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RESUMO

Introdugéo: As respostas ao exercicio agudo dos biomarcadores, como a fosfatase alcalina (FA) e a creatina quinase (CK)
séricas tém sido pouco investigadas em ratos diabéticos. Objetivos: Verificar os efeitos do exercicio fisico aerdbio agudo
sobre as concentracoes de CK e FA, bem como, avaliar o estado hidrico em ratos diabéticos experimentais. Materiais e
métodos: Foram utilizados ratos Wistar machos, adultos jovens, distribuidos em dois grupos: diabéticos (DA) e controles
(CA). O diabetes foi induzido por meio da administragdo de aloxana monoidratado Sigma® (32 mg/kg de peso corporal).
Duas semanas apos confirmagéo do diabetes, ambos 0s grupos foram submetidos a uma sessao aguda de natagao por
30 min, com carga aerébia (4,5 % do peso corporal). Foram avaliados: glicose, hematdcrito, CK, FA, albumina e a cinética
de lactato durante o exercicio por meio de coletas 25 L de sangue da cauda dos animais, nos minutos 0, 10, 20 e 30 de
exercicio. Resultados: ANOVA de dois fatores para medidas repetidas e o teste post hoc de Tukey apontaram diminuicéo
significativa dos valores de glicemia apds o exercicio para o grupo DA, aumento significativo de CK pds-exercicio para o
grupo DA, aumento significativo de hematdcrito para ambos os grupos apds exercicio e manutencéo da FA apds exercicio
para o grupo DA. Concluséo: O exercicio agudo aerébio foi eficiente no controle dos niveis glicémicos de ratos diabéticos.
Entretanto, deve ser aplicado com cautela, pois induziu altos valores de CK, sugerindo possfveis lesdes teciduais.

Palavras-chave: exercicio aerébico, diabetes mellitus, aloxana, ratos Wistar.

ABSTRACT

Introduction: The responses to acute exercise on biomarkers, such as alkaline phosphatase (ALP) and creatine kinase (CK)
serum levels have been little investigated in diabetic rats. Objectives: To investigate the effects of acute aerobic exercise on
the concentrations of CK and ALP as well as evaluating the hydration status in diabetic rats. Materials and methods: Were
used male Wistar rats, young adults, divided into two groups: diabetic (DA) and controls (CA). The diabetes was induced
in the rats by administration of alloxan monohydrate Sigma® (32 mg/kg body weight). Two weeks after confirmation of
diabetes, both groups were subjected to an acute swim session for 30 min, with aerobic load (4.5% body weight). Glucose,
hematocrit, CK, ALR, albumin and lactate kinetics during exercise were evaluated by collecting 25ul of blood from the tail
of the animals in minutes 0, 10, 20 and 30 of exercise. Results: Two-way ANOVA for repeated measures and post hoc Tukey
test showed significant decrease of glycemia after exercise for the DA group, significant increase in CK after exercise for the
DA group, significant increase in hematocrit for both groups after exercise and maintenance of ALP after exercise for the DA
group. Conclusion: The acute aerobic exercise was effective in controlling glucose levels in diabetic rats. However, it should
be applied with caution, because it induced high CK values, suggesting possible tissue damage.

Keywords: aerobic exercise, diabetes mellitus, alloxan, Wistar rats.

RESUMEN

Introduccién: Las respuestas al ejercicio agudo de los biomarcadores, como la fosfatasa alcalina (FA) y la creatina quinasa
(CK) séricas han sido poco investigadas en ratones diabéticos. Objetivos: Verificar los efectos del ejercicio fisico aerdbico agudo
sobre las concentraciones de CK'y FA, bien como evaluar el estado hidrico en ratones diabéticos experimentales. Materiales y
métodos: Fueron utilizados ratones Wistar machos, adultos jévenes, distribuidos en dos grupos: diabéticos (DA) y controles (CA).
La diabetes fue inducida por medio de la administracién de aloxana monohidratado Sigma® (32 mg/kg de peso corporal). Dos
semanas después de la confirmacidn de la diabetes, ambos grupos fueron sometidos a una sesién aguda de natacién por 30
minutos, con carga aerdbica (4,5% del peso corporal). Fueron evaluados: Glucosa, hematocrito, CK, FA, albumina y La cinética
de lactato durante el ejercicio por medio de colectas de 25 Ul de sangre de la cola de los animales, en los minutos 0, 10, 20 y
30 de ejercicio. Resultados: ANOVA de dos factores para medidas repetidas y el test post hoc de Tukey apuntaron disminucion
significativa de los valores de glicemia después del ejercicio para el grupo DA, aumento significativo de CK después del ejercicio
para el grupo DA, aumento significativo de hematocrito para ambos grupos después del ejercicio y mantenimiento de la FA
después del ejercicio para el grupo DA. Conclusion: El ejercicio agudo aerdbico fue eficiente en el control de los niveles glicémicos de
ratones diabéticos. Entretanto, debe ser aplicado con cautela, pues indujo altos valores de CK, sugiriendo posibles lesiones tisulares.

Palabras-clave: ejercicio aerdbico, diabetes mellitus, aloxana, ratas Wistar.
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INTRODUCAO

Estudos envolvendo animais, especialmente ratos, tém sido extensi-
vamente realizados em diferentes situacdes de intervencao experimen-
tal devido a facil manipulacéo, boa resposta ao exercicio, possibilidade
de andlises invasivas e constante monitoramento/controle de varidveis
durante o periodo experimental, tais como, dieta, tempo de manipu-
lacao, temperatura, umidade e sono'?.

Dentre algumas intervengdes experimentais utilizadas na literatura,
a aplicacao de agentes quimicos beta-citotoxicos, como a aloxana, tém
se destacado para promover a inducdo de diabetes melittus (DM) em
modelos animais®>. Esta droga, apresenta efeito toxico especifico sobre
as células beta das ilhotas de Langerhans do pancreas®, causando a
faléncia da secrecdo da insulina e, consequentemente, simulando o
DM tipo 1 em animais submetidos a tal procedimento.

A DM é uma desordem metabodlica caracterizada pela permanente
hiperglicemia decorrente de defeitos na secre¢do ou agéo da insulina
e estd associada com disfuncdes e alteracoes danosas de diferentes
sistemas metabolicos®. A hiperglicemia por sua vez, pode inibir a dife-
renciacao osteoblastica e alterar a resposta da paratireoide, produzindo
um efeito deletério na matriz dssea’.

Fatores inerentes a condicdo diabética podem ser prejudiciais a qua-
lidade dssea®. Evidéncias apontam que o prejuizo dsseo causado pelo
DM1 (insulino-dependente) é geralmente acompanhado por elevadas
concentracdes séricas de fosfatase alcalina (FA). Além disso, as associa-
¢bes entre danos no metabolismo ésseo e elevadas concentragdes de
FA s&o observadas ndo somente em condi¢des de DM9, mas também
em outras patologias'®. Além da FA, as concentracdes de outras enzimas,
como aspartato aminotransferase, lactato desidrogenase e creatina qui-
nase (CK) podem ser alteradas, como consequéncia de mudancas nos
mecanismos de sintese, degradacao, estoque e excrecdo de enzimas,
causados pela DM, Nesse caso, a existéncia desses diferentes marca-
dores bioquimicos € de extrema relevancia, uma vez que permitem o
diagnostico de diversas patologias e/ou alteragées fisioldgicas.

Usada no diagnéstico de condicdes clinicas tais como, infarto do
miocérdio, distrofia muscular e outras doencas, a CK, é apontada como
um biomarcador para deteccdo de lesdo tecidual'?. Outra importan-
te aplicacdo dessa enzima estd inserida no contexto da fisiologia do
exercicio, uma vez que, numerosos estudos observam alteracdes da
atividade da CK apds uma sessao de exercicio agudo, podendo variar
substancialmente de acordo com as condi¢ées (tipo, intensidade e
duracéo) do exercicio realizado'.

Apesar dos efeitos benéficos do exercicio fisico cronico sobre a DM
serem bem explorados''?, vale lembrar que apenas uma sesséo de
exercicio agudo j& pode promover interessantes alteragoes'®™®. Assim,
esse estudo justifica-se pela importancia do entendimento das relacoes
entre o exercicio fisico e seus efeitos agudos no dmbito dessa patologia.

As respostas ao exercicio agudo sobre as concentragdes séricas
dos biomarcadores supracitados tém sido pouco investigadas em ratos
diabéticos submetidos a exercicio aerdbio de natacao, dessa forma,
0s objetivos desse estudo foram verificar os efeitos do exercicio fisico
aerébio agudo sobre as concentracdes de creatina quinase e fosfatase
alcalina, bem como, monitorar o estado de hidratagao em ratos dia-
béticos experimentais.

MATERIAIS E METODOS

Animais
Foram induzidos a DM 20 ratos Wistar machos, adultos jovens e

média de 380,71+43,39g de peso corporal. 10 ratos com a mesma idade
e peso corporal médio de 416,14+32,38g formaram o grupo controle.
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Os animais foram mantidos em gaiolas de polietileno, medindo 37 x 31
x 16 (cinco ratos por gaiola), sob condi¢des de temperatura ambiente
de 21° C e fotoperiodo de 12 horas claro/escuro, alimentados com
racao balanceada (Purina®) e dgua "ad libitum” para os grupos experi-
mentais no Biotério do Laboratério de Biodinamica do Departamento
de Educacéo Fisica do Instituto de Biociéncia, UNESP, Rio Claro, SP, Brasil.
Todos os procedimentos experimentais estao de acordo com as normas
do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).

Para inducdo da DM os 20 ratos receberam aloxana monoidra-
tada Sigma® (32 mg/kg de peso corporal) dissolvida em tampéo
citrato 0,01M, pH 4,5 (i.v.). Posteriormente receberam uma solucéo
de dgua e glicose (15%) durante 24h, além de racdo?. Sete dias apds
a administracdo da droga, foi realizado teste de glicemia (Laborlab®
método enzimdtico colorimétrico - glicose oxidase-peroxidase) para
comprovacao do estado diabético. Foram considerados diabéticos,
0s animais que apresentaram nivel glicémico igual ou superior a 200
mg/dL, sendo que 0s ratos que ndo atingiram esse nivel foram ex-
cluidos do estudo.

Os animais foram distribuidos em dois grupos de acordo com a glicemia:

Controle agudo (CA n=10) e diabético agudo (DA n=8). Duas se-
manas depois da confirmagdo da DM os animais de ambos os grupos
foram submetidos a uma sessdo aguda de natagcdo por 30 min. Uma
carga equivalente a 4,5% do peso corporal foi anexada no dorso dos
animais, por representar uma intensidade de exercicio predominante-
mente aerébia conforme Oliveira et al, @ e Araujo et al,, 7.

As andlises bioquimicas foram realizadas pré e pds-exercicio com
a retirada de dois capilares com sangue. O sangue retirado foi centri-
fugado a 3000 rpm durante 15 minutos e o hematécrito foi analisa-
do para verificacdo do balango hidrico dos animais. Posteriormente
o sobrenadante foi utilizado para as dosagens de albumina, creatina
quinase (CK) e fosfatase alcalina (FA) por meio de métodos enziméticos
colorimétricos utilizando kits comerciais.

Para andlise da cinética de lactato e glicose durante o exercicio agudo
foram coletados previamente, nos minutos 10, 20 e 30 de exercicio, 25uL
de sangue da cauda do animal. O lactato sanguineo foi analisado pelo
método enzimatico segundo Engel & Jones'® e as concentraces de gli-
cose sanguinea foram determinadas pelo método enzimético colorimé-
trico da glicose oxidase-peroxidase'®, usando kits comerciais (Laborlab®).

Analise Estatistica

As varidveis analisadas no presente estudo foram submetidas ao teste
de normalidade utilizando o teste de Shapiro-Wilks. Foi utilizada analise
de variancia (ANOVA two-way) para medidas repetidas sequidas por post
hoc de Tukey. Com nivel de significancia pré-fixado em 5% (p<0,05).

RESULTADOS

Ao analisar os resultados pode-se observar que o grupo DA apre-
sentou valores glicémicos elevados, em relacdo ao grupo CA tanto na
situacao pré quanto na situacao poés-exercicio agudo (p=0,006 e p=0,02;
respectivamente). Diferencas significativas também foram encontradas
na andlise do grupo DA em relagdo as situagdes pré e imediatamente
apos o exercicio, sendo observados menores valores para a situacao
pos-exercicio (p=0,003) (figura 1).

Em relacéo a CK, o grupo DA apresentou nivel sérico significativa-
mente maior que o grupo CA na situacao pos-exercicio (p=0,01), assim
como o mesmo grupo DA apresentou diferencas significativas entre as
situacdes pré e pds-exercicio agudo (p=0,002) (figura 2).

Quanto a fosfatase alcalina (FA) o grupo DA apresentou maiores
valores em comparacado com o grupo CA na situacdo pré-exercicio
agudo (p=0,028) (figura 3).
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A andlise da albumina néo revelou diferencas significativas para
nenhuma das comparacdes propostas, situagdes pré e pds-exercicio
aerébio agudo e grupos DA e CA (figura 4A).

J& em relacdo ao hematécrito o exercicio agudo ocasionou dife-
renca significativa tanto para o grupo DA (p=0,0001) quanto para o
grupo CA (p=0,02) em relacao ao pds-exercicio comparado com o
pré-exercicio (figura 4B).
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Figura 1. Niveis glicémicos dos grupos diabético agudo (DA) e controle agudo (CA)
nas situagoes pré e pos-exercicio.
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Figura 2. Niveis séricos de creatina quinase (CK) dos grupos diabético agudo (DA) e
controle agudo (CA) nas situacoes pré e pos-exercicio.

550 [ Diabéticos
7 0

500 ] I Controle
450 4

Fosfatse (U/L)

Pré Po6s

o diferenga entre gruposp (p=0,028).

Figura 3. Niveis séricos de fosfatase alcalina (FA) dos grupos diabético agudo (DA) e
controle agudo (CA) nas situacdes pré e pos-exercicio.

34

404 A
3,54
3,04
25
2,04
154

Albumina (a/dL)

1,04
0,54
0,0

Pré ' Pos

[ Diabéticos
I Controle

70 - B *

60 4 T
50
40 |

304

Hematdcrito (%)

20 -

10 .

0

Pré Pos
* diferenca entre situagdes (DA p=0,0001; CA p=0,02; respectivamente).

Figura 4. A) Albumina dos grupos diabético agudo (DA) e controle agudo (CA) nas
situacoes pré e pds-exercicio. B) Hematécito dos grupos diabético agudo (DA) e
controle agudo (CA) nas situacdes pré e pos-exercicio.

DISCUSSAO

Estudos experimentais propiciam agdes favoraveis para pesquisas
de novos mecanismos celulares e metabolicos, e/ou, melhor compreen-
sdo das adaptagdes, comportamento e resposta do organismo ao exer-
cicio fisico que, isoladamente, desempenha um papel fundamental
para o controle metabdlico principalmente em estados patoldgicos
como na diabetes mellitus (DM)%.

Os valores de estabilizacdo do lactato sanguineo do presente estudo
(DA=4,7+0,75mmol/L e CA=5,46+0,79mmol/L) corroboram tanto com estu-
dos prévios que investigaram o comportamento da lactacidemia em ratos
durante exercicio de natagéo de carater aerébio, quanto com estudos que
investigaram a concentracao de lactato no momento de transigao entre os
metabolismos aerébio/anaerdbio'??!, comprovando de fato o predominio
do metabolismo aerdbio que caracterizou a sessao de exercicio agudo.

Segundo a American Diabetes Association® a pratica de exercicio
fisico regular atua como modulador dos niveis plasmaticos de glicose,
aproximando-os aos valores normativos, em decorréncia da facilitacdo
da captacdo periférica da glicose independentemente da acdo da
insulina. Evidéncias apontam que uma sessdo aguda de exercicio
também é capaz de promover esses efeitos?® No presente estudo,
nés observamos um declinio das concentracdes de glicose no grupo
de ratos diabético (DA) com apenas uma sessao aguda de exercicio
aerdbio (figura 2), semelhante aos achados de Rogatto?.

Ao analisar os valores absolutos de glicemia nos momentos pré e
pos-sessdo aguda de exercicio aerdbio verifica-se reducdo das concen-
tragdes de glicose apds a sessdo em ambos 0s grupos, com alteragdes
estatisticamente significantes para o grupo DA (figura 1). Entretanto,
em nossos achados, verificou-se diminuigdo significativa dos valores
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de glicemia do grupo DA ap0s realizacdo de exercicio aerdbio agudo,
evidenciando a possivel contribuicdo dessa pratica no controle da hi-
perglicemia de ratos induzidos ao DM.

Exercicios intensos aumentam a atividade enzimatica muscular
em fungdo de danos mecanicos ocasionados na membrana celular
do musculo esquelético responsaveis pela perda da integridade das
mesmas’*. A creatina quinase (CK) é um biomarcador fortemente ligado
a esse fendbmeno, e em niveis plasmaticos elevados indica a presenca
de microlesées musculares altamente relacionadas com a diminuicao
da capacidade contrétil e alteracdes no desempenho do musculo es-
quelético®. No presente estudo os animais do grupo DA apresentaram
maiores valores de CK em relagdo ao momento pré e em relagdo ao
grupo CA imediatamente apds o exercicio aerdbio sugerindo que tais
alteracdes de concentracdes podem ser em funcéo das debilidades
enddcrinas e metabdlicas decorrentes da DM.

E consenso na literatura, que a DM tipo | colabora sensivelmente
para a perda das fungcdes neurais, como diminuicdo das ramificagdes dos
dendritos e da quantidade de neurotransmissores, afetando a qualidade
da conducao sindptica e consequentemente prejudicando a musculatura
esquelética®. Além de debilitar o sistema nervoso central, a hiperglicemia
ocasionada pela patologia acentua a formagdo de espécies reativas de oxi-
génio, que por sua vez irdo promover um estado de estresse oxidativo®.

Em humanos o excesso de radicais livres contribui com a perda da
integridade da membrana da célula muscular em funcao da reacao de
oxi-reducao dos radicais livres com a camada bilipidica que forma as
membranas celulares?”?8, Esse cendrio de diminuicdo da integridade
das membranas, somado a perda da func¢éo neural e de transmissao
de impulso nervoso com consequente perda da capacidade contratil
do musculo esquelético, podem ter contribuido para o rompimento
mecanico das células musculares durante o exercicio e explicariam o
fato dos maiores valores observados de CK em ratos diabéticos em
compara¢dao com ratos normais e com a situagao pré-exercicio.

As altas concentracdes de FA verificadas em nosso estudo corro-
boram com outros trabalhos que sugerem um comprometimento da
remodelagem 6ssea em ratos diabéticos contribuindo para a redugao
da qualidade dos ossos®, massa dssea e aumento da probabilidade
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de desenvolver osteopenia®, decorrente da resposta da paratireoide
frente a hiperglicemia, por uma inibicdo da atividade osteoblastica’.

Cabe resaltar que os niveis séricos de FA nos ratos diabéticos foram
mantidos apds o exercicio, sendo significativamente maiores quando
comparados com os ratos nao diabéticos. Isso também pode indicar
que os ratos diabéticos necessitam de maiores teores minerais oriundos
do 0550 e que um exercicio agudo, mesmo causando diminuicao nos
niveis glicémicos, nao é capaz de promover diminuicdo na captagao
de minerais 6sseos contrapondo aos efeitos da doenca. Sendo assim,
possivelmente fatores como o desbalanco hidrico podem influenciar
na perda de minerais.

A DM ocasiona sintomas como a polifagia, polidipsia e poliuria,
sendo o Ultimo sintoma um fator responsavel por desencadear a de-
sidratacao de células teciduais que culminaria em diminuicdo do vo-
lume hidrico e concomitantemente, alteracdes nas taxas de hemacias
e hematocrito?®. Ao analisar as varidveis aloumina e hematdcrito, que
estao relacionadas com o estado nutricional e hidrico, observou-se um
acréscimo em ambas as varidveis apos a sessao de exercicio aerdbio,
com significancia estatistica para hematdcritos no grupo diabético e
controle (DA p=0,0001 e CA p=0,02; respectivamente), sugerindo que
em resposta ao esfor¢o e estresse houve uma hemoconcentragdo cau-
sada por perda hidrica resultante dos mecanismos de sudorese e ofego
na tentativa de manter a termorregulacao™®.

CONCLUSAO

Dessa forma é possivel concluir que o exercicio agudo aerébio é
um modelo eficiente para o controle dos niveis glicémicos de ratos
induzidos a diabetes mellitus tipo 1, contudo sua aplicacéo deve ser feita
com cautela, pois induziu a altos valores de concentracéo sérica de CK
e diferencas significativas na hemoconcentragdo, sugerindo possiveis
lesdes teciduais, assim como alteracdes no estado hidrico.

Todos o0s autores declararam né&o haver qualquer potencial conflito de
interesses referente a este artigo.
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