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RESUMO

Objetivo: Investigar os efeitos do exercicio fisico agudo com diferentes
intensidades sobre a sensibilidade a insulina e a atividade da
proteina quinase B/Akt no musculo esquelético de camundongos
obesos. Métodos: Foram utilizados camundongos Swiss, divididos
aleatoriamente em quatro grupos, que receberam dieta padrao (grupo
controle) ou dieta hiperlipidica (grupos obeso sedentario e grupos
obesos exercitados 1 e 2), por periodo de 12 semanas. Dois diferentes
protocolos de exercicio foram utilizados: natagao durante 1 hora com
ou sem sobrecarga de 5% da massa corporal. O teste de tolerancia
a insulina foi realizado para estimar a sensibilidade a insulina. E os
niveis protéicos da proteina quinase B/Akt e de sua fosforilagao foram
determinados no musculo esquelético dos camundongos, através da
técnica de Western blot. Resultados: Uma sessao de exercicio fisico
foi capaz de inibir a resisténcia a insulina em decorréncia de uma dieta
hiperlipidica. Foi possivel demonstrar um aumento na fosforilacéo da
proteina quinase B/Akt, melhora da sinalizacéo da insulina e redugéo
da glicemia de jejum nos camundongos que realizaram 1 hora de
natacdo sem sobrecarga adicional e nos camundongos que realizaram
1 hora de natagdo com sobrecarga adicional de 5% de sua massa
corporal. Entretanto, ndo houve diferenca significativa entre os grupos
que realizaram o exercicio em diferentes intensidades. Conclusao:
Independente da intensidade, o exercicio fisico aerdbio conseguiu
aumentar a sensibilidade a insulina e a fosforilacéo da proteina quinase
B/Akt, revelando ser uma boa forma de tratamento e prevengao do
diabetes tipo 2.

Descritores: Exercicio fisico; Obesidade; Diabetes; Resisténcia a insulina;
Camundongos

ABSTRACT

Objective: To investigate the effects of different intensities of acute
exercise on insulin sensitivity and protein kinase B/Akt activity in
skeletal muscle of obese mice. Methods: Swiss mice were randomly
divided into four groups, and fed either a standard diet (control group)
or high fat diet (obese sedentary group and obese exercise group 1
and 2) for 12 weeks. Two different exercise protocols were used:
swimming for 1 hour with or without an overload of 5% body weight.
The insulin tolerance test was performed to estimate whole-body
sensitivity. Western blot technique was used to determine protein
levels of protein kinase B/Akt and phosphorylation by protein Kinase
B/Akt in mice skeletal muscle. Results: A single bout of exercise
inhibited the high fat diet-induced insulin resistance. There was
increase in phosphorylation by protein kinase B/Akt serine, improve in
insulin signaling and reduce of fasting glucose in mice that swam for
1 hour without overload and mice that swan for 1 hour with overload
of 5%. However, no significant differences were seen between
exercised groups. Conclusion: Regardless of intensity, aerobic
exercise was able to improve insulin sensitivity and phosphorylation
by protein kinase B/Ak, and proved to be a good form of treatment
and prevention of type 2 diabetes.

Keywords: Physical exercise; Obesity; Diabetes; Insulin resistance; Mice

INTRODUCAO

O exercicio fisico aumenta a sensibilidade a insulina in-
dependentemente da reducao da massa corporal e de
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mudangas na composicao corporal.) O principal efeito
do exercicio esta relacionado ao aumento da expressao
de proteinas intracelulares da via de sinalizacao da in-
sulina, em particular dos transportadores de glicose no
musculo esquelético.

Individuos obesos e com resisténcia a insulina tém
como caracteristica comum o prejuizo na sinalizagiao da
insulina decorrente do processo inflamatdrio subclini-
co, apresentando diminuida acdo desse hormonio em
células alvo e marcante presenga de hiperglicemia e hi-
perinsulinemia de jejum. Estas alteracoes metabdlicas
estao associadas a uma menor captacao de glicose pelos
musculos esqueléticos em resposta a insulina.®

Dentre os mecanismos envolvidos com a sinalizacio
da insulina, destaca-se a proteina distal da via molecu-
lar deste hormonio, a proteina serina/treonina quinase
B/Akt. Amplamente estudada nos tltimos anos, a pro-
teina Akt € um importante regulador fisiolgico, con-
trolando diversas fungoes celulares, como crescimento,
sobrevivéncia, proliferacdo e metabolismo.®

A Akt possui trés isoformas (Aktl, Akt2, Akt3),
sendo que cada uma delas exerce fun¢ao especifica no
interior da célula.® Estudo prévio mostrou que camun-
dongos knockout da Aktl tém menor tamanho corporal
e aumento das taxas de apoptose quando comparado a
seus pares, revelando a importancia desta isoforma para
a sobrevivéncia celular.® Camundongos knockout da
Akt2 desenvolveram caracteristicas do diabetes mellitus
tipo 2, mostrando-se crucial na manutengao da glice-
mia. J4 os animais com auséncia da proteina Akt3 tive-
ram deficiéncia no desenvolvimento cerebral.5®

A sinalizacao intracelular da insulina inicia-se com
sua ligacdo a um receptor especifico de membrana,
uma proteina heterotetramérica com atividade quina-
se, composta por duas subunidades alfa e duas subuni-
dades beta, denominado receptor de insulina (IR).® A
ativacao do IR resulta em fosforilagio em tirosina de
diversos substratos, incluindo os substratos do receptor
de insulina 1 e 2 (IRS-1 e IRS-2). Ap6s a fosforilacao
em tirosina, os IRS-1 e IRS-2 associam-se a proteina
fosfatidilinositol 3-quinase (PI3-quinase), ativando-a.
Esta proteina desencadeia a fosforilacdo de fosfoino-
sitideos de membrana e o recrutamento da Akt para
proximo da membrana plasmatica. Os fosfoinositideos
promovem a fosforilagao da proteina dependente de
quinase (PDK) ativando-a. E esta, finalmente, ativa a
Akt ao fosforila-1a no seu dominio catalitico (Thr¥®).
A proteina Akt ativada tem capacidade de fosforilar e
ativar varios alvos metabdlicos. A Akt, por exemplo, es-
timula captacao de glicose, sintese de glicogénio e de
proteinas no musculo esquelético.>112)

A captacao de glicose estimulada pela Akt no mus-
culo esquelético envolve a fosforilagao e ativacdo de um

substrato da Akt, uma proteina de peso molecular de
160 kDa, denominada AS160. Quando fosforilada em
treonina 642, esta proteina se dissocia das vesiculas que
contém os transportadores de glicose tipo 4 (GLUT-4),
permitindo a translocacao e exocitose destas vesiculas
na membrana, aumento da expressao de GLUT-4 e con-
sequentemente, o aumento da captacao de glicose.1*1?

O exercicio fisico € considerado atualmente uma das
estratégias mais importantes para a prevencao e trata-
mento da resisténcia a insulina e diabetes mellitus tipo 2.
Foram demonstrados em estudos com células in vitro,
modelos experimentais de animais diabéticos e em pa-
cientes humanos que uma sessao unica de exercicio fisi-
co é capaz de aumentar a sensibilidade a insulina, sendo
este efeito associado a maior fosforilagdo (ativagdo) da
Akt e de seus substratos no musculo esquelético. Em
consequéncia, observou-se aumento da expressio e
translocacio do transportador do GLUT-4 e da capta-
¢ao de glicose no musculo esquelético durante e apds o
exercicio fisico.*17)

Fica claro na literatura que o exercicio fisico € ca-
paz de promover melhoras significativas na sinalizaciao
da insulina no musculo esquelético e na sensibilidade
a insulina, no entanto, fazem-se necessarias novas in-
vestigacoes com propdsito de identificar os efeitos fisio-
l6gicos e moleculares do exercicio fisico realizado em
diferentes intensidades em organismos com resisténcia
a insulina e diabetes.

OBJETIVO

O objetivo deste presente estudo foi investigar os efei-
tos do exercicio fisico agudo em diferentes intensidades
sobre a sensibilidade a insulina e a fosforilagao da Akt
no musculo esquelético de camundongos obesos.

METODOS

Caracterizacao dos animais

Todos os experimentos foram conduzidos em acordo
com os principios e procedimentos de cuidado com o
uso de animais experimentais e foram aprovados pelo
Comité de Etica da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP), protocolo n? 2805-1. Os experimentos
foram realizados no primeiro semestre de 2013. Fo-
ram utilizados vinte e quatro (n=24) camundongos
Swiss de seis semanas de vida, provenientes do Centro
Multidisciplinar para Investigacio Bioldgica na Area
da Ciéncia em Animais de Laboratério (CEMIB), da
UNICAMP. Os animais foram alocados em gaiolas in-
dividuais e receberam agua e dois tipos de dieta: ragao
padrao para roedores (C) ou dieta hiperlipidica (DHL)
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durante o periodo experimental, ad libitum, os deta-
lhes das dietas encontram-se descritos na tabela 1. Os
camundongos foram expostos a ciclos claro/escuro de
12 horas e mantidos a temperatura de 20°C a 22°C. Os
animais foram divididos aleatoriamente em quatro sub-
grupos: grupo controle (n=6) que recebeu dieta padrao
(C); grupo obeso sedentario (n=6) que recebeu DHL
por 12 semanas (OB); grupo obeso (n=6) que recebeu
DHL por 12 semanas e foi submetido ao exercicio agu-
do sem sobrecarga adicional ao peso corporal (OE-1);
e grupo obeso (n=6) que também recebeu a DHL por
12 semanas e foi submetido ao exercicio agudo com so-
brecarga correspondente a 5% da massa corporal dos
animais (OE-2).

Tabela 1. Composicéo da racéo padréo e da dieta hiperlipidica

Racao padrao Dieta hiperlipidica

Ingredientes

o/kg Kcal/kg g/kg Kcal/kg
Amido de milho (q.s.p.) 398 1590 116 462
Caseina 200 800 200 800
Sacarose 100 400 100 400
Amido dextrinado 132 528 132 528
Banha de porco - - 312 2808
Oleo de soja 70 630 40 360
Celulose 50 - 50
Mistura de minerais 35 - 35
Mistura de vitaminas 10 - 10
L-Cistina 3 - 3
Colina 25 - 25
Total 1000 3948 1000 5358

glkg: grama/quilograma; Keallkg: caloria/quilograma; g.s.p.: quantidade suficiente para

Protocolo de exercicio fisico agudo

O protocolo de exercicio fisico agudo consistiu de na-
tacdo, em grupos de seis animais, realizado em tan-
ques cilindricos de didmetro interno de 45cm e 60cm
de profundidade, com temperatura da dgua mantida
em 32+1°C. Os animais realizaram uma Gnica sessao
de exercicio de 1 hora, sem sobrecarga adicional para
o grupo OE-1 e com sobrecarga adicional equivalente
a 5% da massa corporal total para o grupo OE-2, presa
a cauda do animal. Previamente a realizaciao do exerci-
cio, os camundongos foram adaptados ao meio liquido,
sendo inseridos por trés dias consecutivos no tanque de
natacdo com agua na altura do térax. Tal procedimen-
to se repetiu nos demais grupos animais, simulando o
estresse do meio liquido recebido pelo grupo OE-1 e
OE-2. Todos os procedimentos experimentais foram
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realizados apds 24 horas da sessdo de exercicio fisico e
com jejum prévio de 8 horas.

Avaliacao dos parametros metabolicos

Os animais foram avaliados quanto a massa corporal
total (balanca digital), niveis sanguineos de glicose e in-
sulina no final do periodo experimental. Além disso, os
animais de cada grupo experimental foram submetidos
ao teste de tolerancia a insulina (TTT).

Determinacao da glicose e insulina

A dosagem da glicose plasmatica foi realizada através
do método enzimatico colorimétrico de glicose oxidase.
A insulina plasmatica das amostras foi avaliada pelo
método ELISA.

Teste de tolerancia a insulina

O TTI foi realizado 24 horas apds a sessdo de exerci-
cio de natacdo. Os animais permaneceram em jejum
de 8 horas e logo em seguida foi feita a primeira cole-
ta de sangue em cada animal representando a glicemia
no tempo zero do teste. Apos isso, a insulina (2U/Kg
de massa corporal) foi injetada intraperitonealmen-
te e em seguida, amostras de sangue foram coletadas
através da cauda nos tempos 5, 10, 15, 20, 25 e 30 mi-
nutos para determinacdo do valor de glicose sanguinea
através do uso de um glicosimetro portatil (4dvantage,
Boehringer, Mannheim, Germany). A velocidade constan-
te do decaimento da glicose (Kitt) foi calculada usando a
férmula 0,693/t ,. O t, , da glicose foi calculado a partir da
curva da anélise dos minimos quadrados da concentracao
da glicose durante a fase de decaimento linear.®

Extracao do misculo esquelético e tecido adiposo

Os camundongos foram anestesiados através da admi-
nistracao intraperitoneal de ketamina/diazepam na do-
se de 50/5mg/kg. A perda dos reflexos pedal e corneal
foram utilizadas como controle da anestesia. A cavida-
de abdominal foi aberta, e ap6s localizacao da veia porta,
0,2mL de salina ou insulina (10 mol/l) foram injetadas.
Amostras do musculo gastrocnémio (porcao mista) fo-
ram retiradas ap6s 90 segundos da injegao de insulina e
foram homogeneizadas em tampao de imunoprecipitacao
contendo 1% de Triton X 100, 100mM de Tiis (pH 7.4),
100mM de pirofosfato de sddio, 100mM de fluoreto
de sodio, 10mM de EDTA, 10mM de vanadato de soé-
dio, 2mM de PMSF e 0,1mg/mL de aprotinina a 4°C.
O homogeneizado foi centrifugado a 11000 rpm por 30
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minutos. No sobrenadante foi determinada a concen-
tracdo de proteina utilizando o método de Bradford®®
e posteriormente foi realizada a determinagao do extra-
to total e o ensaio de imunoprecipitagao com anticorpo
especifico. Ao final dos procedimentos experimentais o
tecido adiposo epididimal foi retirado para avaliagao de
sua massa total em balanca analitica.

Western blot

Ap0s determinagao da concentracao de proteinas foi
aplicada a técnica de western blot e o uso de anticorpos
especificos. Inicialmente as amostras, apos rapida fer-
vura, foram aplicadas em gel de poliacrilamida para
separacao por eletroforese (SDS-PAGE). As protei-
nas separadas em SDS-PAGE foram transferidas para
membrana de nitrocelulose em aparelho de transferén-
cia da BIO-RAD. A membrana de nitrocelulose foi in-
cubada “overnight” com anticorpo especifico. A ligacao
de anticorpo a proteinas nao-especificas foi minimiza-
da pela pré-incubacao da membrana de nitrocelulose
com tampao de bloqueio (5% de leite em p6 desnata-
do; 10mmol/L de Tris; 150mmol/L de NaCl; 0.02% de
Tween 20) por 1,5 hora. O método de identificacdo uti-
lizado foi a quimioluminescéncia, no qual as proteinas
de interesse sdo detectadas incubando-se as membranas
com anticorpos primarios e em seguida, com anticorpos
secundarios conjugados com a horseradish peroxidase
(HRP). As bandas imunorreativas foram detectadas por
quimioluminescéncia e a densitometria determinada por
meio de sistema de captacio e analise de imagem.

Anticorpos

Os anticorpos utilizados para o experimento de imuno-
blot foram anti-Akt e anti-phosphoserina Akt (Ser473)
ambos da Santa Cruz Biotechnology, CA, EUA.

Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como média*erro pa-
drao da média. Quando comparado dois grupos, foi
utilizado teste ¢ de Student para dados nao pareados.
Quando necessario utilizou-se analise de variancia, se-
guida de teste post hoc de Bonferroni para comparagao
multipla de médias, sendo adotado o nivel de significan-
cia p<0,05.

RESULTADOS

Parametros fisioldgicos e metaholicos
A tabela 2 compara os dados dos camundongos dos
grupos controle (C), OB, OE-1 e do OE-2. Observa-se

Tabela 2. Parametros fisioldgicos e metabdlicos

Massa Gordura Glicemia Insulina

corporal epididimal jejum jejum

(9) (9) (mg/dL) (ng/ml)

C(n=6) 284+1,88 0,6+0,10 98,6+3,96 2,9+0,62
0B (n=6) 51,4+3,12* 2,9+0,16* 306+26,60* 8,8+0,62*
OE-1(n=6) 53,6+2,88* 3,1+0,12* 186+21,40%* 9,0+0,62*
OE-2 (n=6) 56,2+3,33* 3,1+0,21% 154+31,50%* 8,9+0,62*

*p<0,05: C versus OB, OE-1 e OE-2; **p<0,05: OB versus OE-1 e OE-2.
C: grupo controle; OB: grupo obeso sedentério; OE-1: grupo obeso exercitado sem sobrecarga; OE-2: grupo obeso
exercitado com sobrecarga

que a massa corporal total dos animais que receberam
a dieta hiperlipidica foi significativamente superior em
relacdo ao grupo controle. Entretanto ndo houve dife-
renga entre estes grupos (OB, OE-1 e OE- 2). Resulta-
dos semelhantes podem ser observados para o peso da
gordura epididimal total. Os roedores pertencentes aos
grupos OB, OE-1 e¢ OE-2 apresentaram contetido de
gordura epididimal significativamente maior em rela-
cao ao grupo controle. Contudo, ndo houve diferengas
entre os grupos de animais obesos induzidos por dieta.

Os valores de glicemia de jejum encontrados nos
animais dos grupos OB, OE-1 e OE-2 foram significa-
tivamente maiores em relagao ao grupo controle. Sa-
tisfatoriamente os camundongos exercitados OE-1 e
OE-2 apresentaram menor concentracao desta hexose
quando comparado ao grupo OB. No entanto nao hou-
ve diferenca significativa entre os grupos submetidos a
diferentes intensidades de exercicio fisico agudo.

Por fim, os valores de insulinemia foram significati-
vamente maiores nos camundongos OB, OE-1 e OE-2
quando comparados ao grupo controle. Isso demonstra
que o exercicio fisico agudo realizado nao alterou os
valores de insulina dos animais.

Fosforilacao da proteina Akt no misculo esquelético
Verifica-se que a fosforilacdo da Akt no musculo es-
quelético aumentou em todos 0s grupos experimentais
(C2, OB, OE-1 e OE-2) quando estimulado por insu-
lina em relacdo ao grupo controle que recebeu salina
(C1) (Figura 1A). Nos camundongos OB, a fosfori-
lagao da Akt foi reduzida em 2,3 vezes ap0s injecao
de insulina quando comparado com os camundongos
controles (C2). J4 nos animais OE-1 e OE-2, a fosfori-
lacdo da Akt aumentou 2,0 e 2,1 vezes, respectivamente,
quando comparado aos animais OB (Figura 1A). Nao
houve diferenca estatistica na fosforilacao da Akt en-
tre os grupos OE-1 e OE-2. Em relacdo a expressao
da Akt ndo houve diferenca estatistica entre os grupos
estudados (Figura 1B).
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Figura 1 A-B. Fosforilacéo e expresséo da proteina quinase B/Akt no misculo esquelético (gastrocnémio). C1: controle com injecéo de salina; C2: controle com injecéo
de insulina; 0B: grupo obeso com injecéo de insulina; OE-1: grupo obeso exercitado com injegao de insulina e sem sobrecarga e OE-2: grupo obeso exercitado com
injecéo de insulina e com sobrecarga. IB: técnica de imunoblot. *p<0,05, diferente do C1; #p<0,05: OB diferente dos grupos C2, OE-1 e OE-2

Exercicio fisico agudo aumenta a sensibilidade a in-
sulina

Verifica-se que os camundongos sedentdrios alimenta-
dos com a dieta hiperlipidica tiveram menor taxa de
consumo de glicose quando comparados com os ca-
mundongos controles (C: 5,0+0,49; OB: 1,78+0,68%/
min). Por outro lado, os animais que realizaram o exer-
cicio fisico agudo tiveram aumento na taxa de captacao
de glicose no TTI (OE-1: 3,98+0,45; OE-2: 4,33+0,72),
quando comparado aos animais obesos sedentarios,
sendo os valores nao diferentes do grupo controle. Tais
resultados mostram que uma tnica sessao de exercicio
fisico de natagao foi capaz de aumentar a captacao de
glicose em camundongos obesos (Figura 2).
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Figura 2. Teste de Tolerancia a Insulina. C: grupo controle; OB: grupo obeso; OE-1:
grupo obeso exercitado sem sobrecarga e OE-2: grupo obeso exercitado com
sobrecarga. *p<0,05, diferente do C; #p<0,05, diferente do 0B

DISCUSSAO

Estudos tém demonstrado que a sensibilidade a insulina
aumenta com a pratica de exercicios fisicos, sejam estes
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realizados de maneira aguda ou cronica, mesmo quando
nao ocorre reducao da massa adiposa corporal.!*?) No
presente estudo nao foi observado diferenca na massa
corporal total e no contetido de gordura epididimal en-
tre os grupos experimentais. Este resultado era espe-
rado uma vez que uma Unica sessao de exercicio fisico
nao ¢ suficiente para induzir mudancga na composi¢ao
corporal dos camundongos. Por outro lado, o protocolo
de exercicio fisico agudo de natacao foi capaz de au-
mentar a sensibilidade a insulina e a fosforilacao da Akt
nos animais obesos, sendo esta uma proteina chave da
via de sinalizagao da insulina.

Luciano et al.®V verificaram que a sensibilidade e
a sinalizacdo da insulina (via IRS/PI3-quinase/Akt)
no musculo esquelético e no tecido adiposo epididimal
de camundongos magros aumentaram apoés o periodo
de seis semanas consecutivas de treinamento fisico de
natacdo, com sobrecarga adicional de 5% em relagao a
massa corporal dos animais. Tal fato demonstrou que o
exercicio fisico € eficiente em aumentar a responsividade
a insulina em tecidos periféricos insulino sensiveis como
musculo esquelético e adiposo de animais saudaveis.

Entretanto, na condicdo de obesidade ha um au-
mento na producao e liberacdo de citocinas proé-infla-
matdrias, provenientes do tecido adiposo infiltrado de
macréfagos, que em conjunto com o aumento de acidos
graxos livres provenientes da lipdlise e da ingestdo de
uma dieta rica em gordura saturada causam prejuizos
na sinalizacdo da insulina e hiperglicemia.*” Recentes
estudos observaram que alguns tipos de 4cidos graxos
provenientes da dieta, com destaque para os saturados,
sdo capazes de se ligar e ativar proteinas de membrana
denominadas de Toll Like Receptor 4 (TLR4). Quando
ativados, estes receptores desencadeiam uma resposta
inflamatdria e esta ativacdo promove consequéncias
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negativas para a via de sinaliza¢ao da insulina.®?? Isto
ocorre, porque o TLR4 tem a capacidade de ativar as
proteinas serina-quinases IKKf (Ikappakinase beta) e
JNK (c-jun N-terminal quinase), conhecidamente de
acao proé-inflamatdrias. Deste modo, estas proteinas
promovem a fosforilacdo em serina 307 do receptor de
insulina e dos substratos do receptor de insulina 1 e 2
(IRS1 e 2), diminuindo o sinal da insulina em diferentes
tecidos.®??)

Além disto, o receptor TLR4 desencadeia a ativa-
cao da via IKK/IxB/NFxB. Ao ser ativado, o IKKf pro-
move fosforilagdo do IxB, o que provoca a dissociacao
do complexo IxB/NFuB. Por ser um fator de transcri-
¢ao, quando livre dentro da célula, o NFuB € capaz de
se translocar para o ndcleo e promover a transcricao de
novas citocinas inflamatorias, como o fator de necrose
tumoral alfa (TNF-x), de proteinas fosfatases, como a
proteina fosfatase 1B (PTP1B), e da enzima 6xido ni-
trico sintase induzivel (iNOS), com reconhecido efeito
negativo sobre o sinal molecular da insulina. Desta ma-
neira, observa-se um aumento do quadro inflamatdrio
subclinico associado a obesidade e consequentemente,
da resisténcia a insulina na obesidade.*?

Diante deste quadro inflamatério associado a obe-
sidade e resisténcia insulina, pesquisadores de diversas
partes do mundo tém investigado o papel do exercicio
fisico em restaurar a sinalizacdo da insulina e aumentar
a captacao de glicose em resposta ao exercicio fisico.
Em estudo recente, foi mostrado que tanto o exercicio
agudo, quanto cronico sao capazes de restaurar a sen-
sibilidade a insulina, reduzindo a ativacdo do TLR4 e
das proteinas serina-quinases JNK e IKK[, em animais
obesos.® Neste estudo de Oliveira et al.® foi observado
que a supressao da via inflamatdéria perdurou 24 e 36
horas apos a tltima sessdo de esforgo fisico. Sendo que
o protocolo de exercicio fisico utilizado no programa
de treinamento de natacao dos roedores foi semelhan-
te ao aplicado no presente estudo. No entanto, o ex-
perimento foi realizado com ratos Wistar que embora
desenvolvam obesidade e resisténcia a insulina, nem
sempre apresentam hiperglicemia como observado em
camundongos Swiss, utilizados em nosso estudo.

Corroborando com estes achados, Ropelle et al.?”
observaram aumento da sensibilidade a insulina em ra-
tos obesos submetidos a um protocolo de exercicio agu-
do. No entanto, neste estudo foi utilizado um protocolo
de exercicio com um volume acentuado, aplicando-se
duas sessoes de esforcos de 3 horas de duracdo, com
45 minutos de intervalo entre elas. Além disso, nao foi
utilizada carga adicional a massa corporal durante o
exercicio de natacao, podendo ser considerado de baixa
intensidade.

Ao comparar dois protocolos de exercicio fisico
com volume e intensidade diferentes, Da Silva et al.>®
observaram que tanto um protocolo de exercicio de vo-
lume alto, com 6 horas de duragao e sem carga adicio-
nal, quanto um protocolo de volume baixo, de 45 mi-
nutos com sobrecarga de 5,5% da massa corporal dos
animais (equivalente a maxima fase estavel de lactato)
em ratos obesos, foram eficazes em restaurar a sensibi-
lidade a insulina, suprimir a expressao proteica e fosfo-
rilagdo das serina quinases, JNK e IKKf e aumentar a
fosforilacdo de proteinas da via de sinalizacao da insu-
lina (IR, IRS-1 e Akt). Com isso 0s autores mostraram
que o exercicio fisico de curta duracao foi capaz de pro-
mover resultados similares aos encontrados com o exer-
cicio de longa duracdo. Apesar dos resultados serem de
grande importancia a literatura, uma vez que exercicios
de menor volume provavelmente sejam mais facilmente
tolerados por obesos, sobretudo, sabendo que a obesi-
dade dificulta a execucao de exercicios que exigem des-
locamento da massa corporal. Os autores nao verifica-
ram se existem diferencas nas respostas de exercicios
em intensidades diferentes dentro de um protocolo de
menor volume.

Em nosso estudo, camundongos Swiss obesos indu-
zidos por dieta hiperlipidica se mostraram resistentes
a insulina e apresentaram menor fosforilagio da pro-
teina Akt se comparado aos animais controles magros.
Ao contrario, os animais submetidos ao protocolo de
exercicio agudo de 1 hora, sem ou com carga adicio-
nal de 5% da massa corporal se mostraram mais sen-
siveis a insulina e tiveram aumento na fosforilagdo da
Akt se comparado a seus pares obesos nao exercitados.
Porém, independentemente do protocolo de exercicio
fisico nao foi encontrado diferenga nessas variaveis.
Isso mostra, que os animais obesos exercitados sem car-
ga adicional atada ao corpo puderam se beneficiar de
maneira semelhante ao exercicio de maior intensidade
(realizado com carga adicional). Estes resultados tém
grande relevancia para a aplicacdo pratica de protoco-
los de exercicio fisico na populacao obesa, tendo em
vista que o exercicio aerdbio de menor intensidade e
menor volume podem ser mais facilmente tolerados por
esse publico, principalmente no inicio de um programa
de condicionamento fisico.

Ao estudar o aumento da captacao de glicose indu-
zida pelo exercicio em individuos obesos e obesos com
diabetes tipo 2, O’Gorman et al. relataram que uma
sessao aguda de exercicio fisico de 1 hora a 75% do
VOzpiCO, realizado em uma bicicleta ergométrica, nao foi
suficiente para aumentar a sensibilidade a insulina nes-
tes individuos.®” Porém ap0s a realizacao de sete sessoes
com o mesmo volume e intensidade da sessdo aguda,
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os pesquisadores observaram aumentos na captagao de
glicose através do teste de clamp hiperinsulinémico-
-euglicémico e na expressao do transportador de glicose
tipo 4 (GLUT4) nos pacientes obesos com diabetes tipo
2. Entretanto ao analisar a expressao das proteinas da
via de sinalizacdo da insulina nao observaram diferen-
cas entre o estado basal e pds-exercicio fisico.?® Este
fendmeno pode ser explicado porque o exercicio fisico
consegue estimular vias independentes da insulina para
o aumento da captagao de glicose, como a via da protei-
na quinase ativada por AMP (AMPK).(%19 A°' AMPK
¢ ativada em situacOes de déficit energético e aumenta
a translocacao do GLUT4 para a membrana da célula
muscular. E também, pelo fato do exercicio fisico con-
seguir aumentar a captagao de glicose em outros teci-
dos insulino sensiveis, como o tecido adiposo.®

Em nosso estudo, observou-se que o exercicio fisico
agudo foi capaz de aumentar a sensibilidade a insulina
nos animais obesos. Esta mudanga ocorreu, a0 menos
em parte, pelo ao aumento da fosforilacao da proteina
Akt no musculo esquelético dos roedores obesos exer-
citados. Porém, o exercicio fisico tém se mostrado capaz
de aumentar a captacao de glicose em resposta a insulina
também no tecido adiposo. Peres et al.*> ao submeterem
animais a um treinamento fisico de sete semanas obser-
varam maior resposta da via de sinalizacdo da insulina
nos adipdcitos, com aumento na captacao de glicose e
na fosforilacao em tirosina dos substratos do receptor de
insulina 1 e 2 (IRS-1 e IRS-2), maior associacao do IRS-1
com a PI3-quinase e por consequéncia, aumento da fos-
forilacao da proteina Akt. Em adicao, o exercicio fisico
como previamente dito estimula a captacido de glicose
através da via da AMPK, favorecendo a entrada desta
hexose no musculo em contragao,*!” mesmo quando a
via de sinalizagao da insulina esté prejudicada.

Embora em nosso estudo nao tenha sido avaliado
estes aspectos, € possivel que eles colaborem para o au-
mento da sensibilidade a insulina corporal total obser-
vada no teste de tolerancia a insulina em animais obe-
sos submetidos ao exercicio agudo e, portanto, tenham
contribuido para a homeostase da glicose nestes animais.
Estes mecanismos precisam ser mais amplamente inves-
tigados em diferentes protocolos de exercicio fisico.

Em outro estudo, também utilizando individuos obe-
sos e obesos com diabetes tipo 2, Christ-Roberts et al.*%)
observaram que oito semanas de treinamento fisico
aerébio com duracdo de 45 minutos e intensidade de
70% VO, foi eficiente para aumentar a captacao de
glicose tanto nos voluntérios obesos, quanto nos obesos
diabéticos. O treinamento fisico também proporcionou
aumento na expressao de GLUT4 e da proteina Akt nos
dois grupos, no entanto, este aumento na expressao da
Akt nao foi acompanhado pelo aumento de sua fosfori-
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lagdo, nem de mudancgas em outras proteinas da via de
sinalizagao da insulina. Neste sentido, fica notorio a im-
portancia de mais estudos com protocolos de exercicio
fisico agudo e cronico na populagao obesa e obesa com
diabetes para melhor elucidar os efeitos do exercicio fi-
sico sobre a via de sinalizacdo da insulina.

Ademais, o aumento na fosforilacao da Akt com o
exercicio fisico pode ser resultante de uma melhora no
processo inflamatdrio observado em estudos prévios na
literatura.®??» Conforme apresentado anteriormente,
algumas proteinas pré-inflamatérias com atividade au-
mentada na obesidade sdo capazes de prejudicar a via
de sinalizacao da insulina, agindo especialmente sobre
proteinas proximais da via de sinalizacao da insulina.
Dentre elas, as serina quinases JNK e IKK sao capazes
de fosforilar em serina 307 o receptor e os substratos
do receptor de insulina (IR e IRSs, respectivamente) e
prejudicar o sinal da insulina, culminando com menor
fosforilacao da Akt. E sabidamente, o exercicio fisico
reduz a atividade destas proteinas e restaura a acao da
insulina.(22%

Mais recentemente descoberta, a proteina TRB3
(a mammalian homolog of Drosophila Tribbles), tem sua
expressao aumentada na obesidade e tem a capacidade
de se ligar fisicamente a Akt, inibindo sua ativacao, e
deste modo prejudica os efeitos biologicos provenientes
de sua atividade, como por exemplo, a translocacdo do
GLUT4 para a membrana da célula muscular.?’?» Um
estudo realizado por Matos et al.®® demonstrou que o
exercicio fisico agudo foi capaz de diminuir a expressao
de TRB3 e restaurar a fosforilagao da Akt no musculo
esquelético de animais obesos.?® Este € um outro me-
canismo molecular pelo qual o exercicio fisico é capaz de
aumentar a fosforilacdo da Akt. Embora no presente es-
tudo nao tenha sido feito a analise da expressao da TRB3,
€ possivel que ambos os protocolos de exercicio fisico te-
nham reduzido a expressao da TRB3 e consequentemen-
te, isso tenha colaborado para o aumento na fosforilacao
da Akt ap0s a sessao aguda de exercicio fisico.

CONCLUSAO

Assim, nossos dados demonstram que os protocolos de
exercicios fisicos de baixa intensidade ou com intensi-
dade moderada representam diferentes estratégias para
restaurar a sensibilidade a insulina com a mesma efica-
cia na condicao de obesidade.
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