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RESUMO

Introducéo: Assim como em humanos, ratos diabéticos apresentam baixas quantidades de glico-
génio. Entretanto, treinamento ou medicamentos podem causar diminuicado da glicemia e melhorar o
controle metabdlico. Metformina aumenta o glicogénio enquanto diminui a glicemia em ratos normais
estressados por exercicio. Objetivo: Investigar se exercicio regular e metformina melhoram o metabolis-
mo de ratos diabéticos. Métodos: Ratos Wistar diabéticos por aloxana tratados com metformina (DTM)
ou néo (DT) foram treinados. O treinamento consistiu de 20 sessdes de 30 min de duracéo, cinco dias por
semana. Ratos diabéticos sedentdrios foram usados como controle (SD e SDM). Metformina (5,6ug/ml)
foi dada na dgua de beber. Apds 48h de repouso, a glicose (mg/dl) e a insulina (ng/mL) foram medidas
no plasma e o glicogénio (mg/100mg de tecido molhado) no figado, séleo e gastrocnémio. Resultados:
A glicemia diminuiu de 435 + 15 para 230 + 20 no grupo DSM, para 143 + 8,1 no grupo DT e para 138
+ 19mg/dl no grupo DTM. O grupo DSM teve proporcional aumento de glicogénio hepdtico de 1,69 +
0.22 para 3,53 + 0.24 e o treinamento aumentou para 3,36 + 0,16mg/100mg. A metformina induziu au-
mento proporcional nos musculos séleo de 0,21 + 0,008 para 042 + 0,03 e no gastrocnémio, de 0,33 +
0,02 para 0,46 + 0,03, enquanto que o treinamento aumentou apenas no gastrocnémio para 0,53 £ 0,03.
Uma grande interacéo foi observada no figado (o glicogénio aumentou para 6,48 + 0,34). Conclusao:
Pequenas doses orais de metformina e/ou treinamento restituiram parcialmente a glicemia e promove-
ram aumento de glicogénio em tecidos de ratos diabéticos. A associagcdo com o programa de exercicio
foi benéfica, ajudando a diminuir a glicemia e a aumentar o armazenamento de glicogénio no figado de
ratos diabéticos.

Palavras-chave: metformina, treinamento, glicogénio.

ABSTRACT

Introduction: Like in humans, lower amounts of glycogen are present in tissues of diabetic rats. However,
training or drugs that lower glycemia can improve the metabolic control. Metformin increased glycogen
while decreased glycemia in normal rats stressed by exercise. Objective: In this work we investigated if
regular exercise and metformin effects improve the metabolism of diabetic rats. Methods: Alloxan diabetic
Wistar rats treated with metformin (DTM) or not (DT) were trained. Training consisted of 20 sessions of 30
min, 5 days a week. Sedentary diabetic rats served as control (SD and SDM). Metformin (5.6 ug/g) was given
in the drinking water. After 48 h resting, glucose (mg/dl) and insulin (ng/mL) was measured in plasma and
glycogen (mg/100 mg of wet tissue) in liver, soleus and gastrocnemius. Results: Glycemia decreased in
DM group from 435415 to 230420, in DT group to 143+8.1 and in DTM group to 138+19 mg/dl. DM group
had proportional increase in the hepatic glycogen from 1.69+0.22 to 3.53+0.24, and the training increased
to 3.36 £ 0.16 mg/100 mg. Metformin induced the same proportional increase in the muscles (soleus from
0.21£0.008 to 0.42+0.03 and gastrocnemius from 0.33+0.02 to 0.46+0.03), while the training promoted in-
crease on gastrocnemius to 0,53 £ 0,03, only. A high interaction was observed in liver (glycogen increased
t0 6.48+0.34). Conclusion: Very small oral doses of metformin and/or, partially restored glycemia in diabetic
rats and decreased glycogen in tissues. Its association with an exercise program was beneficial, helping lower
glycemia further and increase glycogen stores on liver of diabetic rats.

Keywords: metformin, training, glycogen.
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INTRODUCAO

O diabetes mellitus é caracterizado pela auséncia ou secrecdo defi-
ciente de insulina ou pela resisténcia periférica ao hormanio, afetando o
metabolismo de carboidratos, de lipideos e de proteinas, resultando em
hiperglicemia e glicosuria. O prejuizo na sintese de glicogénio nos mus-
culos esqueléticos é o sinal mais precoce da patogénese do diabetes
do tipo 2 ou diabetes mellitus ndo dependente de insulina (NIDDM)™. A
biossintese de glicogénio no figado e musculos tem sido associada ao
estado nutricional do organismo, a atividade fisica e as concentracoes
de hormdnios, como insuling, glucagon, catecolaminas e glicocorticdi-
des?, e ainda pode ser estimulada por algumas drogas®~.

A biguanida metformina, utilizada no tratamento do NIDDM, tem
como fungdo aumentar a captagdo de glicose pelos tecidos periféricos,
sem modificar a secrecdo de insulina ou induzir hipoglicemia®. Metfor-
mina protege as células B, prevenindo a desensibilizacéo das ilhotas pan-
credticas isoladas de humanos na presenca de glicose. Isso é compativel
com a habilidade da metformina em aumentar o contetido de glicogé-
nio em ilhotas de ratos”. Observamos, também, um efeito protetor da
metformina em ratos diabéticos por aloxana, diminuindo a glicemia e
aumentando o armazenamento de glicogénio nos musculos esqueléti-
cos e no figado, durante um curto perfodo de tratamento>2.

Por outro lado, exercicios regulares induzem mudancas estrutu-
rais e funcionais que também modificam o perfil metabdlico® com a
finalidade de aumentar a disponibilidade de energia. O aumento do
metabolismo durante o exercicio promove utilizacao de virias fontes
de energia, incluindo o glicogénio dos musculos e figado e os trigli-
cerideos armazenados no tecido adiposo. O glicogénio é a principal
fonte de energia utilizada durante os primeiros 20 ou 30 minutos de
um exercicio de intensidade moderada. Apos esse periodo, a oxidagao
de lipideos torna-se predominante. O treinamento induz adaptagoes
metabolicas e, dentre elas, aumento do armazenamento de glicogénio
em condi¢des basais e aumento do nimero de mitocéndrias, melho-
rando, assim, a atividade oxidativa®?. Essas mudancas sao resultantes
de adaptacdes hormonais associadas ao exercicio!?.,

Exercicios de intensidade moderada s&o recomendados para me-
lhorar o controle metabdlico de diabéticos, particularmente daqueles
resistentes a insulina, a menos que existam contra-indicagdes!'V. Por si
s6, o treinamento melhora a captacao de glicose pelas células e aumen-
ta a glicogénese e, a0 mesmo tempo, promove adaptacdes no musculo
esquelético que estimulam o aumento da utilizacio de lipideos®.

Considerando os beneficios do exercicio e da metformina iso-
ladamente, é possivel que a associacdo de ambos possa contribuir,
aumentando as reservas de glicogénio em musculos e no figado, bem
como diminuindo a glicemia em ratos diabéticos por aloxana.

METODOS

ANIMAIS

O Comité de Etica em Experimentacio Animal institucional aprovou
0 protocolo experimental sob o n°® 261-1.

Foram utilizados ratos machos, albinos, Wistar (fornecidos pelo
Centro de Bioterismo da Unicamp) com idade de oito semanas. Os
ratos foram mantidos em ciclo fotoperiédico de 12h claro/12h escuro,
a 23 £ 2°C, no Biotério do Departamento de Fisiologia e Bioffsica, sendo
alimentados com racao (Purina® para roedores) e agua ad libitum. Os
ratos foram distribuidos aleatoriamente em cinco grupos: Controle
Sedentério (S) (n = 6), Sedentéario Diabético (SD) (n = 6), Sedentario
Diabético Metformina (SDM) (n = 8), Treinado Diabético (TD) (n = 6),
Treinado Diabético Metformina (TDM) (n = 6).

O diabetes foi induzido em ratos sob anestesia (Pentobarbital,
40mg/kg de peso corporal) através de uma Unica injecao de aloxana
(iv., 40mg/kg de peso corporal, pH 7,4).
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Os ratos tratados receberam metformina (5,6ug/ml) na dgua de
beber durante o periodo de treinamento ou periodo proporcional
em ratos sedentarios.

EXERCICIO FiSICO E ESQUEMA DE TREINAMENTO:

Ratos constituem um bom modelo para a observagao da maioria
dos efeitos metabolicos produzidos pelo treinamento!'?. Para melhorar
o condicionamento aerdbio é necessario que ocorra 0 aumento da
freqUéncia, duracdo ou intensidade da atividade fisica, sem sobrepor
duas varidveis ao mesmo tempo. Normas do American College of Sports
Medicine™ estabelecem que o exercicio aerdbio deve durar de 20 a
60 minutos, em trés a cinco sessées por semana. Neste trabalho, uti-
lizamos a varidvel intensidade, isto é, aumento progressivo de carga
para aumentar o condicionamento aerébio. Para isso, adicionamos um
peso ao rato, que foi aumentado semanalmente, correspondendo ao
maximo de 3% do peso corporal.

Antes da inducdo do diabetes, os ratos dos grupos Treinado Dia-
bético e Treinado Diabético Metformina foram adaptados a natacéo
para reducdo do estresse associado. Este periodo iniciou-se com uma
sessao de cinco minutos, aumentando progressivamente 5 min em
cada sessao até completar 30 min, cinco vezes por semana.

Apo6s a inducdo do diabetes, os ratos dos grupos treinados ini-
ciaram o periodo de treinamento nadando em um tanque (95 x 50
x 50cm), contendo dgua a 30° + 2°C. Apos privacdo de alimento por
Th, nadaram sem adicdo de peso, por 30 minutos durante a primeira
semana. Da 62 até a 102 sessdo de treinamento, cada rato nadou com
um peso equivalente a 1% do peso corporal; da 112 até a 152 sessao
0 peso correspondeu a 2% do peso corporal e da 162 até o final, com
3% do peso corporal, totalizando 20 sessoes.

AMOSTRAS E MEDIDA DE PARAMETROS
METABOLICOS

Apds a Ultima sessdo de exercicio, os ratos foram mantidos em
repouso por 48 horas. Amostras de sangue e tecidos foram retiradas
sob anestesia com Pentobarbital sédico (40mg/kg de peso corporal,
i.p.). A glicose (mg/dL) foi medida no plasma e o glicogénio (mg/100mg
de tecido molhado), em amostras do lobo superior do figado e dos
musculos soleo e gastrocnémio.

Amostras de tecido foram digeridas em KOH a 30% a quente e
precipitado em duas etapas com etanol. O glicogénio foi obtido através
da hidrélise 4cida na presenca de fenol. O contetdo de glicogénio foi
expresso como unidades de glicose (mg/100mg de tecido molhado)
e lido em espectrofotémetro com absorbancia de 490nm‘4,

A glicose sanguinea foi determinada pelo método da glicose oxi-
dase™ através do uso de kit comercial (Laborlab, S&o Paulo).

A insulina foi determinada em aliquotas de plasma por radioimu-
noensaio'.

ESTATISTICA

Os resultados foram relatados como média £ EPM. A significancia
dos dados foi determinada através da analise de variancia para dois
fatores, seguida, quando necessario, por pos-teste de Tukey com nivel
de significancia de p < 0,05.

RESULTADOS

INSULINEMIA E GLICEMIA

Na figura 1 observamos os efeitos do treinamento e do tratamento
com metformina sobre a concentracao plasmatica de insulina. A con-
centragdo de insulina plasmatica foi significativamente menor no grupo
Diabetes Sedentdrio (SD) em relagdo ao grupo Controle Sedentario
(S) (de 2,18 £ 0,16ng/mL para 1,28 £ 0,16ng/mL; p < 0,003). Porém,
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Figura 1. Insulina plasmadtica (ng/ml) de ratos sedentérios ou treinados, diabéticos
ou ndo, tratados ou ndo com metformina. Os dados representam as médias + EPM.

o

a" significativamente diferente do grupo S (p < 0,05).

o tratamento com metformina, bem como o treinamento fisico, nao
promoveu alteracdes nas concentracdes plasmaticas de insulina.

A figura 2 demonstra os resultados obtidos para as concentracoes
plasmdticas de glicose. A glicemia foi significativamente maior (p < 0,01)
no grupo Diabetes Sedentério (SD) (435 £ 15mg/dL) quando compa-
rado com o grupo Controle Sedentério (C) (129 £ 7mg/dL). A figura 2
também mostra que o treinamento fisico diminuiu significativamente
a glicemia no grupo Diabetes Treinado (TD) em 68,8%. Similarmente, o
tratamento com metformina diminuiu significativamente a concentra-
cdo plasmatica de glicose no grupo Diabetes Sedentario Metformina
(SDM) em 61%. A associacdo do tratamento e do treinamento pro-
moveu diminuicdo da glicemia a valores semelhantes ao apresentado
pelo grupo Diabetes Treinado (TD). Entretanto, o tratamento e/ou o
treinamento fisico ndo foram eficientes em restituir a glicemia a valores
apresentados pelo grupo controle (118,8 = 6,2mg/dl).

Glicemia
500 - [ Sedentario
a I Diabetes Sedentéario
400 A 2228 Diabetes Sedentario Metformina

MM Diabetes Treinado
Wl Diabetes Treinado - Metfromina

mg/dL

200 +

100 -

TDM

Figura 2. Glicose plasmaética (mg/dL) de ratos sedentérios ou treinados, diabéticos
ou nao, tratados ou ndo com metformina. Os dados representam as médias + EPM.

o

a" significativamente diferente do grupo S, “b" significativamente diferente do grupo
SD, “c” significativamente diferente do grupo SDM (p < 0,05).

GLICOGENIO

No figado encontramos significativo aumento de glicogénio no
grupo Diabetes Sedentario Metformina (SDM) (3,53 £ 0,24mg/100mg),
assim como no grupo Diabetes Treinado (TD) (3,36 £0,16mg/100mg),
restabelecendo a niveis equivalentes ao apresentado pelo grupo Con-
trole Sedentério (S) (3,16 £ 0,18mg/100mg). Quando o tratamento e o
treinamento foram aplicados ao mesmo tempo, houve grande intera-
¢do, promovendo aumento do glicogénio hepatico em 412% (6,48 +
0,34mg/100mg), tal como pode ser observado na figura 3.

Além disso, o tratamento com metformina promoveu aumen-
to (p < 0,01) do armazenamento de glicogénio nos musculos séleo
(0,42 £ 0,03mg/100mg; fig 4) e gastrocnémio (0,46 + 0,03mg/100mg;
figura 5) em ratos diabéticos sedentdrios (SDM) quando comparados
com o grupo sem tratamento (SD) (0,21 £ 0,008mg/100mg e 0,33 *
0,02mg/100mg, respectivamente). Por outro lado, o treinamento (TD)
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Figura 3. Concentragéo de glicogénio (mg/100mg) no figado de ratos sedentdrios ou
treinados, diabéticos ou ndo, tratados ou ndo com metformina. Os dados representam
as médias + EPM. "a" significativamente diferente do grupo S, “b” significativamente
diferente do grupo SD, “c” significativamente diferente do grupo SDM, ‘d” significati-
vamente diferente do grupo TD (p < 0,05).

apenas foi eficiente em aumentar o glicogénio no gastrocnémio (0,53
+0,03mg/100mQ).

Entretanto, apesar dos efeitos benéficos apresentados isoladamen-
te pelo tratamento ou treinamento, as figuras 4 e 5 mostram que nao
houve interacdo entre ambos, quando associados, nos musculos séleo
e gastrocnémio, tal como foi demonstrado no figado (figura 3).

Glicogénio Soleo
06 -+

ab,d [ Sedentéario
0.5 I Diabetes Sedentario
o &8 Diabetes Sedentario-Metformina
E 04 M Diabetes Treinado
g 03 EZWE Diabetes Treinado Metformina
f

0.2

0.1

0.0 s SD SDM TD _ TDM

Figura 4. Concentracdo de glicogénio (mg/100mg) no musculo séleo de ratos se-
dentérios ou treinados, diabéticos ou néo, tratados ou ndo com metformina. Os
dados representam as médias + EPM. “a" significativamente diferente do grupo S, “b"
significativamente diferente do grupo SD, “c” significativamente diferente do grupo
SDM, “d” significativamente diferente do grupo TD (p < 0.05).

Glicogénio Gastrocnémio
0.75 4
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Figura 5. Concentracdo de glicogénio (mg/100mg) na porgéo branca do musculo
gastrocnémio no musculo séleo de ratos sedentdrios ou treinados, diabéticos ou
nao, tratados ou ndo com metformina. Os dados representam as médias + EPM. “a”
significativamente diferente do grupo S (p < 0,05).

DISCUSSAO

A literatura tem demonstrado uma renovacao de interesses pelo pa-
pel desempenhado pela sintese e degradacao de glicogénio no controle
do metabolismo de glicose e as conseqiéncias de defeitos nesta via.
O figado, os musculos esqueléticos e o tecido adiposo desempenham
funcao central no controle do armazenamento e conversao de energia.
O metabolismo desses tecidos pode ser afetado pela baixa secrecao
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ou pela resisténcia a insulina. A conseqiéncia final para essas células é
aumentar a producdo hepatica de glicose, causada pelo aumento da
gliconeogénese e da glicogendlise, e diminuir a captacao periférica de
glicose, principalmente nos tecidos muscular e adiposo, resultando em
aumento da glicemia e diminui¢do do armazenamento de glicogénio.
Além disso, com a necessidade de buscar fontes alternativas de energia,
haverd aumento da lipélise no figado e nos adipdcitos, resultando em
aumento de glicerol e acidos graxos livres no plasma, e aumento da
degradacao protéical"'®, Esse quadro de deficiéncia metabolica apre-
sentado pelos diabéticos pode ser corrigido ou minorado através do uso
de medicamentos ou de um programa de exercicios fisicos??.

Neste estudo, avaliamos os efeitos de ambas as formas de trata-
mento, ou seja, verificamos os efeitos do anti-hiperglicemiante me-
tformina associado ao exercicio fisico sobre a glicemia e o glicogénio
armazenado nos tecidos de ratos diabéticos.

O exercicio fisico é benéfico aos diabéticos se moderado e ajustado
para sua condicao fisica™ e nossos resultados confirmam os beneficios
do exercicio regular em ratos diabéticos. Como esperado, a concentracao
de insulina e a de glicose plasmética diminuiram (figuras 1 e 2) em ratos
diabéticos treinados. Provavelmente, essa redugdo da glicemia é resultante
do aumento da agdo da insulina e da diminuicdo da liberacdo de glicose
pelo figado, além do aumento da captacao de glicose, principalmente
pelos musculos esqueléticos!™. O aumento da captacao de glicose resul-
tou em aumento do armazenamento de glicogénio no figado (figura 3) e
em musculos (figuras 4 e 5). Similarmente a insulina, o exercicio aumenta
a sintese de GLUT4, assim como, sua translocacao para a membrana, au-
mentando o armazenamento de glicogénio em condigdes basais!#19,

Entretanto, a resposta dos ratos diabéticos ao treinamento diferiu
consideravelmente entre os musculos gastrocnémio e séleo. Em am-
bos, o treinamento aumentou o contetido de glicogénio em relagcao
aos diabéticos sedentdrios, porém, em proporcées diferentes, sendo
maior no gastrocnémio do que no séleo. Essa diferenca pode ser decor-
rente da predominancia de fibras de contracdo lenta no musculo séleo,
as quais séo mais sensiveis a insulina do que o gastrocnémio!29,

Outra forma de diminuir os efeitos deletérios do diabetes é a uti-
lizacdo de medicamentos que estimulem, direta ou indiretamente, o
transporte, 0 metabolismo e a incorporagdo de glicose aos estoques
de glicogénio®. A metformina é uma biguanida anti-hiperglicemiante
que ndo induz hipoglicemia e ndo aumenta a secrecao de insulina®9. O
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modelo que utilizamos no estudo ndo é de diabetes tipo 2. Entretanto,
ratos diabéticos por aloxana ainda tem um pouco de insulina no plasma,
como pode ser observado na figura 1 e comprovado por outros auto-
res!, sendo entdo favoravel para o efeito da metformina em diminuir a
glicemia (figura 2). A literatura aponta que a principal causa da diminui-
¢do dos niveis de glicose durante o tratamento com metformina parece
ser o aumento da acao da insulina sobre os tecidos periféricos e figado.
Além disso, é responsavel pela diminui¢do da liberagcdo de 4cidos graxos
livres do tecido adiposo®??). Esses efeitos resultam em diminuicéo da
liberacdo de glicose pelo figado, devido a inibicdo da gliconeogénese, ao
aumento da sensibilidade dos hepatdcitos a insulina, além do estimulo a
captagdo de glicose por tecidos sensfveis ou ndo a insulina. Isso poderia
estimular a enzima glicogénio sintetase e aumentar a quantidade de
glicogénio em musculos e hepatécitos®622. E nossos dados sugerem
que houve aumento do transporte de glicose em musculos esqueléticos
e hepético, com consequente ativacao da sintese de glicogénio (figuras
3,4 e 5), estando de acordo com outro estudo da area®.

Um dltimo comentdrio deve ser feito sobre a interacdo entre os
efeitos da metformina e do exercicio. Considerando que n&o estudamos
os efeitos da sua associacdo em outros tecidos, ndo houve danos ao
animal ou ao seu desempenho durante o exercicio nos tecidos estu-
dados. No grupo diabético que recebeu ambos os tratamentos simul-
taneamente, houve interacdo dos efeitos apenas no tecido hepatico,
aumentando os beneficios demonstrados por cada um isoladamente.
Nesse tecido, o tratamento com metformina ou o programa de trei-
namento promoveram aumento proporcional de um pouco mais que
150%. Ambos juntos aumentaram em 412% esse armazenamento em
comparagao com os ratos diabéticos usados como controle. Entre-
tanto, a glicemia diminuiu, mas continuou ainda superior aos valores
apresentados pelos ratos sedentarios ndo diabéticos.

Os presentes dados sugerem que houve associagdo entre 0s tra-
tamentos, ajudando a diminuir a glicemia e a aumentar os estoques
de glicogénio em hepatdcitos.
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