146

EFEITOS DO EXERCICIO FiSICO CRONICO SOBRE AS PROTEINAS
NO DIAFRAGMA DE RATOS DIABETICOS
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RESUMO

Este trabalho teve por objetivo avaliar os efeitos do
exercicio fisico cronico sobre as proteinas totais em
organismos diabéticos. Foram utilizados ratos machos
adultos Wistar distribuidos em Controle Sedentario (CS),
Controle Treinado (CT), Diabético Sedentario (DS) e
Diabético Treinado (DT). O diabetes foi induzido por
aloxana (30mg/kg p.c.-i.v.). O treinamento consistiu em
natacdo a 32 + 1°C, 1h/dia, 5 dias/semana, durante 4
semanas. Ao final do experimento os ratos foram
sacrificados por decapitacdo com coleta de sangue para
dosagem de glicose, insulina, proteinas totais e albumina e
tecidos para analise de glicogénio, proteinas totais € DNA.
O diabetes reduziu os niveis de insulina circulantes e o teor
de proteinas totais no diafragma, e aumentou a glicemia e
as reservas de glicogénio no coragéo. O treinamento reduziu
a hiperglicemia, manteve a hipoinsulinemia e restaurou 0s
teores de proteinas no diafragma dos diabéticos. Portanto, o
protocolo de treinamento fisico utilizado melhorou alguns
aspectos do quadro do diabetes experimental.

UNITERMOS: Diabetes Mellitus, treinamento fisico,
proteinas, DNA e insulina.

INTRODUCAO

A insulina bem como a atividade contratil exerce
numerosas acfes sobre o metabolismo e o crescimento
celulares, favorecendo a sintese protéica. O controle da
sintese de proteinas comeca com a formacdo do A&cido
ribonucléico (RNA) no nicleo, sob controle do é&cido
desoxirribonucléico (DNA). A transferéncia da informacéao
genética do DNA para a proteina ocorre em duas etapas:
primeiro, a mensagem genética deve ser passada do DNA
para 0 RNA mensageiro e, a seguir, a mensagem no RNAm é
usada para orientar a ordenacdo da sequéncia correta de
aminodacidos para formar a proteina. A transcri¢do de genes
especificos resulta na producdo de RNAm, RNAt, RNA-5S e
RNA-45S pré-ribossdmico, que sdo transportados do nucleo
para o citossol, desempenhando papéis especificos na
formacéo das proteinas. A sintese da proteina no citoplasma
comega com a aminoacilacio do RNAt e termina com a
liberagdo de uma cadeia peptidica completa de um
polissomo. A traducdo do RNAm em proteinas pelos
ribossomos ocorre em 3 fases: iniciagdo, elongacdo e
terminacdo, as quais requerem a intervencdo dos fatores
protéicos correspondentes (KIMBALL et al., 1994).
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As agdes da insulina sobre o metabolismo protéico,
certamente ndo podem resultar de um mecanismo Unico. Os
conhecimentos atuais baseiam-se em parte em observagdes
feitas ap6s a administragdo in vivo do hormonio ou ap6s sua
remocdo seletiva pela destruicdo ou antagonismo da funcéo
celular B (KARINCH et al., 1993). Outras evidéncias foram
obtidas pela demonstracdo direta dos efeitos da insulina
sobre células isoladas ou em culturas. Assim, parte das
consequiéncias da agdo da insulina pode ser, apenas atribuida
indiretamente ao horménio. Alteragdes dos niveis de
substrato de uma via, diretamente regulada pela insulina
podem, por sua vez, afetar criticamente as atividades das
enzimas e o fluxo metabdlico em outra via (GIORDANO et
al., 1996). As acOes sobre o metabolismo das proteinas,
apesar de serem quantitativamente mais importantes no
musculo, também atuam no figado, no tecido adiposo e em
outros drgdos. Organismos jovens deficientes de insulina
apresentam reducdo da massa corporal, retardo do
crescimento 0sseo e do processo de maturagdo (SOUZA &
LUCIANO, 1996). Foi verificado recentemente que a
insulina também tem papel importante no metabolismo da
fosfatidilcolina em nervo ciatico de ratos diabéticos por
estreptozotocina (DRISCOLL et al, 1996).

O aumento do trabalho muscular é capaz de elicitar
varias reaces bioquimicas que sdo essenciais a hipertrofia
do mdsculo. A captagdo de aminoacidos pelo musculo
esquelético é um evento precoce para iniciar a hipertrofia, no
entanto, esse processo decresce rapidamente apds
desnervacdo do musculo ou inativagdo por seccao espinal.
Estudos com musculos isolados tém demonstrado que a taxa
de transporte de aminoacidos é proporcional a atividade
contrétil, independente da agdo da insulina (GOLDBERG,
1979). Experimentos com diafragma de ratos mostraram que
este musculo, estimulado eletricamente na porgdo hemi-
lateral, & frequéncia proxima da fisiologica, mantendo o
musculo contra-lateral inativo, sugerem que o nimero total
de contracBes é proporcional ao transporte de aminoacidos
(GOLDBERG, 1979).

Contracbes isométricas repetidas sdo capazes de
mimetizar um dos importantes efeitos anabdlicos da insulina.
Assim, alguns autores acreditam que tanto a atividade
contréctil como o hormdnio agem através de alguns sinais
intercelulares comuns. Porém, os efeitos ndo sdo idénticos,
pois enquanto a insulina nas preparagdes promove a captacdo
de aminodcidos e a sintese de proteinas, a estimulagcdo
elétrica aumenta a captacdo, mas ndo promove a sintese. As
razbes deste fato ndo sdo ainda muito claras (FLAIM et al.,
1980 ; VEDELER et al., 1991).
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Estudos envolvendo a liberacdo de tirosina,
aminoacido ndo metabolizavel no musculo, mostraram que
contracOes repetidas diminuem o catabolismo de proteinas
em musculo incubado. Além disso, a tensdo passiva, por si
s0, reduz a degradacdo protéica, o que pode estar relacionado
a sensibilidade as proteases ou a maquinaria proteolitica
celular como um todo. Foi verificado recentemente, em
estudos com ratos diabéticos experimentais, que o
treinamento fisico aumenta a capacidade do mdsculo
esquelético para oxidar substratos e gerar energia, além de
contribuir para reduzir o elevado nivel de acido beta-
hidroxibutirico observado em estados de deficiéncia de
insulina (MIDAOUI et al., 1996).

O principal objetivo deste trabalho foi investigar a
influéncia do treinamento fisico sobre as proteinas totais e
DNA no tecido muscular de ratos com deficiéncia de
insulina.

MATERIAIS E METODOS

Para o desenvolvimento deste trabalho foram
utilizados ratos machos adultos Wistar, pesando inicialmente
200 a 300 gramas, procedentes do Biotério Central da
UNESP em Botucatu e mantidos durante o periodo
experimental no Biotério do Departamento de Educagdo
Fisica da UNESP de Rio Claro. Antes e durante a fase
experimental esses animais foram alimentados com ragéo
balanceada padrdo 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 4 grupos
experimentais, da seguinte forma:
CONTROLE SEDENTARIO (CS): animais normais, que
ndo realizaram exercicio fisico;
CONTROLE TREINADO (CT): animais normais,
submetidos ao treinamento fisico, uma hora por dia, 5 dias
por semana, durante 4 semanas;
DIABETICO SEDENTARIO (DS): animais diabéticos que
ndo realizaram exercicio;
DIABETICO TREINADO (DT): animais diabéticos,
submetidos a0 mesmo esquema de exercicio que o grupo CT.

Para a producdo do Diabetes Mellitus experimental,
0s ratos, depois de permanecerem 24 horas em jejum, foram
anestesiados com éter etilico, ap6s o que, receberam aloxana
monoidratada Sigma (30 mg/kg de peso), dissolvida em
tampdo citrato 0,01 M, pH 4,5, injetada na veia dorsal do
pénis (LUCIANO, 1996). A seguir os ratos foram
recolocados nas gaiolas com alimento e solucdo glicosada a
15% no primeiro dia apds aloxana. A comprovagdo do
diabetes foi realizada 48 horas depois da administracdo da
aloxana, através da determinagdo da glicosUria (técnica da
glicofita-Diastix). Os ratos controles sofreram manipulagéo
semelhante, somente ao invés de aloxana, injetou-se solugdo
de tampdo citrato.

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

Os animais dos grupos CT e DT realizaram um
programa de atividade fisica que consistiu de natacdo com
carga de 2% em relacdo ao peso corporal, por 60 minutos
didrios, cinco dias na semana, durante 4 semanas
consecutivas. As sessfes de natacdo 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 o0s ratos
apoiassem cauda no fundo do recipiente. A temperatura da
agua foi mantida em torno de 32°C por uma resisténcia
elétrica submersa, acoplada a um termostato. Apds o término
das sessdes de natacdo, os ratos foram enxugados em sala
com temperatura controlada de 25°C e colocados novamente
nas suas respectivas gaiolas.

Os animais dos grupos sedentarios (CS e DS),
apesar de ndo terem sido submetidos & natacdo, foram
colocados no recipiente, nas mesmas condi¢cdes anteriores,
por apenas 2 minutos/dia, para simular a manipulacdo dos
grupos treinados.

Ao final do periodo experimental de 4 semanas, 0s
ratos foram mantidos em repouso por 48 horas e sacrificados
as 8:00 horas e sem jejum prévio.

Todos os animais foram pesados e o sacrificio
ocorreu por decapitacdo, com coleta de sangue em tubos de
vidro sem anticoagulante. O sangue foi centrifugado a 3.000
rpm por 10 minutos e o soro utilizado para as seguintes
dosagens:

a. Glicose: método enzimatico colorimétrico glicose-oxidase;
b. Insulina: método de radioimunoensaio (Kit Coat-A-
Count, USA);

c. Proteinas totais: método do biureto;

d. Albumina: método do verde de bromocresol;

No momento do sacrificio foram retiradas amostras
do coracgdo para dosagem de glicogénio, método da antrona
(HASSID & ABRAHAM, 1957) e diafragma para dosagem
de proteinas totais, método de folin-fenol (LOWRY et al.,
1954) e DNA, método da difenilamina (GILES & MAYERS,
1965).

Os resultados foram avaliados estatisticamente por
Andlise de Variancia e aplicagdo do teste de Newman-Keuls,
nivel de significancia p<0,05.

RESULTADOS

A evolugdo do peso corporal (Tabelal) mostra que
0s animais diabéticos estiveram significativamente abaixo
dos respectivos controles desde as fases iniciais, acentuando-
se as diferencas ao final do periodo experimental.
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Tabela 1. Evolucdo do peso corporal dos animais ao longo do periodo experimental.

GRUPOS Semana 1 Semana 2 Semana 3 Semana 4
CS (n=7) 380+29 400+41 410+42 430£39

CT (n=8) 367+15 389+20 404+15 415+15

DS (n=8) 282+402° 275451 2P 260+56 2° 260450 %"
DT (n=12) 320+42° 328+402° 325439 #P¢ 330+402P¢
a. diferente de CS b. diferente de CT c. diferente de DS p<0,05

Os diabéticos treinados, no entanto, mostraram menor reducdo de peso entre as semanas 3 e 4. Os grupos DS e DT
apresentaram elevados niveis de glicose no soro ao mesmo tempo em que a insulina foi diminuida(Tabela 2).

Tabela 2. Pardmetros avaliados no soro dos ratos controles sedentario e treinado e diabéticos sedentario e treinado sacrificados aos
30 dias do inicio do treinamento, apds 48 horas de repouso. Resultados expressos como média + desvio padrao.

GRUPOS GLICOSE (mg%) INSULINA PROTEINAS ALBUMINA (mg%)
(mUl/ml) (mg%)
CS (n=7) 115,848,7 19,846,8 7,40+0,19 3,56+0,41
CT (n=8) 121,0+4,8 18,945,9 7,62+0,25 4,00+0,42
DS (n=8) 413,2+7,3*° 9,243,9*" 7,45+0,51 3,71+0,36
DT (n=12) 394,4+19,7%P¢ 11,0+4,0*° 7,71+0,32 3,90+0,40
a. diferente de CS b. diferente de CT c. diferente de DS p<0,05

Observou-se ainda reducéo significativa da glicose entre os diabéticos treinados. O treinamento aumentou o glicogénio
dos musculos gastrocnémio e cardiaco dos controles e diabéticos. O diabetes aumentou as reservas de glicogénio cardiaco (Tabela
3).

Tabela 3. Glicogénio nos musculos gastrocnémio e cardiaco avaliados aos 30 dias do inicio do treinamento, apds 48 horas de
repouso. Resultados expressos como média + desvio padrao.

GRUPOS m. gastrocnémio (mg%o) m. cardiaco (mg%o)
CS (n=8) 0,55+0,03 0,18+0,03
CT (n=8) 0,77+0,01° 0,42+0,08?
DS (n=10) 0,58+0,01 0,63+0,23?
DT (n=10) 0,92+0,08%"° 0,58+0,21%"¢
a. diferente de CS b. diferente de CT c. diferente de DS p<0,05

As proteinas totais e a albumina circulantes ndo diferiram estatisticamente entre os grupos estudados (Tabela 4).

Tabela 4. Proteinas totais e DNA avaliados no diafragma dos ratos aos 30 dias do inicio do treinamento, ap6s 48 horas de repouso.
Resultados expressos como média * desvio padréo.

GRUPOS Proteina (Diafragma) DNA (Diafragma) Proteina/DNA
CS (n=7) 7,48+0,07 0,45+0,03 16,6+0,9
CT (n=8) 8,15+0,08* 0,4840,05 17,0£1,4
DS (n=8) 7,10+0,07° 0,45+0,08 15,8+2,0
DT (n=12) 8,43+0,11 *>¢ 0,5140,10 16,5+1,9

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

As proteinas totais avaliadas no diafragma foram DNA e a razdo proteina/DNA ndo foram diferentes (p<0,05)
significativamente aumentadas nos DT em relacdo aos DS, entre 0s grupos estudados.

onde encontravam-se reduzidas (Tabela 5), mas o teor de
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DISCUSSAO

O treinamento fisico realizado regularmente induz
alteracbes adaptativas gerais e locais em varios sistemas
organicos. Essas modificacdes visam sobretudo a
manutencdo da homeostase energética celular e melhora
estrutural do sistema muscular para suportar 0 aumento na
demanda do esforco fisico. A associacdo do Diabetes
Mellitus com o treinamento fisico ird desencadear ajustes
metabdlicos que poderdo favorecer o organismo diabético
ou, em parte, minimizar as complicacGes deste quadro
patoldgico.

No presente trabalho estudamos alguns aspectos do
metabolismo intermedidrio e das proteinas teciduais no
modelo de diabetes mellitus experimental, sob a influéncia
do treinamento fisico. Verificamos que a glicemia mostrou-
se elevada, enquanto a insulinemia foi sensivelmente
reduzida entre os diabéticos sedentérios e treinados. Entre os
diabéticos treinados ocorreu redugdo glicémica, mas a
insulina ndo retornou aos niveis normais. Possivelmente este
fato esta relacionado com o aumento na captacdo periférica
da glicose, com melhora das condicOes gerais dos diabéticos.
Estes resultados estdo de acordo com trabalhos anteriores
(LUCIANO, 1996, SHERMAN et al., 1993, SOUZA &
LUCIANO, 1996).

A reducédo nos niveis de insulina dos diabéticos, no
presente trabalho, ndo foi significativamente modificada pelo
treinamento fisico, embora em trabalhos anteriores esse
fendmeno tenha sido observado (LUCIANO, 1996). A
insulinemia pode ndo ter refletido o efeito direto do
treinamento fisico sobre sua secre¢do, visto que foram
utilizados ratos diabéticos com diferentes intensidades da
doenca.

Avaliamos ainda os teores de glicogénio dos
musculos gastrocnémio e cardiaco com o objetivo de
verificar a eficiéncia do treinamento sobre 0 armazenamento
desses substratos. De acordo com a literatura, o treinamento
fisico aerobio eleva a sintese e os teores de glicogénio
musculares (GOBATTO et al.,, 1997). Com relacdo ao
musculo gastrocnémio, o protocolo de treinamento utilizado
foi eficaz em induzir aumento das reservas nos ratos
controles e diabéticos. No coragdo, foram observados efeitos
tanto do diabetes como do treinamento, pois esse musculo
quando adaptado as condicOes de exercicio ou da propria
patologia, utiliza preferencialmente acidos graxos livres,
poupando as reservas de carboidratos (LUCIANO et al.,
1992).

O desenvolvimento da massa muscular e
consequentemente metabolismo protéico dependem, além da
insulina e atividade contréatil, de outros fatores como por
exemplo horménio do crescimento (GH). Os niveis de GH
podem ser influenciados pela atividade fisica, com tendéncia
a elevacdo em exercicios intensos (FELSING, 1992). Em
nosso estudo, ndo avaliamos os teores desse hormoénio,
contudo, o peso corporal dos animais diabéticos foi
parcialmente recuperado pelo treinamento. Esse fato, pode

estar relacionado com a elevacdo do referido hormdnio nas
condicOes experimentais estudadas.

Com relacdo as proteinas e albumina séricas, ndo
foram encontradas diferencas entre 0s grupos estudados, o
que é relevante, uma vez que estas medidas refletem o estado
nutricional e de hidratacdo dos animais. Por tratar-se de
grupos com diabetes relativamente severo, o controle dessas
variaveis passa a ser fundamental. Outros autores tém
encontrado aumento na excrecdo urindria de proteinas e
albumina entre diabéticos ndo insulino-dependentes
(GALANTI et al., 1996). No entanto, os referidos pacientes
encontram-se em estagio de nefropatia diabética, ao contrario
do presente trabalho cujo periodo de inducdo da doenca nédo
foi muito prolongado.

O Diabetes Mellitus, como uma doenca crénico-
degenerativa, neste protocolo experimental, interferiu
negativamente sobre as proteinas do musculo diafragmatico.
Considerando que os niveis insulinémicos foram baixos
nesses animais e que este hormonio exerce papel
fundamental sobre a entrada de aminodcidos nas células,
facilitando a sintese protéica e inibindo a protedlise, torna-se
possivel explicar as respostas relativas ao metabolismo
protéico entre os diabéticos em nosso modelo de estudo.
Esses dados estdo de acordo com trabalhos cléssicos da
literatura que tém demonstrado perda de massa muscular,
déficit no crescimento e predominio da degradacdo sobre a
sintese de proteinas em organismos com deficiéncia de
insulina (O'BRIEN & GRANNER, 1991; GOUGEON et al.,
1997; KIMBALL et al., 1994; SOUZA & LUCIANO, 1996).

O aumento do trabalho muscular, é capaz de induzir
vérias reacdes bioguimicas que sdo essenciais a hipertrofia
do musculo. Com relagéo ao diafragma, verificou-se discreta
elevacdo no teor de proteinas, mas ndao foram encontradas
alteracBes nos niveis de DNA ou na razdo proteina/DNA.
Assim, pode-se afirmar que o treinamento fisico foi efetivo
em evitar a atrofia muscular nos animais diabéticos
experimentais.

A atividade contratil parece ser determinante
fundamental da massa muscular e pode preceder os sinais
endocrinos para a deplecdo de proteinas do misculo durante
0 jejum, diabetes ou administracio de glicocorticdides. E
bem conhecido o fato de que a insulina promove diretamente
a captagdo de aminodacidos pelo musculo esquelético, no
entanto, esse processo decresce rapidamente apds
desnervacdo do mdsculo ou inativagdo por seccdo espinal
(GOLDBERG, 1979). No presente estudo, embora ndo tenha
ocorrido melhora nos niveis de insulina, o treinamento fisico
minimizou o efeito catabdlico do diabetes sobre as proteinas
musculares.

CONCLUSOES

O diabetes induziu aumento na glicose circulante e
no glicogénio cardiaco, bem como reducédo na insulina e teor
de proteinas totais no diafragma, porém nao alterou as
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proteinas totais e albumina do soro, nem a relacdo
proteina/DNA do diafragma;

O protocolo de treinamento fisico utilizado
aumentou as reservas de glicogénio nos musculos
gastrocnémio e cardiaco, restabeleceu os teores de proteinas
totais no diafragma dos ratos diabéticos e melhorou a
glicemia no Diabetes Mellitus experimental;
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ABSTRACT

EFFECTS OF CHRONIC  PHYSICAL
EXERCISE ON PROTEIN LEVELS IN
DIAPHRAGM FROM DIABETIC RATS

This study was designed to evaluate the effects of
chronic physical activity on protein levels in diabetic
organisms. 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 (30mg/bw-i.v.). Training protocol
consisted in swimming, at 32 + 1°C, 1h/day, 5 days/week,
during 4 weeks. At the end of the experiment the rats were
sacrificed by decapitation and blood samples for glucose,
insulin, total proteins and albumin determinations and tissue
samples for glycogen, protein and DNA analyses were
collected. Diabetes reduced blood insulin and diaphragm
protein and increased blood glucose and the cardiac
glycogen stores. Training reduced hyperglycemia,
maintained hypoinsulinemia and restored diaphragm protein
levels in diabetic rats. In summary, the training protocol
used was able to improve some aspects of the experimental
diabetic picture.

UNITERMS: Diabetes Mellitus, physical training, protein,
DNA, insulin.
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