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RESUMO 

Paula CC. O efeito benéfico do exercício físico contra a destruição de células β em 

modelo murino de DM1 [dissertação]. São Paulo: Universidade de São Paulo, Instituto de 

Ciências Biomédicas; 2019. 

 

Diabetes mellitus do tipo 1 (DM1) é uma doença autoimune causada por um ataque específico 

as células β pancreáticas pelo sistema imune, instaurando um quadro de hiperglicemia, com 

necessidade de insulina exógena para sobrevivência do indivíduo.. À longo prazo, alguns 

efeitos colaterais podem surgir quando o tratamento com insulina não conduzido 

adequadamente, por isso outras terapias como dieta e exercício são indicados. O exercício 

físico aumenta a captação de glicose independente de insulina pela musculatura esquelética, 

reduz o estresse oxidativo e melhora a produção de insulina pelas células β, melhorando a 

viabilidade e função de células β. Estudos reportam uma função endócrina para o músculo 

esquelético, através de imunomoduladores como a interleucina 6 (IL-6) que provoca uma 

cascata de eventos anti-inflamatórios. A IL-6 parece mediar os efeitos protetores do exercício 

nas células β através do crosstalk entre o músculo esquelético e as células β. Tendo em vista 

que o exercício é uma estratégia terapêutica para tratamento de DM1, e que é capaz de induzir 

na musculatura esquelética a produção e secreção de fatores anti-inflamatórios, buscamos 

avaliar o potencial efeito benéfico do exercício na sobrevivência e manutenção da função de 

células β em modelo animal experimental de DM1, induzido por doses múltiplas e baixas de 

estreptozotocina (MLDZ). Utilizamos 32 camundongos machos da linhagem C57BL/6J 

divididos em: grupo Controle, Diabético, Treinado e Treinado Diabético. Os animais 

treinados fizeram 60 min./dia de corrida à 70% da velocidade máxima, 5 dias por semana 

durante 3 semanas. A indução ao DM1 aconteceu após a fase de treino, por 5 dias 

consecutivos e a glicemia plasmática foi monitorada ao longo do estudo. O pâncreas dos 

animais foi coletado e a presença e distribuição de células β e α (insulina e glucagon), a taxa 

de proliferação (PCNA) e a indução da morte e inflamação em células da ilhota (ativação de 

NF-κB) foi avaliada. Também buscamos compreender se os efeitos do exercício observados 

em ilhotas pancreáticas seriam devido a produção de IL-6, para isso utilizamos a linhagem 

celular INS-1E e avaliamos o efeito de IL-6 quando essas células são exposta a IL-1β + IFNγ. 

Observamos que o exercício foi capaz de proteger parcialmente os camundongos da 

hiperglicemia induzida por MLDZ, assim como a perda de células β funcionais, redução da 

inflamação nas ilhotas e da morte de células β (diminuição da ativação de NF-κB). Além 

disso, em animais treinados observamos um aumento na marcação para PCNA em células 

presentes nas ilhotas (proliferação dessas células). Apesar desses efeitos benéficos observados 
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in vivo, o tratamento com IL-6 na linhagem celular INS-1E aumentou a morte induzida por 

IL-1β e INFγ, indicando que outros fatores produzidos pela musculatura esquelética durante o 

exercício físico, além de IL-6, devem estar presentes para que os efeitos benéficos sejam 

observados nas células β. De maneira geral nossos dados indicam que o exercício pode ter um 

grande impacto na plasticidade das células na ilhota, e que podem levar a uma diminuição da 

inflamação local e morte de células β, além de possivelmente induzir re-aparecimento células 

β após destruição induzida por inflamação.  

Palavras-chave: Diabetes mellitus tipo 1, exercício físico, citocinas pró-

inflamatórias. 
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ABSTRACT 

 

Paula CC.  The beneficial effect of physical exercise against the destruction of β cells 

in murine model of DM1. [thesis]. São Paulo: Universidade de São Paulo, Instituto de 

Ciências Biomédicas; 2019. 

 

Type 1 Diabetes Mellitus (DM1) is an autoimmune disease caused by a specific attack on 

pancreatic β cells by the immune system, establishing a hyperglycemia, requiring exogenous 

insulin for survival. In the long run, some side effects may arise. when insulin treatment is not 

conducted properly, other therapies such as diet and exercise are indicated. Physical exercise 

increases insulin-independent glucose uptake by skeletal muscle, reduces oxidative stress, and 

improves insulin production by β-cells, improving β-cell function and viability. Studies report 

an endocrine function for skeletal muscle, through immunomodulators such as interleukin 6 

(IL-6), which causes a cascade of anti-inflammatory events. IL-6 appears to mediate the 

protective effects of exercise on β-cells through crosstalk between skeletal muscle and β-cells. 

Considering that exercise is a therapeutic strategy for the treatment of DM1 and that it is 

capable of inducing in the skeletal muscles the production and secretion of anti-inflammatory 

factors, we sought to evaluate the potential beneficial effect of exercise on the survival and 

maintenance of β-cell function in an experimental animal model of DM1, induced by multiple 

and low doses of streptozotocin (MLDZ). We used 32 male mice of the C57BL / 6J lineage 

divided into: Control group, Diabetic, Trained and Diabetic trained. The trained animals did 

60 min./day of running at 70% of maximum speed, 5 days a week for 3 weeks. Induction to 

DM1 occurred after the training phase for 5 consecutive days and plasma glucose was 

monitored throughout the study. The pancreas of the animals was collected and the presence 

and distribution of β and α cells (insulin and glucagon), proliferation rate (PCNA) and 

induction of death and inflammation in islet cells (NF-κB activation) were evaluated. We also 

sought to understand if the effects of exercise observed on pancreatic islets were due to IL-6 

production, for that we used the cell line INS-1E and evaluated the effect of IL-6 when these 

cells are exposed to IL-1β + IFNγ. We observed that the exercise was able to partially protect 

the mice from MLDZ-induced hyperglycemia, as well as loss of functional β cells, reduction 

of islet inflammation and β-cell death (decreased NF-κB activation). In addition, in trained 

animals an increase in PCNA labeling is observed in islet cells (proliferation of these cells). In 

addition, IL-6 and IL-6 inhibit IL-1β and IL-6 and IL-1β and IL-6, respectively, must be 

present for beneficial effects to be observed on β-cells. Overall, our data indicate that exercise 

may have a major impact on the islet cell plasticity, which could lead to a decrease in local 
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inflammation and β-cell death, in addition to possibly induce re-emergence of β-cells after 

destruction induced by inflammation. 

Keywords: Type 1 diabetes mellitus, physical exercise, proinflammatory cytokines. 
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1. INTRODUÇÃO 

O Diabetes mellitus (DM) compreende um grupo de doenças metabólicas, de 

etiologia múltipla, caracterizada por hiperglicemia crônica com alteração no metabolismo de 

carboidratos, lipídeos e proteínas como resultado de defeitos na secreção de insulina, ação da 

insulina ou ambos (1–3) 

Diabetes mellitus do tipo 1 (DM1) é a classificação dos casos de DM oriundos de 

uma doença autoimune crônica com forte componente inflamatório (4,5) que causa um ataque 

específico das células β pancreáticas pelo sistema imune (6–8). As ilhotas são invadidas por 

células mononucleares em uma reação inflamatória, com contato direto com macrófagos 

ativados e células T e exposição a mediadores como citocinas, instaurando o quadro de 

insulite, que contribuiu para a diminuição no número total de células β (7,8). Mediadores 

inflamatórios como quimiocinas e citocinas, amplificam a resposta imune contra células β 

pancreáticas (9–11) o que resulta em morte e disfunção celular via a ativação de dois 

principais fatores de transcrição: NF-κB e STAT-1. Além de controlar o processo de morte e 

disfunção celular, NF-κB também controla redes gênicas que modulam o fenótipo 

diferenciado das células β pancreáticas e atração de células do sistema imune (7). 

A ausência do hormônio insulina proveniente da perda das células β leva ao quadro 

de hiperglicemia e hipoinsulinemia, e consequente alteração no metabolismo e utilização da 

glicose (1,12–14). O DM1 representa de 10 a 15% dos casos de Diabetes mellitus e sua 

incidência vem crescendo mundialmente (1,2). 

O tratamento recomendado é pautado na administração de doses diárias de insulina 

exógena (1,2), e apesar de bem-sucedido, exige autocontrole e disciplina, então terapias são 

associadas à esse tratamento afim de melhorar o tratamento e minimizar à incidência de 

mortalidade e morbidade no DM1 por complicações (1,2,10). Sendo assim, preconiza-se dieta 

e exercício físico aliado ao tratamento medicamentoso. 

Estudos demonstram que o exercício físico é capaz de aumentar a captação de 

glicose independente de insulina, pela musculatura esquelética (10), reduz o estresse oxidativo 

e melhora a produção de insulina pelas células β pancreáticas (10).  

Tem sido reportada em vários trabalhos uma função endócrina para o músculo 

esquelético (13–18) onde durante o exercício físico imunomoduladores são produzidos, como 

a interleucina 6 (IL-6), uma citocina pleiotrópica importante do sistema imunológico (12). A 

IL-6 quando secretada durante o exercício físico via contração muscular, estimula a secreção 

de outras citocinas anti-inflamatórias como IL-1Ra (antagonista do receptor da interleucina-1) 
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e a IL-10 (interleucina-10) e inibe a produção de citocinas pro-inflamatórias como TNFα 

(11,12). 

Recentemente a IL-6 tem sido associada à sobrevivência da célula β, exposta a 

condições pro-inflamatórias (18,19), porém os mecanismos moleculares envolvidos nessa 

proteção ainda não foram totalmente elucidados. Essa proteção parece envolver a inibição da 

ativação de vias controladas por STAT1 e NF-κB, diminuindo a ativação do estresse de RE 

(20). 

Visto que o exercício físico é uma estratégia terapêutica para o tratamento de DM1 e 

que é capaz de induzir na musculatura esquelética a produção e secreção de fatores anti-

inflamatórios, buscamos avaliar o potencial efeito protetor do exercício físico na prevenção 

e/ou retardo no desenvolvimento do DM1 em um modelo experimental de camundongos, 

induzida por doses múltiplas e baixas de estreptozotocina (MLDZ). Para isso avaliamos a 

presença de células β e α, o grau de proliferação e ativação de NF-κB em ilhotas pancreáticas 

por imunomarcação de pâncreas para insulina, glucagon, PCNA e NF-κB nuclear, 

respectivamente. Para avaliar se os efeitos benéficos observados in vivo seriam devido a 

secreção de IL-6 pela musculatura esquelética durante o exercício físico, como outros 

trabalhos sugeriram (21–23), avaliamos in vitro o efeito da pré-exposição de linhagem de 

células β à IL-6 sobre a ativação da expressão de iNOS, uma via conhecidamente pro-

apoptótica induzida em células β ativada por exposição à IL-1β e IFN-γ (20,22–27). Nossos 

esforços foram para elucidar os mecanismos moleculares envolvidos nessa modulação que 

possam ser desencadeado por sinais produzidos durante o exercício físico pensando em novos 

avanços terapêuticos na prevenção da destruição das células β pancreáticas, portanto, para a 

sobrevivência da célula β durante o desenvolvimento do DM1 e/ou em transplantes de ilhotas. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1. O Pâncreas Endócrino 

O pâncreas é uma glândula mista constituída por tecido endócrinos e exócrinos. 

Aproximadamente 2% do órgão representa o tecido endócrino, organizado na unidade 

funcional chamada ilhotas de Langherans ou pancreáticas, que compreende as células alfa, 

beta, delta, épsilon e PP, que secretam respectivamente os hormônios glucagon, insulina, 

somatostatina, grelina e polipeptídio pancreático (28). 

As células β pancreáticas constituem maior parte da massa total da ilhota pancreática 

(em murinos 70-80% e em humanos aproximadamente 55%) e são responsáveis pela síntese, 

armazenamento e secreção de insulina (29). A insulina é um hormônio polipeptídico que 

apresenta 51 aminoácidos em sua estrutura, é capaz de regular diversos processos fisiológicos: 

controle glicêmico, crescimento e diferenciação celular (30). 

Em humanos, as células β presentes no pâncreas humano embrionário são oriundas 

da neogênese de células precursoras diferenciadas (31). A proliferação das células β, que é 

insignificante no pâncreas humano embrionário, começa após o nascimento, continua em sua 

taxa mais alta por volta de um ano, e então declina rapidamente na primeira infância (32). 

 

2.2. Desenvolvimento e regeneração da célula β 

Em murinos, o desenvolvimento do pâncreas ocorre aproximadamente 8.5 dias pós-

coito (28). O desenvolvimento morfológico do pâncreas torna-se evidente no 

desenvolvimento embrionário a partir de um prolongamento de dois brotos pancreáticos ao 

longo do duodeno e estômago, com epitélio pancreático indiferenciado circundado por células 

mesenquimais. Com intensa proliferação celular os brotos pancreáticos dão origem à 

estruturas tubulares ramificadas, com alterações morfológicas e diferenciação das células 

endócrinas, acinares e ductais. Em um último estágio o pâncreas adquire forma de um órgão 

maduro, dividido anatomicamente em região da cabeça, corpo e cauda, com aglutinação de 

células acinares em torno das extremidades da rede ductal e agregados celulares endócrinos- 

ilhotas de Langerhans, espalhados ao longo do órgão (31).  

Como citado, a proliferação e diferenciação celular é um processo acentuado ao 

longo do desenvolvimento do órgão, e apenas próximo ao nascimento inicia-se uma 

agregação de células endócrinas para formar ilhotas maduras (31). Vale ressaltar que mesmo 

que a formação do órgão maduro, com a presença de células endócrinas maduras, ocorra 

apenas no último estágio do desenvolvimento do pâncreas, é possível detectar a expressão dos 

hormônios glucagon e insulina nos estágios iniciais do desenvolvimento pancreático (28). 
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O processo de expansão e proliferação de células β em murinos, pode ocorrer da re-

diferenciação de células β desdiferenciadas, e também através da transdiferenciação de outros 

tipos celulares (células α, δ ou enteroendócrinas) em células β (31,33) O pico de proliferação 

das células β, é consideravelmente aumentado, com replicação de células neonatais em 10–

30% e parece estar associado à idade, com taxas maiores de replicação celular em estágios 

juvenis entre 2 a 3 meses de idade (31,34). 

 

2.3. Diabetes mellitus do tipo 1  

Diabetes mellitus (DM) é o termo geral para distúrbios heterogêneos do 

metabolismo, com alterações no metabolismo de carboidratos, lipídios e proteínas, que resulta 

em hiperglicemia crônica (6), devido a problemas com secreção, em conjunto ou não, com a 

ação prejudicada da insulina (1,2). De acordo com  a American Diabetes Association (ADA), 

O DM pode ser classificado em diferentes tipos, segundo sua etiologia, sendo que Diabetes 

mellitus tipo 1 (DM1) ocorre  à destruição auto-imune das células β, geralmente levando à 

deficiência absoluta de insulina, diabetes tipo 2 (DM2) devido a uma perda progressiva da 

secreção de insulina das células β com frequência de resistência à insulina, diabetes mellitus 

gestacional (DMG), que é diagnosticado no segundo ou terceiro trimestre de gravidez sem 

manifestação de DM antes da gestação e tipos específicos de diabetes devido a outras causas, 

exemplo, DM neonatal (síndromes monogênicas), DM de maturidade dos jovens (MODY), 

doenças do pâncreas exócrino (como fibrose cística e pancreatite) e DM induzido por 

substâncias químicas/medicamentos, como com uso de glicocorticóide, no tratamento do HIV 

/ AIDS ou após transplante de órgãos (2) 

 Diabetes mellitus do tipo 1 (DM1) é uma doença grave, resultado de um processo 

autoimune, onde a inflamação crônica resulta em destruição específica de células β 

pancreáticas, se desenvolvendo ao longo de vários anos, o que resulta na falta ou ausência de 

produção de insulina (7,35,36). A homeostase normal da glicose é interrompida no DM1 

como resultado da redução gradual na massa das células β e subsequente falha das células β 

secretoras de insulina residuais em compensar (29). 

Os sintomas clínicos do DM1 só surgem quando 70-80% da massa total de células β 

é perdida, sendo que a taxa líquida de perda celular excede a taxa de substituição de células β 

(37). Kalscheuer e Lehnert (38), sugerem a utilização de alguns critérios para classificação do 

DM1: Cetose, perda rápida de peso, Índice de Massa Corpórea (IMC) <25 kg/m², Idade < 50 

anos na manifestação, histórico de doenças autoimunes conhecida ou de cunho familiar (38). 
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As recomendações atuais para DM1, de acordo com  ADA são: O uso de glicemia plasmática, 

em vez de A1C, para diagnosticar o início agudo DM1 em indivíduos com sintomas de 

hiperglicemia. Atualmente, a triagem para DM1 com um painel de auto-anticorpos é 

recomendada apenas no cenário de um estudo de pesquisa ou histórico familiar. E persistência 

de dois ou mais auto-anticorpos prediz diabetes clínico e pode servir como indicação de 

intervenção no cenário de um ensaio clínico (2). O DM1 representa 10 a 15% de todos os 

casos de DM (1,2). 

Apesar da eficácia  insulino terapia exógena, ainda pode existir complicações a longo 

prazo como cegueira, insuficiência renal e doença cardiovascular oriundas de um tratamento 

mal realizado. Embora muitas vezes esquecido, o músculo esquelético também é afetado no 

DM1, com desequilíbrios físicos e metabólicos (39,40). 

O controle glicêmico inadequado aumenta a probabilidade de desenvolver resistência 

à insulina, hiperglicemia e glicotoxicidade. A etiologia da resistência à insulina no DM1 não é 

muito usual, mas afeta aproximadamente 20% dos pacientes com DM1 e pode ser decorrente 

do acúmulo de produtos finais glicêmicos avançados (AGEs), mecanismos autoimunes, dentre 

outros fatores (41). 

 

2.4. Inflamação e DM1 

O desenvolvimento do DM1 envolve uma interação complexa de múltiplos locus 

genéticos como genes do locus MHC (complexo principal de histocompatibilidade) classe I 

(HLA locus A, B e C), classe II (HLA locus DR, DQ e DP) e classe III, além de genes não-

MHC (o polimorfismo no gene da insulina situado no cromossomo 11 e os genes para o TAP 

(transportador envolvido na apresentação de antígenos) (6) e ambientais, e é atribuída à 

imunidade adaptativa e também inflamação inata (6,42,43).  

Células inflamatórias migram para local afetado através de moléculas de adesão 

como selectinas e as integrinas (6), os linfócito T CD-4 após ativação desencadeiam a 

produção de várias citocinas, que são sintetizadas e liberadas de células das ilhotas 

pancreáticas, incluindo IL-1β, IL-6, IFNγ e IL-12 (23), que são mediadores proteicos de baixo 

peso molecular, para promover a proliferação e diferenciação de linfócitos T e outras células, 

como linfócitos B e macrófagos (6).  

A apoptose é a principal causa de morte de células β durante o desenvolvimento do 

DM1, e citocinas pró-inflamatórias podem regular respostas deletérias para a sobrevivência 

das células β. A IL-1β, induz óxido nítrico sintase (iNOS) e toxicidade na célula β (6), com 

produção de espécies reativas de oxigênio, fragmentação de DNA, dano mitocondrial, 
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produção excessiva de polipeptídeo amilóide de ilhotas via estresse do retículo 

endoplasmático (RE), alterações em mecanismos de autofagia, formação e ativação de 

inflamassoma, que resulta no aumento do estresse oxidativo produzido pelo dano 

mitocondrial (44). O IFN-γ potencializa os efeitos sobre a produção de iNOS e NO em 

combinação com IL-1β (4,45–47). A IL-1β ativa diversos fatores de transcrição, entre eles o 

fator de transcrição NF-κB (48,49). Este quando ativado, regula negativamente a expressão de 

outros fatores de transcrição responsáveis pela diferenciação e função das células β. NF-κB 

leva, entre outros, à produção de NO e quimiocinas e depleção do cálcio do ER (35) e essa 

cascata de eventos moleculares leva a morte, principalmente por apoptose das células β. 

Sendo assim, a resposta celular e humoral amplifica a resposta imunológica durante a DM1 

(6).   

 

2.5. Exercício físico no DM1: resposta imunomoduladora 

Como discutido acima, a expressão aumentada de citocinas pró-inflamatórias leva a 

um aumento da resposta inflamatória no ambiente da ilhota e resulta na morte das células β 

(7). O exercício físico é uma ferramenta não farmacológica eficiente no tratamento do DM 

(50), é capaz de induz vários benefícios, reduzir à inflamação e melhorar as defesas 

antioxidantes. 

Recentemente, o músculo esquelético passou a ser considerado um órgão endócrino 

devido à capacidade de crosstalk entre os tecidos através da liberação de miocinas, que são 

citocinas produzidas e secretada pela contração do músculo (51), surgindo assim a associação 

do exercício físico e efeitos imunomoduladores (13,15,21,52–54). 

As citocinas são glicoproteinas que comandam, amplificam e regulam a magnitude e 

duração dos eventos inflamatórios, podendo ter atividade pró-inflamatória (IL-1β, TNF-α, IL-

6), anti-inflamatória (IL-6, IL-10, IL-4, IL-5, IL-13 e IL-1ra), ou ainda, de modulação da 

inflamação (IL-6) (55). As miocinas por sua vez, fazem parte de uma rede de comunicação 

interórgãos, exercendo efeitos auto-/parácrinos e endócrinos (11,15,48,51). 

A primeira miocina descrita na literatura foi a IL-6, sendo também a mais estudada 

(56) é uma citocina pleiotrópica (22-28 kD) que é sintetizada como uma proteína precursora 

de 212 aminoácidos. É produzida por diversas células como monócitos, macrófagos, 

fibroblastos, dentre outros, o que reflete a importância do seu papel na modulação do sistema 

imunológico (57). A IL-6 é considerada uma citocina pró-inflamatória e uma miocina anti-

inflamatória (58) com impacto fundamental na imunorregulação e eventos não imunes na 

maioria dos tipos celulares e tecidos fora do sistema imunológico (8). As ações anti-
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inflamatórias da IL-6 incluem efeitos inibitórios sobre a produção e secreção de TNF-α e 

estímulo da síntese das citocinas anti-inflamatórias como IL-1ra e IL-10 (55). 

A IL-6 pertence a uma família de citocinas que são caracterizadas pelo uso comum 

do receptor da gp130 (também conhecido como IL-6Rβ ou CD130 como uma subunidade de 

sinalização. Os dois receptores de IL-6, gp130 e IL-6Rα (também conhecidos como gp80 ou 

CD126), pertencem à família de receptores de citocinas do tipo I (8). 

A sinalização de IL-6 é clássica e inicia-se pela ligação da citocina ao receptor de IL-

6 ligado à membrana (IL-6R), que recruta a glicoproteina 130 (gp 130) que é um transdutor de 

sinal formando um complexo IL-6/IL-6R/gp130 de alta afinidade, que ativa mecanismos 

moleculares que levam a ativação de STAT3 e STAT1, os quais estão envolvidos nas 

respostas anti-inflamatórias e regenerativas da IL-6 (15,26,48,51,52). 

A ligação de IL-6 a seu receptor pode também ativar outras potencialmente 

protetoras contra apoptose, como a via PI3K/Akt (26). Existe também o processo de trans-

sinalização, no qual a IL-6 liga-se sIL-6R (uma forma solúvel de IL-6R sem os domínios 

transmembrana e citoplasmático) formando o complexo IL-6/sIL-6R, com alta afinidade. O 

complexo IL-6/sIL-6R atua como um agonista da sinalização de IL-6 mediada por gp130 e 

expande o espectro de potenciais alvos da IL-6 para virtualmente qualquer tipo de célula, 

devido à expressão onipresente da gp130 (26). Vale ressaltar que gp130 também apresenta 

uma forma solúvel, e pode associar-se ao complexo IL-6/sIL-6R e leva à inibição da trans-

sinalização de IL-6, sem afetar a sinalização clássica. A via trans-sinalização de IL-6 está 

associada as respostas pró-inflamatórias e estados patológicos (26). 

A resposta celular à sinalização da IL-6 depende da via de sinalização que predomina 

no tipo de célula individual, do estado metabólico da célula, combinação de estímulos 

externos (8). 

Devido às ações pleiotrópicas da IL-6 em vários tecidos e órgãos e a possibilidade de 

crosstalk entre os tecidos e órgãos afetados, surge também a possibilidade dessa miocina atuar 

na modulação da função endócrina   do músculo esquelético, permitindo a adaptação 

metabólica ao aumento da demanda de insulina e a melhora da função das células β em 

resposta ao exercício físico (26). 

O exercício físico através de efeito anti-inflamatório é capaz de reduzir o dano a 

célula β durante o DM provocado por STZ (3). Em modelos experimentais de DM1 em 

murinos o exercício físico levou ao aumento de conteúdo e secreção de insulina e preservou a 

viabilidade das células β (50). 
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Além da melhoria na função e viabilidade celular, o exercício induz melhoria na ação 

da insulina, observa-se que uma única sessão aguda de exercício aumenta a captação de 

glicose independente de insulina no músculo, a sensibilidade à insulina associadas ao 

exercício físico é atribuída à mecanismos moleculares na expressão e/ou atividade de 

proteínas envolvidas na transdução de sinal da insulina no músculo esquelético, como a 

proteína quinase ativada por AMP (AMPK) (59). Além disso, vale lembrar que musculatura 

esquelética corresponde a aproximadamente 40% da massa corporal total e é responsável por 

30% do dispêndio energético, sendo um dos principais tecidos responsável pela captação e o 

armazenagem de glicose (60). 

Desta forma, o exercício físico, através dos seus efeitos imunomoduladores têm sido 

associado positivamente no tratamento de doenças inflamatórias e autoimunes, como DM1 e 

artrite reumatóide. Somasse a seus benefícios o fato de propiciar o aumento da capacidade 

oxidativa no músculo, regulando a oxidação lipídica e a expressão de proteínas envolvidas na 

biogênese mitocondrial (59), podendo assim reduzir o risco de complicações diabética em 

pacientes com DM1 (61). 
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3. OBJETIVO 

3.1. Objetivo geral 

Avaliar o efeito do exercício físico aeróbico de moderada intensidade na prevenção 

e/ou retardo na destruição das células β em ilhotas de camundongos induzidos ao modelo de 

DM1 por doses múltiplas e baixas de estreptozotocina (MLDZ). Assim como, in vitro, avaliar 

o papel de IL-6 na preservação da célula β frente a uma exposição a citocinas pro-

inflamatórias. 

 

 

3.2. Objetivos específicos 

3.2.1. Avaliar o efeito do exercício físico no pâncreas endócrino de camundongos 

induzidos ao DM1 por MLDZ sobre: 

a) Homeostase glicêmica por avaliação da glicemia, GTT, ITT e insulinemia e 

avaliação de HOMA-β e HOMA-IR; 

b) Análise do pâncreas endócrino em relação a parâmetros morfométricos, tamanho e 

número de ilhotas por histologia;  

b) Análise da presença e distribuição de células β e α funcionais através de 

imunohistoquímica para insulina e glucagon;  

c) Avaliação do grau de proliferação das células das ilhotas por imunohistoquímica 

para PCNA; 

d) Avaliação do grau de indução de morte por inflamação através da marcação 

nuclear de NF-κB, sabidamente ativado em células β expostas a citocinas pro-inflamatórias e 

que leva a morte das células β. 

3.2.2. Avaliar o possível papel de IL-6 na proteção de células β contra citocinas 

pro-inflamatórias em linhagem de células β INS-1E 

a) Avaliar os efeitos sobre a viabilidade de células β pancreáticas da exposição a 

citocinas pro-inflamatórias na presença ou ausência de IL-6, analisando a expressão de 

Caspase-3 e iNOS por western blot. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

Foram utilizados 32 camundongos machos linhagem C57BL/6J com 6-7 semanas de 

idade (19-27g) adquiridos da Anilab animais de laboratório criação e comércio (Paulínia/SP, 

Brasil) que foram mantidos no biotério do Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade 

de São Paulo, alojados em gaiola padrão (até quatro animais por gaiola), à temperatura de 23 

± 2°C, umidade relativa do ar de 55% e sob ciclo de iluminação (claro/escuro) de 12/12 h (luz 

acesa às 6:00h). A ração e água foram ofertadas ad libitum por meio de ração específica para 

roedores (Nuvilab cr1, Nuvital Nutrientes LTDA, Curitiba). A massa corporal e a glicemia 

plasmática dos animais foram monitoradas ao longo de todo o protocolo experimental. O 

estudo foi aprovado pela comissão de ética no uso de animal, da Universidade de São Paulo, 

Brasil (processo CEUA nº: 066/2015). 

 

4. Protocolo experimental animal 

4.1. Protocolo de treinamento 

O protocolo de treinamento utilizado neste estudo foi adaptado do protocolo de 

exercício descrito anteriormente por Paula e colaboradores (17), e foi estruturado em três 

fases: Fase de adaptação, Fase de treino e de Fase de manutenção ao treino (Figura 1).  

 

Figura 1- Esquema das fases do protocolo experimental 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Todos os animais foram aleatoriamente randomizados em dois grupos: grupo 

Controle Sedentário (que permaneceram em suas gaiolas sem treinamento) e grupo Controle 

Treinado ( executam o protocolo de treinamento na fase de treino e de manutenção de treino). 

Vale ressaltar que ambos os grupos Controle e Treinado executaram a Fase de adaptação. 
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E com a indução ao diabetes (após à Fase de Treino e durante a Fase de Manutenção 

ao treino) os animais foram subdivididos aleatoriamente em quatro grupos: Grupo Controle 

Treinado (Treinado e Treinado Diabético) e Grupo Controle Sedentário (Controle e 

Diabético). 

 

4.1.1. Fases do treinamento: 

Fase de adaptação: Nas primeiras duas semanas os animais permaneceram no 

biotério sem qualquer manipulação para minimizar o estresse do transporte e adaptação ao 

ambiente, com água e ração ad libitum. Após ambientação os animais passaram pela Fase de 

adaptação específica ao treino (por uma semana), para adaptação ao tapete rolante (Esteira 

motorizada: esteira digital para ratos e camundongos- AVS projetos- SP, Brasil) na qual os 

animais passaram por cinco sessões de exercício leve com velocidade constante de 10 m/min., 

iniciando com 10 min. e progredindo ao longo da semana com a adição de 10 min./dia (Figura 

1). 

Fase de treino: Após a fase da adaptação, todos os animais foram submetidos a um 

teste de esforço máximo. A média dos valores obtidos no teste foi utilizada para determinar a 

intensidade do treinamento. O protocolo de exercício físico consistiu em 60 min./dia de 

corrida em tapete rolante com intensidade de aproximadamente 70% da velocidade máxima, 5 

dias por semana durante 3 semanas. Todos os animais permaneceram na sala de treinamento 

durante o treino e foram manuseados, mas o grupo Controle Sedentário (não-exercitado) 

permaneceu em suas gaiolas enquanto o grupo Controle Treinado realizavam o treinamento 

(Figura 1).  

Fase de manutenção do treino: Nessa fase os animais Controle Treinado (que 

foram divididos em Treinados e Treinados Diabéticos) continuaram o treino de 60 min./dia de 

corrida em tapete rolante (intensidade de aproximadamente 70% da velocidade máxima) 

durante 5 dias/semana, no período de indução ao diabetes, confirmação do diabetes e até a 

eutanásia (Figura 1).  

 

4.1.2. Teste de velocidade máxima  

O teste de velocidade máxima foi realizado através do aumento progressivo da 

velocidade na esteira rolante até que os animais chegassem à exaustão e a sua finalidade foi 

estipular a carga de treinamento dos animais. No início do teste, os animais caminhavam por 5 

min. na velocidade de 10 m/mim. no tapete rolante, após o sexto min. essa velocidade era 

acrescida em 3 m/min. até que os animais atingissem a exaustão (definida pela ausência de 
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movimento no qual o animal permanece parado por mais de 10 segundos). Este teste foi 

realizado antes da Fase de treino (I) e após a Fase de treino (II), Figura 1. 

 

4.2. Indução farmacológica ao DM1 por doses baixas e múltiplas de 

estreptozotocina (MLDZ) 

O desenho experimental é detalhado na figura 2, onde em negrito são indicadas as 

fases mostradas na figura 1. 

 

Figura 2- Fluxograma das etapas do estudo 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Legenda: Na primeira fase do estudo foi realizada a Fase de adaptação (ambientação dos animais) divididos 

em: Controle Sedentário e Controle Treinado. Os animais passaram então por uma semana de Fase de 

adaptação específica (ao treino) e ao final da fase de adaptação específica foi feito o Teste de velocidade 

máxima I. Na Fase de treino os animais foram treinados na intensidade de aproximadamente 70% da 

velocidade máxima por três semanas (Controle Treinado) ou deixados nas gaiolas sem treino (Controle 

Sedentário). Após a fase de treino, todos os animais passaram pelo teste II e foram subdividos em quatro grupos: 

Controle e Treinado (injetados com solução veículo por cinco dias consecutivos), Diabético e Treinado 

Diabético (tratados com MLDZ). Nas semanas seguintes (oitava e nona) os animais passaram pela confirmação 

da indução ao DM. Nos animais treinados (Treinado e Treinado Diabético) o exercício perdurou na Fase de 

manutenção ao treino até a confirmação do diabetes, após o mesmo foi realizado a Eutanásia de todos os 

animais. 
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Após a fase de treino foi realizado à indução ao DM1 por MLDZ (Sigma-Aldrich, 

Missouri, USA), através de protocolo já padronizado com a administração de injeções 

intraperitoneais de 50 mg/kg de estreptozotocina (STZ) em 0.1 mmol/L de tampão de citrato 

(pH 4.5) no grupo induzido ao DM (Diabético e Treinado Diabético) ou somente de tampão 

citrato (solução veículo), no grupo controle (Controle e Treinado), durante 5 dias 

consecutivos (45,62,63). Para confirmação da indução do DM um dia após a última injeção de 

MLDZ iniciou-se o monitoramento da glicose plasmática em dias alternados (animais com 

restrição alimentar de 4hrs). Os animais foram considerados hiperglicêmicos após três 

medidas sequenciais com glicemia plasmática ≥200 mg/dl. 

 

4.3. Monitoramento da massa corporal e glicemia plasmática 

A massa corporal dos animais foi mensurada por meio de balança eletrônica de 

precisão (SF-400 até 10 kg) e a glicose plasmática através do glicosimetro (OneTouch® 

UltraMini- 
©

Johnson & Johnson Indústria e Comércio de Produtos para Saúde Ltda,São 

Paulo, Brasil ) ao longo de todo o protocolo experimental. 

 

4.4. Mensuração sérica  

4.4.1 Teste de tolerância à glicose (GTT) 

O GTT foi realizado na sétima (após a Fase de treino) e nona (após a Fase de 

manutenção ao treino) semana do protocolo experimental, após jejum alimentar, sendo o 

alimento retirado as 22:00 hrs e o experimento realizado as 8:00 hrs do dia seguinte. A 

concentração de glicose em sangue misto, obtido através da veia caudal, foi feita antes (0 

min.) e após (15, 30, 60 e 120 min.) a administrada de injeção intraperitoneal de glicose na 

dose de 1g/kg de glicose dissolvida em solução salina (NaCl à 0.9%). 

 

4.4.2. Teste de tolerância à insulina (ITT) 

Após o final do GTT a ração foi ofertada aos animais por 1h e depois retirada por 

2hrs. Após esse período o sangue misto foi coletado da veia caudal antes (0 min.) e após (5, 

10, 15, 20, 30, 60 e 120 min.) a administrada intraperitoneal de 1U/kg de insulina dissolvida 

em solução salina (NaCl à 0.9%). 

 

4.4.3. Dosagem de insulina por radioimunoensaio 

Durante o GTT (tempo 0, 30 e 60 min.) foram coletados 2 capilares de sangue misto 

da veia caudal para dosagem de insulina por radioimunoensaio (17). As amostras de sangue 
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foram centrirugadas à 5000 g, por 15 min. à 4ºC e o soro de cada amostras foi armazenado à -

20ºC. Através das concentrações conhecidas de hormônio marcado radioativamente a 

concentração do hormônio de cada amostra foi determinada (17).  

 

4.4.4. HOMA-IR e HOMA-β 

A sensibilidade periférica à insulina e a capacidade funcional das células β 

pancreáticas foram avaliadas pelo modelo de avaliação da homeostase (HOMA). Foram 

utilizados os valores de glicemia plasmática iniciais (tempo 0min. do GTT) e insulinemia 

(tempo 5 min. do ITT) para calcular o índice de sensibilidade à insulina (HOMA-IR) e a 

capacidade secretora da célula β (HOMA-β), utilizando as equações descritas por Matthews e 

colaboradores (64) e adaptada por Van Dijk, et al. (65):  

HOMA-IR =  glicose × insulina  (64,65) 

                                        22,5 

 

 

HOMA-β = 20 × insulina (64,65) 

                          glicose - 3,5 

 

4.5. Dosagem de citocinas no soro 

Ao final de 9 semanas totais do protocolo experimental, na décima semana e com 4 

hrs de restrição alimentar os animais foram eutanasiados por decapitação e amostras de 

sangue misto foram coletadas assim como o tecido pancreático. As amostras de sangue foram 

centrirugadas à 5000g (por 15 min.) à 4º C e o soro de cada amostra foi armazenado à -80ºC 

para a mensuração de citocinas (IL-6, IL-10 e IL-13) utilizando Kit Multiplex (tecnologia 

Luminex xMAP®). Para o ensaio foram utilizados 25 µl de amostra e foi realizado mediante 

incubação overnighth (de acordo com recomendações do fabricante). 

 

4.6. Histologia do pâncreas e análise das ilhotas  

4.6.1. Coleta do pâncreas e inclusão do tecido em parafina 

Dois dias após a realização dos testes de GTT e ITT (após a indução ao DM) os 

animais foram eutanasiados, e então o pâncreas dos animais foram coletado e imerso em 

paraformaldeído 4% (Sigma-Aldrich, Missouri, USA), pH 7,4, 4ºC durante 24 hrs. E então o 

tecido pancreático passou por sucessivos banhos de etanol em diferentes tempos (uma vez em 

etanol à 70% durante 1h; 80% durante 20 min., 95% durante 20 min. três vezes em etanol 

100% durante 15 min.) e Xilol também em diferentes tempos (Xilol I -50% Xilol absoluto e 

50% etanol 100% durante 10 min. por duas vezes em Xilol II absoluto durante 25 min.), e na 
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sequência o tecido foi imerso em parafina por 1h durante duas vezes e incluídos em parafina 

para montagem de blocos de parafina. Foram feitos cortes seriados no tecido (5,0 μm de 

espessura) com micrótomo rotativo/semiautomático (Leica Biosystems, Wetzlar, Alemanha), 

estendidos em lâminas tratadas com poli-L-lisina (Lâmina de vidro para microscópio - SPlab, 

Jaguare, São Paulo) e utilizados posteriormente para coloração com Hematoxilina-Eosina ou 

ensaios imunológicos. 

 

4.6.1.2. Técnicas histológicas para estudo do pâncreas 

4.6.1.2.1 Coloração do tecido pela técnica de Hematoxilina-Eosina (HE) 

Os tecidos depositados em lâminas tratadas com poli-L-lisina foram desparafinizados 

em Xilol absoluto durante 6 min. por duas vezes, e depois hidratados em sucessivos banhos 

de etanol à 100, 90 e 70% também durante 6 min. As lâminas permaneceram em água 

corrente por 2 min. e então foi adicionado o corante hematoxilina durante 2 min. Na 

sequência foi retirado o excesso do corante em água e as lâminas permaneceram por mais 3 

min. em água corrente e foi adicionado o corante Eosina durante 2 min. Após a coloração os 

cortes foram desidratados em banhos sucessivos de etanol 90 e 100% durante 1min. e 

diafanizados em Xilol I e II durante 1 min., e só então que as lâminas foram montadas em 

resina de Dammar (resina diluída em xilol). 

 

4.6.1.2.2 Analises morfométrica do tecido pancreático através da técnica de 

coloração HE 

As lâminas dos cortes histológicos corados com a técnica HE foram foto-

documentadas em microscópio de luz (Axioskop 2- Primo Star Binocular, Zeiss, Alemanha) 

com a objetiva no aumento 10x e analisadas com o auxílio do software axiovision rel.4.8 

(Material Science Software for Research and Engineering, Zeiss, Alemanha).  

Foram utilizados três cortes seriados para a análise em relação à área. Foram 

calculadas: área total do tecido (AT), área total da ilhota (AI) e número de ilhotas no tecido, 

utilizando a somatória das áreas de três cortes seriados.  

A massa da ilhota foi calculada através da equação previamente descrita por Tellez e 

Montanya (66), Ribeiro, Santos-Silva e Vettorazzi, (67), Santos-Silva, Ribeiro e Vettorazzi 

(68): 

Massa da ilhota: Peso do pâncreas (mg) x área da ilhota   (66–68) 

            área do tecido 

 

https://www.google.com/search?rlz=1C1HLDY_pt-BRBR730BR730&q=leica+biosystems+&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LVT9c3NEwqMywssTRIVuLUz9U3MLTMMq7S0sgot9JPzs_JSU0uyczP088vSk_My6xKBHGKrdITi4oyi4HCGYWLWAVzUjOTExWSMvOLK4tLUnOLFQA835D8WgAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwi726fJqJngAhX1HLkGHXVzCGEQmxMoATASegQICBAK
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4.6.2. Imunohistoquímica em ilhotas pancreáticas 

Os tecidos depositados em lâminas tratadas com poli-L-lisina permaneceram em 

estufa à 50ºC por 10 min., após resfriamento em temperatura ambiente (TA) foram 

desparafinizados em Xilol absoluto durante 30 min. por duas vezes e hidratados em 

sucessivos banhos de etanol em diferente tempos (100% durante 20 min. por duas vezes, 95% 

durante 15 min., 70% durante 5 min.) e permaneceram na sequência em PBS + Tween 0,03%, 

pH 7,32, por 5 min. Em seguida realizou-se bloqueio de peroxidases endógenas com solução 

PBS 0,3% + H2O2 10% (Merck), durante 30 min. Todas as etapas descritas acima foram 

realizadas em TA. 

Seguido da exposição do epítopo antigênico (tampão citrato de sódio e Tween20 

(Synth, Labsynth Produtos para Laboratórios, Diadema, São Paulo) 0,3% a 95°C, pH = 6,02 

por 30 min. Após esse período as lâminas foram lavadas em solução PBS + Tween20, 0,3% 

por três vezes durante 5 min. e foi realizado o bloqueio dos sítios antigênicos inespecíficos 

dos sítios antigênicos inespecíficos  com solução PSB + BSA 5% (soro de cabra na proporção 

de 50:50%) por 1h. Seguiu-se, então, a incubação dos anticorpos primários: policlonais anti-

insulina (guinea Pig #A0564, doado pelo Dr. Leclercq-Meyer, Université Libre de Bruxelles, 

Belgium) (1:500), anti-glucagon (Rabbit anti-glucagon #A0565, Dako North America) 

(1:500), anti- NF-κB p65 (Rabbit C-20 #372, Santa Cruz) (1:200); e monoclonal anti-PCNA 

(Mouse PC10 #ab29, ABCAM) (1:200), diluídos em PBS/Tween20 0,3% por uma noite 

(overnight) a 4°C. Nas lâminas que serviram de controle negativo da reação, foi omitido o 

anticorpo primário.  

No dia seguinte, os cortes foram incubados com os respectivos anticorpos 

secundários conjugados com peroxidase, anti-rabbit peroxidase-labeled (Santa Cruz) diluído 

1:200 em PBS acrescido de Tween20 (0,3% pH 7,2 a 7,4) durante 2horas e trinta min. em TA. 

Os cortes foram lavados em PBS, e o produto da reação foi revelado com DAB (3,3' 

Diaminobenzidina tetrahidrocloreto) acrescido de 0,03% de peróxido de hidrogênio (Synth, 

Labsynth Produtos para Laboratórios, Diadema, São Paulo) durante 4 min. Seguiu-se uma 

rápida lavagem em PBS e água destilada. Os cortes foram contra-corados com Hematoxilina 

de Mayer, lavados e desidratados novamente em banhos sucessivos de etanol e Xilol (etanol a 

95% durante 5 min., 100% durante 10 min. por duas vezes, Xilol I durante 10 min. por duas 

vezes e Xilol absoluto durante 10 min.) e montadas em resina de Dammar (resina diluída em 

xilol). 
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4.6.2.1. Análise quantitativa das imunomarcações do tecido 

As lâminas utilizadas para análises de imunohistoquímica foram fotodocumentadas 

em microscópio de luz (Axioskop 2 - Primo Star Binocular, Zeiss, Alemanha) com a objetiva 

no aumento de 40x e distribuição FIJI do software ImageJ e com o plugin FIJI (Schindelin, et 

al., 2012). Para o cálculo de marcação específica para insulina (células β) e glucagon (células 

α) foi utilizado a área marcada especificamente para insulina (AI) ou para glucagon (AG) 

comparada a área total de ilhota. E a massa de células β e α, foi calculada utilizando a equação 

previamente descrita por Tellez e Montanya (66), Ribeiro, Santos-Silva e Vettorazzi (67), 

Santos-Silva, Ribeiro e Vettorazzi (68): 

Massa de célula β: Peso do pâncreas (mg) x área de célula β  (66–68) 

área do tecido 

 

Massa de célula α: Peso do pâncreas (mg) x área de célula α   (66–68) 

área do tecido 

 

Para a marcação de PCNA e NF-κB-p65 foram quantificados os núcleos marcados 

comparados ao número de núcleos totais na ilhota, evidenciados pela DAB, gerando um valor 

percentual de núcleos marcados. 

 

4.7. Protocolo experimental in vitro 

4.7.1. Culturas celulares 

Células de insulinoma de rato (linhagem INS-1E), gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. 

Claes B. Wollheim e Prof. Dr. Pierre Maechler (Universidade de Genebra, Suíça), foram 

cultivadas em meio de cultura RPMI 1640 (Gib-co/Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) su-

plementado com 5% de soro fetal bovino (SFB), 10 mM HEPES, 100 U/mL, penicilina, 100 

μg/mL estreptomicina, 1 mM piruvato de sódio e 50 μM 2-mercaptoetanol. A linhagem 

celular utilizada apresenta características similares às células β primárias de rato, tanto em 

relação à expressão gênica induzida por citocinas (69), quanto a secreção de insulina em 

resposta a glicose (70). As culturas dessas células foram mantidas em incubadora (CO-24, 

New Brunswick Scientific Co, Inc., New Jersey, USA) a 37ºC, em atmosfera umidificada a 

5% de CO2. 
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4.7.2. Tratamentos da linhagem celular com citocinas 

As células foram plaqueadas e cultivadas por 48h antes de qualquer tratamento para 

garantir sua aderência à placa. As células foram expostas (pré-tratamento) ou não a 100 U/mL 

de IL-6 (Life Tech-nologies, Grand Island, New York, USA) por 24h e então, expostas ou não 

a citocinas pró-inflamatórias IL-1β recombinante humana (Promega) na concentração de 50 

U/mL e IFN (Promega) na concentração de 10 U/mL na presença ou ausência de IL-6 por 

mais 24h. Com 48h de tratamento foi realizado a análise do efeito dos mesmos, conforme 

detalhado na Figura 3.  

  

Figura 3- Fluxograma das etapas do experimento in vitro 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda:Células de insulinoma de rato (linhagem INS-1E) foram cultivadas em meio de cultura RPMI 1640, 

suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB), 10 mM HEPES, 100 U/mL, penicilina, 100 μg/mL 

estreptomicina, 1 mM piruvato de sódio e 50 μM 2- mercaptoetanol. As células foram mantidas incubadora a 

37ºC, em atmosfera umidificada a 5% de CO2, foram plaqueadas em placas de 24 poços e cultivadas por 48 hrs 

antes de qualquer tratamento para garantir sua aderência à placa. As células foram então expostas ou não a um 

pré-tratamento com 100 U/mL de IL-6 por 24 hrs e então expostas ou não a um tratamento com citocinas pró-

inflamatórias IL-1β na concentração de 50 U/mL e IFN na concentração de 10 U/mL na presença ou ausência de 

IL-6 por mais 24h. Os efeitos desses tratamentos foram analisados em 48h. 

 

4.7.3. Análise da expressão proteica por western blot 

Extratos proteicos totais foram obtidos das células e 40μl da amostra foram 

submetidos à separação eletroforética em gel de poliacrilamida a 8-14% (de acordo com o 

tamanho das proteínas de interesse) contendo dodecilsulfato de sódio (SDS-PAGE) no 

aparelho PowerPac™ Basic Power (BioRad, Hercules, CA, USA). 
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A eletrotransferência de proteínas dos géis para membranas de nitrocelulose foi 

realizada por aproximadamente 2 hrs em amperagem constante, transferência úmida (BioRad, 

Hercules, CA, USA). As membranas foram bloqueadas e posteriormente incubadas durante a 

noite a 4°C com anticorpos primários específicos, para a proteína anti-iNOS (#IO117), anti- 

caspase-3, anti- α-tubulina (#9026, Sigma-Aldrich) ou anti- GAPDH (#25778), todos os 

anticorpos foram diluídos em TBST acrescido de 5% de BSA (1:1000). As membranas foram 

incubadas com anticorpos secundários ligados a peroxidase (horseradish peroxidase-labeled 

anti-IgG) por 2 h e 30 min. em TA. Para a detecção das bandas específicas foi utilizado 

fotodocumentador ImageQuant LAS 4000 (GE Health care Life Sciences) e a quantificação 

foi realizada por densitometria pelo programa Scion Image (Scion Corporation, Frede-rick, 

MD). 

 

4.8. Análise Estatística 

Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média (SEM). A 

normalidade foi previamente analisada pelo teste D’Agostino Pearson, teste Shapiro-Wilk ou 

Kolmogov-sminov com Wilkimon-Lilliefors. As diferenças estatísticas entre os grupos no 

protocolo in vitro foram analisadas usando o teste t-Student (pareado). Já para as análises no 

protocolo in vivo foi utilizado ANOVA de duas vias (two-way ANOVA) com multiplas 

comparações, seguido de teste pos-hoc Tukey ou teste t-Student (não-pareado) quando 

apropriado. Todos os resultados foram analisados estatisticamente pelo programa GraphPad 

Prism 7 (La Jolla, CA, Estados Unidos). A diferença foi considerada estatisticamente 

significante com valor de P ≤ 0.05. 
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5. RESULTADOS 

5.1. Controle ponderal e glicêmico após a fase de treino  

Os animais treinados dessa fase, chamado aqui de Controle Treinado (CT) não 

tiveram alteração do peso corporal, tanto quando comparado ao grupo de animais Controle 

Sedentário (CS) como dentro do mesmo grupo comparando-se a Fase de Adaptação e após a 

Fase de Treino (Tabela 1). Por outro lado, o treinamento físico induziu uma alteração na 

glicemia plasmática, a qual foi maior após a fase de treino no grupo CT, comparando-se o 

mesmo grupo na Fase de Adaptação (Tabela 1). Hipotetizamos que essa alteração glicêmica 

seja decorrente de adaptações fisiológicas ao estresse (visualmente detectado nos animais), 

provocando assim mecanismos fisiológicos contra-regulatórios.   

 

Tabela 1-  Monitoramento da massa corporal e da concentração de glicose plasmática dos 

animais durante a fase de adaptação e Fase de treino 

 CS CT 

 Peso Corporal  

(g) 

Glicemia  

(mg dl
-1

) 

Peso Corporal  

(g) 

Glicemia  

(mg dl
-1

) 
Fase de 

adaptação 

22.44 ± 0.58 153.6 ± 7.71 22.31 ± 0.51 137.1 ± 5.84 

Fase de 

treino 

22.81 ± 0.60 170.3 ± 6.25 22.88 ± 0.50 159.5 ± 5.07* 

Os valores do monitoramento do peso e glicemia plasmática dos animais em restrição alimentar de 1h, (CS). 

Controle Sedentário e (CT) Controle Treinado, correspondem às médias ± SEM (n=16). Foi utilizado test t 

não pareado. *P ≤ 0.05 vs Fase de Adaptação e Fase de Treino nos respectivos grupos.  

 

 

5.2. Controle do peso corporal e glicêmico após a Fase de treino e indução do 

DM1 

Após o início do tratamento com MLDZ continuamos o monitoramento do peso 

corporal e glicêmico nos animais agora divididos em 4 grupos: Controle (C), Diabético (D), 

Treinado (T) e Treinado Diabético (TD) (Tabela 2). Não houve alteração no peso corporal dos 

animais após tratamento com MLDZ. Em relação ao monitoramento glicêmico, observamos 

um aumento significativo da glicemia plasmática no grupo D e TD, a partir do terceiro dia 

após início do tratamento com MLDZ, quando comparado com o primeiro dia, permanecendo 

mais alta ao longo de todo o monitoramento (nono dia após MLDZ) nesses grupos. Esse 

aumento da glicemia plasmática comprova a eficácia do modelo utilizado nesse estudo para 

indução do diabetes.  

No mesmo período foi feita avaliação da glicemia dos animais injetados apenas com 

o veículo (T e C). Sendo que como esperado glicemia foi menor nos animais C e T em relação 
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aos animais diabéticos (tratados com MLDZ). Os animais T tiveram uma redução 

significativa da glicemia no quinto dia após injeções do veículo (tampão citrato), quando 

comparado com o primeiro dia, o que não foi observado nos animais C (Tabela 2). 

 

Tabela 2- Monitoramento da massa corporal e da concentração de glicose plasmática em 

diferentes momentos após Múltiplas Doses Baixas de Estreptozotocina 

  

1º dia após 

MLDZ 

 

3º dia após 

MLDZ 

 

5º dia após 

MLDZ 

 

7º dia após 

MLDZ 

 

9º dia após 

MLDZ 

 

M
as

sa
 

co
rp

o
ra

l 

(g
) 

C 23.88±0.7 24.25±0.5 23.88±0.7 24.75±0.6 24.5±0.8 

D 23.63±0.9 23.63±0.9 23.88±0.7 24.25±0.9 24.13±0.8 

T 23.38±0.5 23.75±0.5 23.5±0.6 24.25±0.5 24.13±0.6 

TD 23.38±1.1 

 

23.88±0.10 23.5±0.9 24±0.8 24.13± 0.7 

G
li

ce
m

ia
 

(m
g
 d

l-
1
) C 133±7.45 144.13±7.5 137±7.0 155.5±12.27 155.13±7.5 

D 158.38±7.4 237.5±10.7* 231.75±14.0* 269.88±20.1* 292.75±31.6* 

T 165.13±4.6 159.13±10.2 145.38±5.0* 159.88±8.6 171.38±5.7 

TD 143.88±6.7 198.13±19.6* 226.13±18.3* 243.13±16.9* 274.38±37.4* 

Os dados são expressos em média ± SEM (n=8) da massa corporal e da glicemia plasmática dos animais (C) 

Controle, (D) Diabético, (T) Treinado e (TD) Treinado Diabético. Foi realizado test t não pareado. *P ≤ 0.05 vs 

1º dia após MLDZ ou solução veículo nos respectivos grupos.
 

 

 

5.3. Teste de GTT e ITT 

Logo após a Fase de Treino, o exercício físico não teve um grande efeito sobre a 

tolerância a glicose, sendo que os animais do grupo Controle Treinado (CT) apresentaram 

uma melhor tolerância a glicose apenas no tempo de 90 min., comparado aos animais do 

grupo Controle Sedentário (CS) (Figura 4A). A indução ao DM1 levou a uma pior tolerância 

a glicose tanto nos animais Treinados Diabéticos (TD) como nos animais não treinados 

Diabéticos (D), comparados aos grupos controle (C) e treinados (T) (Figura 4B-C). Apesar de 

não haver diferença estatística entre os grupos Diabético (D) e Treinado Diabéticos (TD), 

observamos no segundo grupo, que a curva de ascensão da glicemia nos primeiros minutos 

após a injeção de glicose (15-30 min.) é mais similar a curva dos animais controle do que dos 

animais Diabéticos (Figura 4B), não havendo diferença estatística no ponto 30 entre C e TD, 

sendo que nesse tempo há diferença entre o grupo C e D. Isso parece indicar que o grupo TD 

pode ter uma melhor tolerância a glicose, devido ao treinamento físico, comparado ao grupo 

Diabético. O que pode estar relacionado a uma melhora na secreção de insulina ou uma 

melhora na sensibilidade a esse hormônio, o que poderia ser observado nos ensaios de ITT. 
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Figura 4-  Teste de tolerância à glicose (GTT) e teste de tolerância à insulina (ITT) após 

fase de treino e após indução ao MLDZ 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Para o GTT os animais foram deixados por 10-12h sem alimento e as concentrações de glicose 

plasmática foram mensuradas antes (0min.) e após administração intraperitoneal de 1.25g/kg de glicose por 15, 

30, 60, 90 e 120 min. Os animais foram então deixados por 2h com restrição alimentar e os níveis de glicose 

plasmática foi monitorado antes (0 min.) e após administração de 1U/kg de insulina intraperitoneal por 5, 10, 15, 

20, 30, 60 e 120 min. A: Concentração de glicose sanguínea no GTT, após Fase de Treino, de 12 animais do 

grupo Controle Sedentário (CS) e 12 animais do grupo Controle Treinado (CT). B: Concentração de glicose 

sanguínea no GTT após MLDZ de 6 animais de cada grupo Controle (C), Diabético (D), Treinado (T) e Treinado 

Diabético (TD). C: Área sob a curva de B. D: Concentração da glicose sanguínea no ITT, após Fase de Treino, 

de 12 animais do grupo Controle Sedentário (CS) e 12 animais do grupo Controle Treinado (CT). E: 

Concentração de glicose sanguínea no GTT após MLDZ de 6 animais de cada grupo Controle (C), Diabético 

(D), Treinado (T) e Treinado Diabético (TD). F: Área sob a curva de E. Todos os valores são expressos em 

média ± SEM, considerando p < 0,05 estatisticamente significativo.  
a
 vs CS no mesmo tempo por teste t não-

pareado. 
b
 P ≤ 0,05 C vs D; 

c
 P ≤ 0,05 C vs TD; 

d 
P ≤ 0,05 T vs TD; 

e 
P ≤ 0,05 D vs T; 

f 
P ≤ 0,05 D vs TD; * P ≤ 

0,05 vs C; 
& 

vs D e 
# 

P ≤ 0,05 vs T, por teste ANOVA two-way com pós teste de Tukey´s de múltiplas 

comparações. 

D 

E 

F 
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Logo após a Fase de Treino, não observamos uma diferença na sensibilidade a 

insulina entre animais CS e animais CT (Figura 4D). Após a indução do DM, período que os 

animais estavam na Fase de Manutenção do treino, fizemos novos ensaios ITT, e observamos 

que os animais diabéticos (D) apresentaram diminuição na sensibilidade a insulina, 

comparado a todos os outros grupos estudados (Figura 4 E-F). Essa perda de sensibilidade é 

prevenida pelo exercício físico, não sendo mais observada nos animais TD (Figura 4F). 

 

5.4. Insulinemia e modelo de avaliação da homeostase 

O treinamento aumentou a secreção de insulina durante o GTT, mostrado na Figura 

4A, nos animais Controle Treinado (CT) em comparação com o grupo Controle Sedentário 

(CS) (Figura 4A). Esse efeito parece ser perdido pela indução ao DM, visto que animais do 

grupo Treinado Diabético (TD) não apresentam aumento na secreção da insulina durante o 

GTT, como observado no grupo Treinado (T) (Figura 5B).  

 

Figura 5- Insulinemia, HOMA-IR e HOMA-β 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: A-B: Insulinemia por radiomunoensaio. Durante o GTT, foram coletados aproximadamente dois 

capilares de sangue misto no momento zero (0.min) e após 30 e 60min. da administração intraperitoneal de 

1.25g/kg de glicose, para a dosagem posterior de insulina através de radioimunoensaio. A. Concentração de 

insulina no sangue dos animais (CS) Controle Sedentário (n=12) e (CT) Controle Treinado (n=12) coletado 

durante o GTT. B. Concentração de insulina no sangue dos animais (C) Controle (n=6), (D) Diabético (n=6), (T) 

Treinado (n=6) e (TD) Treinado Diabético (n=6) coletado durante o GTT. C-D: Avaliação da sensibilidade 

periférica à insulina e a capacidade funcional das células β pancreáticas através do modelo de avaliação da 

homeostase (HOMA) que foi calculado através da glicemia plasmática do tempo 0 min. do GTT e da insulinemia 

dos animais. C. HOMA-IR. D. HOMA-β. Todos os valores são expressos em média ± SEM. P ≤ 0.05. 
e
T vs TD; 

*vs Controle e 
# 

vs Treinando no mesmo tempo, por ANOVA two-way com pós teste de Tukey´s de múltiplas 

comparações. 



42 
 

A avaliação do índice HOMA-IR, que é um indicativo do grau de resistência à 

insulina, dos diferentes grupos após a indução ao DM, parece corroborar que o exercício 

físico leva a uma melhora na resistência induzida pelo tratamento com MLDZ, como 

observado na Figura 4F, visto que o grupo D apresenta uma resistência maior, ainda que não 

estatisticamente significante, o que não é mais observada no grupo TD (Figura 5C). Para o 

índice HOMA-β, um indicativo da função secretora das células β, observamos que, como 

esperado, a indução ao Diabetes (D) leva a uma piora na função secretora das células β 

(Figura 5D, barra vermelha), quando comparado aos animais Controle (C) e Treinado (T). 

Interessante notar que o exercício físico parece exercer um efeito benéfico, visto que no grupo 

Treinado Diabético (TD) não foi observada a mesma piora da função da célula β (Figura 5D, 

barra vinho). 

 

5.5. Análise histomorfológica e imunohistoquímica do tecido pancreático 

O tratamento com MLDZ parece induzir uma leve diminuição no tamanho das 

ilhotas (Figura 6 e 7 respectivamente), isso pode ser observado também pela tendência a uma 

menor massa de ilhotas no grupo Diabético (D) (Figura 7A). Nos animais Treinados 

Diabéticos (TD) o exercício físico não provoca diminuição da massa de ilhotas (Figura 7A), 

porém induz uma diminuição na área de ilhotas/área total de tecido (Figura 7B) e também na 

área da ilhotas/número de ilhotas (Figura 7C) quando comparado ao grupo Controle (C) e 

Diabético (D). Essa diminuição parece ser devido a esse grupo apresentar ilhotas de tamanho 

mais reduzido, em relação ao demais grupos. O exercício físico induz aumento na área total 

de tecido pancreático (Figura 7D) quando comparado ao grupo Controle (C), esse efeito é 

perdido com o tratamento com MLDZ (Figura 7D). Não houve diferença no número de ilhota 

entre os grupos (Figura 7E). 
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Figura 6- Fotomicrografias representativa do tecido pancreático 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Os cortes seriados do tecido pancreático (5.0 μm de espessura) estendidos em lâminas tratadas com 

poli-L-lisina e corados em técnica de HE nos grupos Controle, Diabético, Treinado e Treinando Diabético. O 

tratamento com MLDZ leva a redução da área de ilhota e o exercício físico parece que não é capaz de minimizar 

essa redução. Imagens em aumento de 10x. 
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Figura 7- Análise morfométrica das ilhotas pancreática dos animais após tratamento 

com MLDZ e treinamento 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: O pâncreas foi coletado, o tecido processado e incorporado em parafina para preparação dos cortes no 

micrótomo. Foram feitos cortes seriados do tecido (5.0 μm de espessura) e corados pela técnica de HE. Os 

valores dos parâmetros morfométricos foram obtidos através da análise de 3 cortes seriados do pâncreas de cada 

animal. Foi calculado a massa de ilhota, área total do tecido (ATT), a área total de ilhotas (ATI) em µm
2
, e o 

número total de ilhotas por campo/animal (nº de ilhotas). A. Massa da ilhota. B. Razão da ATI e ATT. C. Razão 

da ATI e número de ilhotas. D. Razão da ATT e número de ilhotas. E. Número de ilhotas por animal. Os 

resultados são apresentados como média ± SEM (n=8) para os grupos (C) Controle, (D) Diabético, (T) Treinado 

e (TD) Treinado Diabético. Foi utilizado teste t não-pareado, P ≤ 0.05 *vs controle e 
&
vs diabético. 

  

A imunomarcação para insulina marcou positivamente células presentes na parte 

central das ilhotas, onde, em roedores, estão as células β, já a marcação para glucagon marcou 
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preferencialmente células presentes na região periférica das ilhotas, onde espera-se encontrar 

células α (Figura 8).  

 

Figura 8- Fotomicrografias representativa e citoarquitetura de ilhotas pancreáticas 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Legenda: Os cortes seriados do tecido pancreático (5,0 μm de espessura) estendidos em lâminas tratadas com 

poli-L-lisina dos animais Controle, Diabético, Treinado e Treinado Diabético, imunologicamente marcada para 

insulina, glucagon, PCNA e NFκB (p65). Imagens em aumento de 40x. 

 

Utilizando-se a quantificação da marcação específica para insulina (Figura 9A) foi 

calculada a massa de células β (Figura 9B). Observa-se que a indução do diabetes leva a uma 

diminuição na marcação de insulina e consequentemente na massa de célula β, comparando-

se grupo Diabético (D) com o grupo Controle (C), a qual é prevenida pelo exercício físico, 
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visto que o grupo Treinado Diabético (TD) tem marcação para insulina similar ao grupo 

Controle (C) (Figura 9A).  

 

Figura 9- Marcação através de Imuno-histoquímica para insulina, glucagon, PCNA e 

NFκB em ilhotas dos camundongos após tratamento com MLDZ e treinamento 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Após a fase de manutenção ao treino e indução ao diabetes os animais foram eutanasiados e o pâncreas 

foi coletado e imerso em paraformaldeído durante 24 hrs. Então o tecido foi incorporado em parafina para 

preparação dos cortes no micrótomo. Foram feitos cortes seriados do tecido (5,0 μm de espessura). As lâminas 

foram incubadas com anticorpo primário anti-insulina, anti-glucagon, anti-PCNA, anti-NFκB ou deixadas sem 

anticorpo (controle negativo não apresentado), as secções foram incubadas com anticorpo secundário e as 

lâminas foram contra coradas com hematoxilina de Mayer e revelada por DAB e peróxido de hidrogênio. A. 

Razão das áreas marcadas para insulina e área total da ilhota. B. Massa de célula β calculada através da razão da 

área de insulina marcada pela área total da ilhota. C. Razão das áreas marcadas para glucagon e a área total da 

ilhota. D. Massa de célula α calculada através da razão da área de glucagon marcado (multiplicada pelo peso do 

pâncreas -mg) pela área total da ilhota. E. Razão de núcleos marcados para PCNA e núcleos totais. F. Razão de 

núcleos marcados para NFκB (p65) e núcleos totais. Os resultados são apresentados como média ± SEM (n=8) 

para os grupos (C) Controle, (D) Diabético, (T) Treinado e (TD) Treinado Diabético. Foi utilizado ANOVA two-

way com pós teste de Tukey's de múltiplas comparações, P ≤ 0.05 *vs Controle; 
&
vs Diabético e 

#
vs Treinando. 
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Apesar dessa melhora na marcação para insulina, os animais do grupo Treinado 

Diabético (TD) parecem não serem capazes de reestabelecer completamente a massa de 

células β, quando comparado ao grupo controle (Figura 9B), apesar de não haver mais 

diferença estatística entre esses dois grupos, mostrando que o exercício físico é benéfico para 

a função da célula β, corroborando com os achados da Figura 5D. A marcação para glucagon 

foi maior no grupo Diabético (D), quando comparado ao grupo Controle (C) (Figura 9C), 

apesar do exercício físico sozinho não induzir nenhuma mudança significativa na marcação 

para o glucagon, ele foi capaz de aumentar ainda mais a marcação para glucagon no grupo 

Treinado Diabético (TD) (figura 9C). Não houve alteração estatisticamente significante na 

massa de células α em nenhum dos grupos estudados, apesar do grupo Treinado apresentar 

uma tendência a diminuição da massa de células α (Figura 9D). 

A indução ao Diabetes levou a uma diminuição na marcação nuclear de PCNA em 

células das ilhotas (Figura 9E) no grupo Diabético (D), comparado aos outros grupos. O 

Exercício físico foi capaz de prevenir essa diminuição, sendo que o grupo Treinado Diabético 

apresenta marcação para PCNA nos mesmos níveis do grupo Controle e Treinado (Figura 

9E). Interessante notar que essa marcação é mais evidente na periferia das ilhotas (Figura 8). 

A marcação nuclear de NF-κB-p65 esta aumentada em ilhotas de animais Diabéticos 

(D) (Figura 9F) comparado aos outros grupos, o treinamento físico foi capaz de prevenir esse 

aumento, sendo que a marcação para NF-κB-p65 nuclear no grupo Treinado Diabético (TD) é 

similar aos grupos Treinado e Controle (Figura 9F). 

Todos os parâmetros de análise histomorfológica e imunohistoquímica, análise do 

tecido pancreático, dimensão do mesmo, área de célula β e α (marcação positiva para insulina 

e glucagon), área de célula não- β, assim como o peso do tecido pancreático estão expressos 

na tabela 3. 
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5.6. Análise de citocinas: IL-6, IL-10 e IL-13 

Estudos anteriores mostraram que os benefícios para a viabilidade das células β 

durante o exercício físico seria devido a secreção por parte da musculatura esquelética de 

miocinas, especialmente IL-6 (14–16), porém não observamos alteração na concentração das 

citocinas IL-6, IL-10 e IL-13 em nenhum dos grupos estudados (Figura 10). 

 

Figura 10- Teste de citocinas no soro dos animais 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda:A-C: Após passarem pela fase de adaptação, treino e manutenção do treino os animais foram 

eutanasiados por decaptação e foi coletado aproximadamente 2 ml de sangue, o qual foi centrifugado por 15 min. 

em 5000 RPM à 4ºC, o soro foi coletado e armazenado. As amostras foram processadas através do kit multiplex. 

A. Os níveis de IL-6 no soro de camundongos. B. Os níveis de IL-10 no soro de camundongos. C. Os níveis de 

IL-13 no soro de camundongos. Os valores são expressos em média ± SEM (n=8) para os grupos controle (C), 

diabético (D), treinado (T) e treinado diabético (TD). P ≤ 0.05 
*
vs controle; 

#
vs diabético; 

&
vs treinando e 

$
vs 

treinando diabético.   

 

5.7. Efeito de IL-6 sob a viabilidade de células INS-1E expostas a citocinas pro-

inflamatórias 

A exposição das células INS-1E à citocinas pró-inflamatórias (IL-1β e INF-γ) leva a 

um aumento na expressão de Caspase-3 e iNOS (Figura 11), sendo esses dois marcadores para 

a indução da morte dessas células, e iNOS dependente da ativação de NF-κB nessas células. 

O pré-tratamento com IL-6 sozinho não alterou a expressão desses dois marcadores, porém 

significantemente aumentou essa expressão induzida por IL-1β e IFN-γ (Figura 11).  
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Figura 11- IL-6 aumenta a expressão de caspase-3 e iNOS induzida por IL-1β+IFN em 

células INS-1E 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: As células foram expostas a IL-6 (IL6) ou deixadas sem tratamento (CT). Depois de 24h expostas a IL-

1β e IFN na ausência (IL+IFN) ou na presença de pré-tratamento com IL-6 (IL6+IL+IFN) ou tratamento 

contínuo de IL-6 (IL6+IL+IFN+IL6). A. Imagem representativa de western blot para as proteínas caspase-3 e α-

tubulina. B. Gráfico da média dos valores obtidos em 6 experimentos independentes corrigidos pela proteína 

“housekeeping” α-tubulina. C. Imagem representativa de western blot para as proteínas iNOS e GAPDH. D. 

Gráfico da média dos valores obtidos em 5 experimentos independentes corrigidos pela proteína “housekeeping” 

GAPDH, e, normalizados pelo valor maior, considerado como 1. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 vs controle 

(CT). Foi utilizado teste t pareado. 
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6. DISCUSSÃO  

DM é uma doença metabólica que reflete anormalidades na função das células β (62). 

Modificações no tecido pancreático e a progressão do diabetes provocam mudanças em vários 

parâmetros metabólicos e celular (71) como a perda das células β que leva ao quadro de 

hiperglicemia e hipoinsulinemia (1,2,39). De maneira geral, em nosso estudo, mostramos que 

o exercício físico atua no reequilíbrio da homeostase glicêmica em camundongos diabéticos 

induzidos com MLDZ, e também que o exercício físico pode ter um grande impacto na 

plasticidade das células na ilhota, através de modificações estruturais e ultra-estruturais do 

tecido pancreático, sendo capaz de promover a diminuição da inflamação local e morte de 

células β, além de possivelmente induzir re-aparecimento células β funcionais após destruição 

induzida por inflamação. 

A célula β é capaz de modular a síntese e secreção de insulina de acordo com a 

demanda metabólica, alterações nas concentrações sanguíneas de insulina e glicose ocorrem 

no modelo clássico de DM1 devido a apoptose na célula β pancreática, e o fármaco STZ é 

usado para induzir modelos de diabetes (dependente ou não de insulina) (62). A STZ 

prejudica a biossíntese e secreção de insulina (62), e o modelo MLDZ, é bastante utilizado 

para se estudar DM1 por acarretar a destruição gradual das ilhotas pancreáticas, mimetizando 

o quadro de insulite na ilhota pancreática durante o desenvolvimento do DM1 (72).  

O fármaco STZ provoca a diminuição gradual da massa de células β, perturbações 

nas necessidades de insulina ou na produção de insulina (45,73,74). O exercício físico parece 

melhorar o controle glicêmico, melhorar o conteúdo total e secreção de insulina (10). Em 

nosso estudo, o treinamento físico foi capaz de induzir redução significativa na glicemia 

plasmática, após a fase de treino e também em animais diabéticos treinados, após a indução ao 

DM. Outros estudos (10,41,75,76), também mostraram que diferentes exercício atuam no 

controle da glicemia. Farrell e colaboradores (76) mostraram que o treinamento resistidos 

progressivos por 8 semanas também foi capaz de reduzir a glicemia basal dos animais 

diabético. Dotzert, et al, (75) utilizaram o mesmo protocolo de indução do diabetes por 

MLDZ que foi utilizado em nosso estudo, e investigaram os efeitos do treinamento 

combinado (aeróbico + resistência) versus treinamento aeróbio e observaram que combinar 

dois tipos de treinamento parece ser uma estratégia útil para reduzir o risco de hipoglicemia 

pós-exercício em DM1, resultando em um programa de exercícios mais seguro, que 

potencializa as adaptações metabólicas ao exercício no músculo esquelético. 

Em nosso estudo, no teste GTT realizado após a fase de treino, o exercício físico 

parece não influenciar a tolerância a glicose, observamos melhor tolerância a glicose apenas 
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nos últimos tempos (90 e 120 min.), ou seja, apenas ao final do teste. Já através do teste GTT 

realizado após a indução ao DM1, observamos que a indução ao DM1 influência uma piora na 

tolerância a glicose, que é amenizado pelo o treinamento físico, que é capaz de melhorar à 

tolerância a glicose. Esse efeito pode estar associado a uma melhora na secreção de insulina 

ou sensibilidade ao hormônio. Observamos que o exercício não modifica a sensibilidade a 

insulina entre os animais, mas previne a perda de sensibilidade provocada pela indução do 

DM em animais diabéticos, isso ocorre pois o treinamento físico influência na secreção de 

insulina, sendo capaz de aumentar a secreção desse hormônio durante o GTT, já a indução ao 

DM provoca a perda desse efeito, observa-se então que não ocorre o aumento da secreção de 

insulina nos animais treinados tratados com MLDZ. 

Para compreendermos melhor os mecanismos regulatórios envolvidos na homeostase 

da glicose durante o DM1, avaliamos também o grau de resistência à insulina e a função 

secretora das células β através dos índices HOMA-IR e HOMA-β após a indução do DM, e 

observamos que o treinamento físico leva a uma diminuição no quadro de resistência induzida 

pelo tratamento com MLDZ, e como esperado,  o tratamento com MLDZ induz uma piora na 

secreção das células β que é minimizada pelo exercício físico, que parece exercer um efeito 

benéfico na célula β.  Segundo Oharomari, et al. (77) o exercício físico é capaz de modificar o 

sensibilidade periférica à insulina e em nosso estudo, observamos, que, de fato, os animais 

treinados diabéticos apresentaram uma tendência à menores valores de HOMA-IR.  

Corroborando com nossos resultados, observamos que o MLDZ leva a uma piora na 

função da células β, pela avaliação do indice HOMA-β. Esse efeito deletério é prevenido pelo 

exercício físico, reforçando a premissa que o exercício físico melhorar o controle glicêmico, 

melhorar o conteúdo total e secreção de insulina (10). 

Vale ressaltar que em nosso estudo, os testes de GTT e ITT assim como os 

parâmetros de homeostase glicêmica foram realizados no período da manhã, respeitando o 

horário do biotério (12h/12h) e não consideramos o ciclo claro/escuro do animal,embora todos 

os testes tenham sido realizado com padronização de horário e protocolos, sabemos que isso 

pode em partes colaborar para esses achados.  

O processo de evolução da disfunção celular do DM não é agudo mas lento (6), a 

progressão da doença acontece através de estágios, e é marcada por alterações na massa, 

fenótipo e função da célula β (71). A manutenção da arquitetura das ilhotas e o número de 

células β são importantes para a preservação da estrutura pancreática intacta e funcionamento 

adequado do órgão (78).  
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A manutenção da massa de células β é resultado de um equilíbrio dinâmico entre 

proliferação e apoptose celular. A partir do desenvolvimento embrionário, durante a 

organogênese, ocorre o aumento do número das células endócrinas do pâncreas, que se 

destacam da matriz exócrina, originando a organização estrutural da ilhotas maduras. O 

crescimento da ilhota deve-se tanto à hiperplasia quanto à hipertrofia celular (79). 

Histologicamente o quadro de DM1 é caracterizado pela presença de infiltrado 

inflamatório do tipo linfomononuclear e a ausência de células β (6). Analisados parâmetros 

histológicos e observamos em nosso estudo, que o tratamento com MLDZ parece induzir uma 

leve diminuição no tamanho e também na massa de ilhotas, assim como menor área de 

ilhotas/área total de tecido. E, o exercício parece influenciar a massa de ilhotas pois não 

provoca diminuição da mesma, porém observamos que o exercício não melhora área de 

ilhotas/área total de tecido e também a área da ilhotas/número de ilhotas em animais 

diabéticos. 

Huang, et al. (10) demonstrou que o exercício não impede a redução da perda da 

massa de células por ilhota em animais diabéticos tratados com STZ, e similar a esse achado 

observamos em nosso estudo que o tratamento com MLDZ altera a morfologia do tecido 

pancreático e induz redução no tamanho das ilhotas, e similar aos nossos achados, McDonald 

e colaboradores (80) observaram que o DM1 induzido por MLDZ, também leva a uma 

redução significativa no tamanho das ilhotas pancreáticas independente do treinamento físico. 

Segundo, Wang, et al. (32), em modelos murinos com altas taxas de replicação de 

células β, a proliferação celular pode ser melhor investigada pela avaliação da massa total de 

células β, geralmente medida em mg. A massa de células β pode ser preservada através de 

dois mecanismos amplos: proliferação e redução da morte de células β (81), e observamos em 

nosso estudo que o exercício contribui para a preservação em célula β funcional. Ao longo da 

vida a massa das células β é regulada dinamicamente com a plasticidade das células β 

danificadas (29). 

Em nosso estudo, observamos aumento significativo na área total de tecido 

pancreático em relação ao número de ilhotas com o treinamento físico, porém esse efeito é 

perdido com o tratamento com MLDZ. Segundo McDonald et al.,(80) existe diferentes 

subpopulações na ilhotas de acordo com o seu tamanho, e em nosso estudo, embora o 

treinamento influencie o tecido pancreático não observamos modificação no número de ilhota 

nos animais. Alguns estudos relatam a modificação no tecido pancreático mediante estimulo 

e/ou lesão (28,74,82–85). A STZ induz estresse oxidativo e resulta em danos às células β (3). 

O exercício físico melhora o estresse oxidativo através do seu efeito anti-inflamatório e 
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contribui para a viabilidade da célula β, resultando na prevenção contra a perda de massa de 

células β após o tratamento com MLDZ,  e reduz o dano a célula β (3,10,22,59,60). 

Avaliamos em nosso estudo através da técnica de imunomarcação a presença dos 

tipos celulares na ilhota, em roedores as células β estão presentes na região central e célula α 

presentes na região periférica (29), e conforme já esperado e descrito na literatura, 

observamos uma marcação positiva para insulina no centro da ilhota, e para glucagon na 

periferia da célula. 

Observamos também que a indução do DM leva a uma diminuição na marcação de 

insulina e consequentemente na massa de célula β, e que o exercício físico previne a 

diminuição na marcação para insulina, sendo benéfico para a função da célula β e também é 

capaz de aumentar ainda mais a marcação para glucagon de células α. Coskun et al. (3) 

também observou que o exercício promove aumento da intensidade na marcação para a 

insulina e a preservação do número de células β em animais diabéticos em relação aos 

animais diabéticos não treinados. Também similar ao nosso estudo Thorel, et al (86) e Scaglia 

et al (87) também observaram efeito positivo do treinamento físico na modificação nos tipos 

celulares presente na ilhota pancreática. Curiosamente, Coskun e colaboradores (3) mostraram 

que o melhor resultado na proteção do estresse oxidativo induzido por STZ e o dano às 

células β foi obtido a partir do exercício de intensidade moderada, corroborando mais uma 

vez com os nossos achados, no qual o modelo de treinamento utilizado em nosso estudo foi 

prescrito nesse limiar de intensidade.   

A expansão de massa de célula β acontece por meio de mecanismos moleculares de 

adaptação funcional da massa de células β, afim de compensar a demanda metabólica e re-

instaurar a homeostase (28,73,88).  Segundo Dor, et al (89) a neogênese pode iniciar com a 

proliferação celular, seguida da diferenciação da célula β e a sua migração para formar novas 

ilhotas ou reabastecer as ilhotas existentes. Pode ocorrer ainda a auto-duplicação de células β 

preexistentes e aumento no tamanho das ilhotas (88,24) e a possibilidade de turnover celular 

(74,83). O mecanismo subjacente de neogênese da célula β parece depender da extensão e/ou 

do método da lesão na célula β, e isso ainda não está totalmente esclarecido (28) sugeriu-se a 

importância da presença de células precursoras intra-ilhotas, bem como as células acinares 

para a neogênese das células β  (28,83). 

O processo de expansão e proliferação de células β em murinos, pode ocorrer da re-

diferenciação de células β desdiferenciadas, e também através da transdiferenciação de outros 

tipos celulares (células α, δ ou enteroendócrinas) em células β (32,33). Em relação ao pico de 

proliferação das células β em murinos, é consideravelmente aumentado, com replicação de 
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células neonatais em 10–30% (32) e parece está associado à idade, com taxas maiores de 

replicação celular em estágios juvenis (2 a 3 meses de idade).  

A  regeneração no tecido pancreático poderia ocorreria através de prováveis 

precursores das células β, como diferentes linhagens de células-tronco. A diferenciação de 

precursores multipotentes no próprio parênquima pancreático, células progenitoras ou 

mesenquimais poderia atuar na promoção da proliferação e reparo celular do pâncreas através 

da migração celular periférica (79). 

A variação na taxa de proliferação diária de células β é dependente da idade do 

animal (28,37,74,83,89), animais adultos velhos apresentam menor taxa de turnover de 

células β quando comparados com animais jovens (83), o que é explicado pela redução na 

taxa de proliferação das demais células presentes no tecido pancreático e inatividade das 

células endócrinas de ilhotas adultas (83). 

Na tentativa de manter a massa de células β constante, diante do aumento de 

apoptose e uma redução de replicação na célula β, ou seja, o dano à célula, Scaglia e 

colaboradores (87), sugerem que ocorra um remodelamento no tecido pancreático endócrino, 

uma plasticidade celular no pâncreas, a geração de novas células β e reprogramação 

espontânea das células, evidenciam a ocorrência da transdiferenciação do tecido.  

A avaliação da proliferação de células β pode ser feita através de marcadores 

imunohistoquímicos, como Ki67, antígeno nuclear de proliferação celular (PCNA), fosfo-

histona H3 (PHH3) e /ou 5-bromo-2'-desoxiuridina (BrdU) (32). Em nosso estudo, 

observamos que a indução ao DM leva a uma diminuição na marcação nuclear de PCNA em 

células das ilhotas e o treinamento físico previne esse efeito, re-estabelecendo os níveis de 

marcação para PCNA. Interessante notar que essa marcação é mais evidente na periferia das 

ilhotas.  

Dotzert, et al (41) utilizaram um protocolo de treino e indução do DM similar ao 

nosso e ao avaliar a proliferação celular na ilhota desses animais, observaram proliferação 

intensa. Observaram ainda que  10% das células positivas para insulina eram  células 

proliferativas (positivas para PCNA), mostrando que o processo de duplicação celular é 

importante para regeneração tecidual. Teta e colaboradores (83), avaliaram a expansão de 

células β em modelo murino tratado com MLDZ por 15 dias e observaram células positivas 

para a insulina proliferando em ilhotas de diferentes tamanhos e com taxas aproximadamente 

equivalentes. 

Collombat, et al. (28), mostraram que o fator de transcrição Pax4 é crucial para o 

processo de transdiferenciação do tecido pancreático possibilitando a conversão da células α 
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em células β funcionais. Em nosso estudo, observamos que a marcação para PCNA localiza-

se na região periférica da ilhota onde sabidamente localiza-se células α. Embora não tenhamos 

avaliamos Pax4 pensamos em fazê-lo no futuro para tentar avaliar melhor a conversão da 

células α em células β funcionais como foi enfatizado por Collombat, et al.(28).  

O estresse oxidativo desempenha um papel importante no DM1 mediado por MLDZ. 

As espécies reativas de oxigênio (EROs) ativam o eixo NF-κB que contribui para a 

patogênese do DM1 por sustentar o sinal pró-apoptótico e influencia a inflamação aguda 

(90,91) através da produção de citocinas inflamatórias (72) que induzem a morte de células β 

principalmente via apoptose (73,92–94) que é a principal causa de morte de células β no 

início DM1 (25).  

O aumento em citocinas pró-inflamatórias e a perda concomitante de citocinas anti-

inflamatórias pode provocar a redução da célula β, isso acontece pois, as citocinas anti-

inflamatórias são antagônicas às pró-inflamatórios e são capazes de diminuir a resposta 

inflamatória e proteger as células de insultos citotóxicos, e no quadro de DM1 essa proteção é 

prejudicada (48). 

Em nosso estudo observamos que de fato a indução ao DM aumenta a marcação 

nuclear de NF-κB-p65 nas ilhotas, e esse efeito é prevenido pelo treinamento físico, ou seja, 

mostramos que o exercício pode contribuir terapeuticamente para DM, atuando na taxa de 

proliferação e redução da morte celular.  

As citocinas influenciam na sobrevivência, proliferação, diferenciação e função das 

células imunes e outros sistemas orgânicos (95) e o exercício físico moderado é capaz de 

aumentar os mediadores endógenos antioxidantes e anti-inflamatórios (10,77). 

Através de analise proteômica do meio condicionado após estimulação extracelular 

do músculo esquelético, Yoon et al., (11) identificaram 254 proteínas derivadas do músculo 

esquelético, dos quais 33 proteínas cuja secreção foi modulada pela estimulação de insulina, 

14 foram aumentadas e 19 diminuíram na presença de insulina, mostrando através do 

secretoma sob estimulação extracelular uma gama de informações para avaliar a resposta do 

tecido muscular a condições fisiológicas específicas. 

Durante e após o exercício, alguns metabólitos e sinais endócrinos são aumentados 

na circulação (81), em resposta à contração muscular, temos a produção e secreção de IL-6 

"fator de exercício" (21), que é posteriormente seguida por citocinas anti-inflamatórias, IL-

1ra, IL-10 (13,26,53,56). 

Algumas citocinas como IL-4, IL-13 e IL-10 atuam no controle da viabilidade das 

células β, promovem imunidade humoral e exercer efeitos anti-inflamatórios como a inibição 
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da produção de citocinas pró-inflamatórias, diferenciação celular e aumento da expressão de 

genes anti-inflamatórios e anti-apoptóticos e citoproteção (96). 

A IL-6 aumenta a secreção de insulina e glucagon via sinalização da via de STAT3, 

no qual pode atuar também a IL-10 (48). A IL-4 ou IL-10 em determinadas condições, impede 

a ativação do NFkB via estabilização do IkB (96). Estudos demonstram que a IL-6 é 

necessária para mediar o efeitos do exercício sobre a viabilidade de células β, concentrações 

sistêmicas aumentadas de IL-6 melhoram a função das células β, a homeostase e tolerância da 

glicose (95). 

Tekula, et al. (72), observaram uma melhora no estresse oxidativo com o exercício 

físico em animais tratados com MLDZ, mas observaram uma redução nas concentrações de 

IL-6. Em nosso estudo, não observamos alteração nas concentrações de IL-6, IL-10 e IL-13 

no soros dos animais, outros autores também observaram que o exercício físico não era capaz 

de modificar concentrações de IL-6 e outras citocinas no DM (91,76). 

 A IL-6 parece mediar os efeitos protetores do exercício nas células β através do 

crosstalk entre o músculo esquelético e as células β pancreáticas (50). Recentemente 

demonstrou-se um papel direto de IL-6 na melhora da função e viabilidade de células β 

pancreáticas e expansão das células α controlada pela IL-6 (24).  

Desta forma, levando em conta diferentes trabalhos mostrando que o exercício físico 

protege e melhora a viabilidade da célula β (3,10,19,22,59,60,92), assim como pelos nossos 

resultados mostrando que o treinamento físico reduz a marcação nuclear de NF-κB-p65 nas 

ilhotas dos camundongos tratados com MLDZ buscamos investigar melhor o possível 

envolvimento de IL6, como a miocina responsável pela proteção de células β in vivo, contra 

ambientes inflamatórios. Para isso utilizamos a linhagem celular de insulinoma de rato, INS-

1E para estudos in vitro.  

Em nosso estudo observamos que o pre-tratamento com a IL-6 contribui para a 

apoptose celular e sensibiliza as células INS-1E para a morte induzida pelas citocinas pró-

inflamatórias IL-1β e IFN modulando positivamente a expressão de iNOS, que é regulado 

pela ativação de NF-κB. Citocinas pró-inflamatórias, especialmente IL-1β, promover a 

expressão da iNOS com a produção local de NO (23,96). O IFN potencializa os efeitos sobre 

a produção de iNOS e NO em combinação com IL-1β (45). De acordo com Cnop et al. (97), a 

exposição in vitro de células β à IL-1β + IFN, provoca alterações funcionais semelhantes às 

observadas em pacientes pré-diabético. Deste modo, in vitro, IL-6 sozinho não foi capaz de 

mimetizar os efeitos benéficos observados pelo treinamento físico nas ilhotas pancreáticas 

observados em nosso estudo. 
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A IL-1β medeia a ativação da via do fator de transcrição NF-κB que regula a 

expressão de numerosos genes que desempenham papéis importantes nas respostas ao 

estresse, crescimento, sobrevivência celular e apoptose. Tanto a IL-1β como o TNF-α 

induziram uma ativação prolongada e estável do NF-κB nas células INS-1E (25,97).  

Paula, et al (22), observaram um papel direto de IL-6 na melhora da função e 

viabilidade de células β pancreáticas que apresentaram maior resistentes a morte induzida por 

citocinas pro-inflamatórias, com uma diminuição da indução de iNOS e caspase 3 clivada em 

células β pancreática. A iNOS desempenha um papel importante na disfunção das células β. A 

caspase-3 é uma caspase efetora, conduz a alterações morfológicas e induz a apoptose, leva à 

perda de células β e resulta em hiperglicemia (72).  

O possível efeito imunomodulador do exercício físico na sobrevivência de célula β 

pancreática, foi demonstrado também por Christensen, et al. (100), e a IL-6 foi capaz de 

previne a apoptose em células INS-1 na ausência de IL-1β + IFN-γ. Choi et al. (20) 

semelhante aos demais estudos citados observaram a proteção nas ilhotas pancreáticas e em 

células β contra a morte celular induzida por citocinas com o tratamento com IL-6. E, 

recentemente Paula, et al (19), mostraram que o exercício físico teria uma ação protetora 

contra o estresse do reticulo endoplasmático e apoptose celular também via IL-6. 

Linnemann e colaboradores (23) pré-trataram com IL-6 células INS-1 por 24h e 

avaliaram apoptose celular, e observaram que o pre-tratamento com IL-6 torna as células β 

resistentes a apoptose induzida por citocinas pró-inflamatórias (TNF-α, IL-1β e IFN-γ), e essa 

a capacidade de proteção da IL-6 é via autofagia, então se a autofagia for inibida a IL-6 perde 

essa capacidade protetora, mostrando ainda que esse processo engloba AMPK, mTOR e a 

fosforilação de STAT3 (23). 

Diferente dos estudos de Paula et al.(22),  Christensen, et al. (98) e Choi et al. (20)  

semelhante ao que foi observado em nosso estudo, Oh e colaboradores (99), observaram 

também que IL-6 provoca redução na viabilidade celular das células INS-1E, observamos 

então que o papel da IL-6 na viabilidade de célula β é controverso e ambíguo. Vale ressaltar 

que o delineamento experimental pode interferir diretamente nos resultados e colaborar com 

efeito ambíguo, deve-se sempre levar em consideração o tempo de encubação, concentrações 

e as diluições assim como o manuseio corretamente dos equipamentos. 

Estudos mais recentes sugerem que outras miocinas, secretadas durante o exercício 

físico, teriam também efeitos positivo na proliferação celular e proteção das células β à 

apoptose (100–102), não sendo esse efeito benéfico realizado somente por IL-6. Sabe-se que 

citocinas anti-inflamatórias como IL-13, IL-4 ou IL-10 reduzem a acumulação de nitritos na 
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presença de IL-1β sendo um mecanismo de citoproteção efetivo através da redução do 

estresse oxidativo (96). 

Infelizmente, não há estudos clínicos em humanos que medem diretamente o efeito 

do exercício na saúde e função das ilhotas (5). Segundo Qu et al. (26), os experimentos 

imitam situações fisiopatológicas crônicas mas desconsideram o crosstalk entre diferentes 

tipos de células e tecidos e a IL-6, durante as reações inflamatórias e isso pode ser um fator 

limitante, por isso o papel exato da IL-6 na patogênese do DM deve ser examinado 

cuidadosamente de uma maneira celular e tecidual. 

É importante maiores conhecimentos acerca das vias moduladas durante o exercício 

físico para maior entendimento de como prescrevê-lo de maneira mais efetiva e segura para 

DM1 uma vez que ainda são baixos os níveis de conhecimento sobre o controle do diabetes 

em torno de exercício (103). 

Nossos resultados in vivo demonstram que o exercício físico é capaz de prevenir 

parcialmente a hiperglicemia induzida pelo tratamento com MLDZ, assim como induzir 

modificações estruturais no tecido pancreático, e partindo do pressuposto que as miocinas 

musculares estariam envolvidas na resposta imunomoduladora do exercício, e a fim de 

entender melhor os mecanismos moleculares subjacentes à proliferação, diferenciação e 

transdiferenciação da ilhota, ou seja, para compreender melhor as modificações estruturais do 

tecido pancreático, avaliamos os efeitos benéficos do exercício físico no tecido pancreático 

considerando o crosstalk entre os tecido, e assim analisamos in vitro o tratamento com IL-6. 

A citocina IL-6 parece aumentar a resposta deletéria na célula INS-1E, não sendo capaz de 

atenuar a apoptose celular, o que indica que outros sinais imunomoduladores produzidos 

durante o exercício físico podem estar envolvidos na proteção observada em nosso trabalho e 

em trabalhos anteriores.   
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7. CONCLUSÕES 

O treinamento físico atua na prevenção e/ou retardo no desenvolvimento do DM1 em 

modelo animal experimental induzido MLDZ, age no reequilíbrio da homeostase glicêmica 

em camundongos diabéticos, e também provoca modificações estruturais quantitativa e 

qualitativamente no tecido pancreático em modelo animal experimental  de DM1 induzido 

MLDZ. O efeito benéfico nas ilhotas pancreáticas, pode ter um grande impacto na 

plasticidade das células na ilhota, prevenindo a perda de células β funcionais, aumentando a 

proliferação de células das ilhotas pancreáticas e diminuição da inflamação local e morte de 

células β, além de possivelmente induzir re-aparecimento células β após destruição induzida 

por inflamação. Esse efeito não parecem estar exclusivamente ligados a secreção de IL-6, 

tendo em vista que in vitro, exposição de células β á essa citocina torna as células INS-1E 

mais sensíveis à morte induzida por citocinas pro-inflamatórias IL-1β e INF-γ. O que indica 

que possivelmente outros fatores oriundos do exercício físico estejam envolvidos na proteção 

celular observada em outros estudos.  

Devido a grande complexidade dos mecanismos envoltos na fisiopatologia do DM1 e 

a gravidade da patologia, faz-se necessário aperfeiçoar o entendimento dos mecanismos 

moleculares envolvidos na modulação do exercício no tecido pancreático, pensando em novos 

avanços terapêuticos para a sobrevivência da célula β pancreática e a melhorar o tratamento 

do DM1.  
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