante quatro semanas;

c) DIABETICO SEDENTARIO
(DS): animais diabéticos que nao realizaram
exercicio;

d) DIABETICO TREINADO (DT):
animais diabeticos, submetidos a0 mesmo esquema
de exercicio que o grupo CT.

Para a producao do “Diabetes
Mellitus” experimental, os ratos, depois de
permanecerem 24 horas em Jejum, foram
anestesiados com eter etilico, apds 0 Que,
receberam aloxana monoidratada Sigma (30
mg/kg de peso), dissolvida em tampao citrato 0,01
M, pH 4,5, Injetada na vela dorsal do pénis
(Luciano & Lima, 1997). A seguir, os ratos foram
recolocados nas gaiolas com alimento e solucao
glicosada a 15% no primeiro dia apos aloxana.

A comprovacao do diabetes fol
realizada 48 horas depois da administracao da
aloxana, atraves da determinacao da glicosuria
(técnica da glicofita-Diastix). Os ratos controles
sofreram manipulacao semelhante, contudo, ao



204

Inves de aloxana, Injetou-se solucao de tampao
citrato.

No dia seguinte, fol retirada uma
amostra de sangue da cauda dos animais para a
determinacao da glicose. Foram considerados
diabeticos e utilizados no estudo, aqueles que
apresentaram nivel glicemico de jejum superior a
250 mg/100 ml de soro.

Os animais dos grupos CT e DT
realizaram um programa de atividade fisica que
consistiu de natacao com carga de 2% em relacao
a0 peso corporal, por 60 minutos diarios, cinco
dias na semana, durante quatro Ssemanas

consecutivas. As sessoes de natacao tiveram Inicio
as 8:00 horas, em recipiente de amianto com 100

cm de comprimento, 70 cm de largura e 60 cm de
altura, contendo agua numa profundidade de 40
cm, para evitar que os ratos apoilassem a cauda no
fundo do recipiente. A temperatura da agua foi
mantida em 32 + 1 °C por uma resisténcia eletrica
submersa, acoplada a um termostato.

Apds 0 termino das sessOes de
natacao, os ratos foram enxugados em sala com
temperatura controlada de 25 °C e colocados
novamente nas suas respectivas gaiolas. Os
animals dos grupos sedentarios (CS e DS), apesar
de nao terem sido submetidos a natacao, foram
colocados no recipiente, nas mesmas condi¢oes
anteriores, por apenas dois minutos/dia, para
simular a manipulacao dos grupos treinados.

Ao final do periodo experimental de
quatro semanas, os ratos foram mantidos em
repouso por 48 horas e sacrificados as 8:00 horas e
sem jJjejum previo. O sacrificio ocorreu por
decapitacao, com coleta de sangue em tubos de
vidro sem anticoagulante. O sangue foi
centrifugado a 3.000 rpm por 10 minutos e o0 soro
utilizado para as seguintes dosagens:

a) Glicose;, método enzimatico
colorimétrico glicose-oxidase;

b) Insulina: método de
radioimunoensaio (Kit Coat-A- Count, USA);

c) Hormonio do crescimento (GH):

método de radioimunoensaio (Kit Coat-A- Count
USA).

No momento do sacrificio fol
realizada a laparotomia mediana para a retirada de

amostras de figado para dosagem de glicogéenio -
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método da antrona (Hassid & Abraham, 1957). O
musculo gastrocnémio também foi retirado para
analise de glicogenio e proteinas totals - metodo de
folin-fenol (Lowry, Rosebrough, Farr & Randall,
1951). Nas mesmas amostras, fol realizada a
dosagem do DNA (Giles & Mayers, 1965). Os
experimentos foram realizados em conformidade
com a regulamentacao adotada no pais.

Os resultados foram avaliados
estatisticamente por Analise de Variancia e
aplicacao do teste de Bonferroni, nivel de
significancia p < 0,05.

RESULTADOS

A  avaliacao da glicemia,
Insulinemia e hormonio do crescimento (GH) dos
ratos controles e diabéticos encontram-se na
TABELA 1 Os grupos DS e DT apresentaram
elevados niveis de glicose no soro (TABELA 1) ao
mesmo tempo em gue a insulina e o GH estiveram
diminuidos, caracterizando portanto, o quadro do
“Diabetes Mellitus” experimental. Observou-sc,
ainda, reducao significativa na concentracao de

glicose serica nos ratos diabeticos treinados
quando comparados com 0s ratos diabéticos
sedentarios.

Quanto ao glicogénio  hepatico

(TABELA 2), verifica-se reducao das reservas nos
grupos diabéticos (41% e 38% nos DS e DT
respectivamente), porém, nao houve influéncia do
treinamento sobre esse parametro. Por outro lado,
0 glicogénio no musculo gastrocnémio (TABELA
2) aumentou em funcao do treinamento fisico nos
grupos controle e diabético.

O teor de proteinas totals no
musculo gastrocnémio dos ratos fol menor entre 0s
diabéticos sedentarios. Esses valores voltaram aos
nivels normais com o0 treinamento fisico
(TABELA 3). Entre os controles sedentario e
treinado nao houve diferenca significativa.
Analisando-se o0 conteudo de DNA, verificou-se
concentragoes mais elevadas nos diabeticos
(TABELA 3), enquanto a razao proteina/DNA fol
menor entre esses animais diabeticos (TABELA

3)
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TABELA 1 - Parametros avaliados no soro dos ratos controles sedentario e treinado, e
diabéticos sedentario e treinado, sacrificados aos 30 dias do Inicio do

treinamento, apos 48 horas de repouso. Resultados expressos como media +
desvio padrao.

GRUPQOS GLICOSE (mg%) INSULINA (mUl/ml) GH (ng/ml)
CS (n=7) 115,8 8,7 19,8 + 6,8 2,5+0,3
CT (n=8) 121,0 +4,8 18,9+ 5,9 24 +0,2
DS (n = 8) 413,2 +7,3ab 0,2 + 3,93b 1,2+0,rb
DT (n = 12) 3944+ 19,The | 11,0 +4,0ab 1,3 £ 0,3ab

a. diferente de CS; b. diferente de CT,; c. diferente de DS; p < 0,05.

TABELA 2 - Glicogéenio no figado e no musculo gastrocnemio avaliados aos 30 dias do inicio

do treinamento, apos 48 horas de repouso. Resultados expressos como média +
desvio padrao.

GRUPOS Glicogénio hepatico (mg%o) Glicogéenio muscular (mg%)
CS (n = 8) 7,4+04 0,57 £ 0,03
CT (n=8) 7,1 £0,8 0,83 =+ 0,08a
DS (n = 10) 4,4 + 2,6ab 0,63 + 0,01
DT (n = 10) 44+ | 3ab 1,11 £0,16ahc

a. diferente de CS; b. diferente de CT,; c. diferente de DS; p < 0,05.

TABELA 3 - Proteinas e DNA avaliados no musculo gastrocnémio dos ratos aos 30 dias do
Inicio do treinamento, apds 48 horas de repouso. Resultados expressos como
media + desvio-padrao.

GRUPOS Proteina (gastrocnémio)
mg/100g tecido

CS (n=7) 7,16 £1,23

CT (n=8) 8,70 £1,15

DS (n = 8) 6,65 = |,00b

DT (n = 12) 8,47 £ 1,39°

DNA (gastrocnémio)

Proteina/DNA

mg/IOQOg tecido
0,63 £ 0,03 11,36 £2,3
0,67 £0,02 12,98 + 2,8
0,77 £0,10° 8,64 + 1,90
0,86 £ 0,11ab 9,85+ 2,0b

a. diferente de CS; b. diferente de CT; c. DT diferente de DS; p < 0,05.

DISCUSSAO

No presente trabalho, estudamos
alguns aspectos do metabolismo Intermediario e
das proteinas teciduais no modelo de 'Diabetes
Mellitus” experimental, sob a iInfluéncia do
treinamento fisico. Verificamos que a glicemia
mostrou-se elevada, enquanto a insulinemia foi
sensivelmente reduzida entre o0s diabéticos
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sedentarios e treinados. Entre o0s diabéticos
treinados ocorreu reducao glicémica, mas a
Insulina  nao retornou aos nivels normais.
Possivelmente, esse fato esta relacionado com o
aumento na captacao periférica da glicose e a
melhora do quadro geral dos diabeticos. Esses
resultados estao de acordo com trabalhos nossos
anteriores (Luciano & Lima, 1997; Souza &
Luciano, 1996) e de outros pesquisadores (Lund,
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Holman, Schmitz & Pedersen, 1995; Sherman,
Friedman, Gao, Reed, Elton & Dohm, 1993), que
apontam para maior sensibilidade das celulas
musculares e adiposas a Insulina, em organismos
treinados. Essa sensibilidade esta relacionada com
0 aumento no numero de transportadores de
glicose Insulino-sensivels (GLUT-4) para as
membranas celulares e tubulos transversos nos
musculos (Sherman et alit, 1993). Os mecanismos
envolvidos na maior translocacao dos GLUTS para
as superficies celulares, secundaria ao treinamento
fisico, ainda nao foram totalmente esclarecidos,
porem, segundo Lund et alii (1995), esses
transportadores pertencem ao mesmo “pool” de
transportadores responsivos a insulina. Esse efeito
pode estar ligado a hipoxia e/ou a0 aumento do
fluxo sanglineo muscular durante a atividade
fisica. Sabe-se que em situacOes onde a producao
de insulina encontra-se diminuida, ocorre uma “up
regulation” dos receptores, que € um dos fatores
gue explicam a maior sensibilidade ao hormonio.
Dohm, Sinha & Caro (1987) e Santos (1989)
mostraram que o0 treinamento fisico também
aumenta a atividade tirosina-quinase  dos
receptores de Insulina nos musculos esqueléticos.
Luciano et alii (1998) mostraram que a maior
atividade tirosina-quinase fol predominante nos
musculos esqueléticos com fibras glicoliticas (de
contracao rapida). Essas adaptacOes traduzem-se
em maior sensibilidade dos receptores de insulina,
0S quals podem, dessa fonna, promover mailor
captacao periferica de glicose, favorecendo o
metabolismo  energético e  minimizando
complicacoes em outros sistemas
Interdependentes. Além disso, a atividade contratil
mobiliza um “pool” de transportadores de glicose
Independente da Insulina, 0 que pode ter
contribuido para a melhora dos niveis glicémicos
observada nos ratos diabeticos treinados.

A reducao dos niveis insulinémicos
dos diabéticos, no presente trabalho, nao foi
significativamente melhorada pelo treinamento
fisico. Considerando que utilizamos ratos
diabeticos com graus de severidade da doenca
distintos, € possivel que diferentes niveis de lesoes
pancreaticas tenham ocorrido entre esses animais.
Assim, a Insulinemia pode nao ter refletido o
efeito direto do treinamento fisico sobre sua
secrecao. Farrel, Caston, Rodd & Engdahl (1992)
sugeriram gue a menor secrecao de Insulina em
Individuos treinados ocorreria por adaptacoes
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proprias das células beta, independente de controle
extrinseco. A diminuicao do nivel insulinémico no
repouso™ em consequéncia do treinamento, pode
estar ligada a maior sensibilidade periféerica ao
hormonio.

Avaliamos, ainda, o0s teores de
glicogénio hepatico e muscular visando confirmar
a eficiencia do trelnamento sobre O
armazenamento desse substrato. Com relacao ao
figado, no entanto, observamos apenas diminuicao
das reservas nos diabeticos, sem alteracoes
decorrentes do treinamento. A sobrecarga utilizada
em nosso protocolo experimental fol de apenas 2%
em relacao ao peso corporal dos animais, o que
esta abaixo daquela utilizada por outros
pesquisadores, de 5 a 8% do peso (Fluckey, Vary,
Jefferson & Farrell, 1996). No presente trabalho,
nao poderiamos utilizar cargas superiores, em
funcao da severidade do diabetes Induzido, as
quais poderiam provocar efeitos deletérios como
cetoacidose metabdlica (Midaoui et alii, 1996). Por
outro lado, no musculo gastrocnémio, a referida
carga fol eficaz em induzir aumento das reservas
desse substrato, tanto nos controles como nos
diabéticos. E importante lembrar, ainda, que oS
transportadores de glicose (GLUTSs) dos tecidos
hepatico e muscular sao distintos e portanto, as
respostas ao treinamento fisico, possivelmente, sao
diferentes nos referidos tecidos. O maior acumulo
de glicogenio muscular nos diabéticos treinados
em comparacao com os controles treinados pode
estar relacionado com os niveis elevados de acidos
graxos livres sericos, nonnalmente encontrados
entre os diabéticos. A maior utilizacao desses
promove poupanca do glicogénio em funcao do
ciclo glicose-acidos graxos (Luciano & Lima,
1997).

O hormonio do crescimento tem efeitos
biologicos diversos, desde o0 estimulo do
crescimento somatico até importante contribuicao
no fornecimento energético, atuando sobre o
metabolismo das proteinas, carboidratos e lipidios.
A acao do GH sobre o crescimento € indireta,
atuando no estimulo da diferenciacao celular,
sintese de colageno e fornecimento energetico,
mediados pelos fatores de promocao do
crescimento (“Insulin-Like Growth Factors” -
IGF-1 e IGF-IlI). O hormonio do crescimento
circulante em ratos diabeticos frequentemente
encontra-se em nivels muito abaixo dos normais.
Essa resposta fol reproduzida no presente trabalho.
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De acordo com alguns autores, 1sso pode ser
conseqgléncia de varios fatores, tais como, altos
nivels de somatostatina circulante (Tannembaum,
1981), hormonios tireoidianos, alca Inibitoria da
hiperglicemia, ou ainda, alca inibitoria hipofisaria
do IGF-I (Adams, 1998).

Os nivels de GH podem ser
Influenciados pela atividade fisica, com tendéncia
a elevacao em exercicios gque estejam acima do
limiar de lactato (Felsing, Brasel & Cooper, 1992),
representado por modificacoes no padrao pulsatil e
amplitude dos pulso de GH em individuos
treinados, entretanto, esse aumento € agudo e de
pouca duracao. Em nosso estudo, nao houve
variacoes nos niveis de GH como consequéncia do
treinamento entre os ratos diabeticos e entre 0s
controles. Esse fato sugere gque o comportamento
desse hormonio deva ser analisado em situacoes de
exercicio agudo ou de acordo com O ritmo
circadiano de sua liberacao.

O “Diabetes Mellitus”, como uma
doenca cronico-degenerativa, nesse protocolo
experimental, Interferiu negativamente sobre as
proteinas do musculo gastrocnémio, além de
alterar o0 teor de DNA, diminuindo
significativamente a razao  proteina/DNA.
Considerando que os nivels insulineémicos foram
baixos nesses animais e gue esse hormonio exerce
papel fundamental sobre a entrada de aminoacidos
nas celulas, facilitando a sintese protéica e
Inibindo a protedlise, torna-se possivel explicar as
respostas relativas ao metabolismo protéeico entre
os diabéticos em nosso modelo de estudo. Esses
dados estao de acordo com trabalhos classicos da
literatura que tém demonstrado perda de massa
muscular, deficit no crescimento e predominio da
degradacao sobre a sintese de proteinas em
organismos com deficiéncia de insulina (Kimball
et alii, 1994; O'Brien & Granner, 1991, Souza &
Luciano, 1996).
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O aumento do trabalho muscular,
por outro lado, € capaz de elicitar varias reacoes
blogquimicas gue sao essenciais a hipertrofia do
musculo. O protocolo de treinamento fisico
utilizado nesse trabalho parece ter exercido
Influéncia sobre as proteinas teciduais entre 0S
diabéticos, mas sem interferir sobre o conteudo de
DNA, bem como na razao proteina/DNA no
musculo gastrocnémio dos animais estudados.
Assim, pode-se afirmar que o treinamento fisico
fol efetivo em evitar a hipotrofia muscular nos
animais diabéticos experimentais.

Os efeitos anabodlicos da atividade
fisica sobre o desenvolvimento vao alem da visao
classica do controle hormonal, onde uma glandula
secreta 0 hormonio que ira produzir seu efeito
bioldgico num orgao especifico. Fatores locais
tambéem sao influenciados pela pratica da atividade
fisica, resultando numa acao direta sobre o
musculo (Cooper, 1994). A possibilidade do
exercicio cronico atuar sobre esses fatores locals
minimizando a deplecdo de proteinas musculares
provocada pelo diabetes nao pode ser descartada.

CONCLUSAO

O treinamento fisico promoveu
melhora no quadro do “Diabetes Mellitus”
experimental, atenuando a hiperglicemia.

O diabetes Induziu diminui¢cao nos
niveis circulantes de GH, alteracOes nas reservas
de glicogénio hepatico e muscular, reducao no teor
de proteinas e na razao proteina/DNA do musculo
gastrocnemio.

O treinamento  fisico  pode
restabelecer os teores de proteinas no musculo
gastrocnémio dos ratos diabeticos.
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ABSTRACT

PRHYSICAL ACTIVITY AND PROTEIN METABOLISM IN MUSCLE
FROM EXPERIMENTAL DIABETIC RATS

Influence

metabolism In Insulin deficient organism using experimental diabetic rats. Adult male Wistar rats
distributed Into Sedentary Control (SC), Trained Control (TC), Sedentary Diabetic (SD) and Trained
Diabetic (TD) were used. Diabetes was induced by alloxan (30 mg/bw-1.v.). Training protocol consisted In

swimming

hormone (GH) determinations

and tissue samples for glycogen, protein and DNA analyses were collected. Diabetes induced reduction In

blood GH, liver

protein/DNA ratio. Training

hyperglycemia, maintained hypoinsulinemia and restored muscle protein levels in diabetic rats. In summary
the exercise training was able to improve glicemia and to restore muscle protein levels in diabetic rats.

UNITERMS: Diabetes mellitus; Physical training; Protein; DNA; Insulin; Growth hormone
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