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RESUMO

Introducao: A ingestdo de dieta hiperlipidica é um fator de risco singular no desenvolvimento de resistén-
cia a insulina e diabetes do tipo 2. Objetivo: O estudo investigou os efeitos do exercicio fisico na expressao
e atividade da AMPKa em ratos obesos. Métodos: Foram utilizados ratos Wistar, aleatoriamente divididos em
quatro grupos, que receberam dieta padrdo de manutencdo (grupo controle) ou dieta hiperlipidica (DHL)
(grupos sedentérios e exercitados), por periodo de quatro meses. Dois diferentes protocolos de exercicios
foram utilizados: exercicio agudo ou cronico de natacdo. O teste de tolerancia a insulina foi realizado para
estimar a sensibilidade a insulina. Os niveis protéicos da AMPKa e do GLUT4 e também de pAMPKa e pACC
no musculo esquelético dos ratos foram determinados através da técnica de Western blot. Resultados: O teste
de tolerancia a insulina revelou significativo prejuizo na acéo da insulina ap6s a alimentagdo com a DHL,
indicando insulino-resisténcia quando comparado com grupo controle (p < 0,05). O tratamento por quatro
meses com a DHL resultou em significativa reducdo no conteldo protéico de AMPKa (2,2 vezes) e do GLUT4
(2,5 vezes) e nos niveis de p-AMPKa (2,4 vezes) e p-ACC (2,5 vezes) no musculo esquelético dos ratos seden-
tarios quando comparado aos ratos controles. Ambos os protocolos de exercicios resultaram em aumento
na fosforilacdo da AMPKa e ACC e aumento da sensibilidade a insulina, enquanto apenas o programa de
exercicio crénico promoveu 0 aumento da expressao dessas proteinas (p < 0,05). Conclusao: A alimentagao
com uma DHL causa reducdo na expressao e na atividade da AMPKa, enquanto a ativacao da AMPKa pelo
exercicio fisico melhora a sensibilidade a insulina, indicando que ratos obesos mantém preservada a funcio-
nalidade da via AMPKa.
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ABSTRACT

Introduction: High-fat diet is a special risk factor in the development of insulin resistance and type 2 dia-
betes. Objective: To investigate the effects of physical exercise on the AMPK expression and activity in high-fat
diet induced obese rats. Methods: Wistar rats were randomly divided into four groups and received either
a rat maintenance diet (control group) or an isocaloric high-fat diet (HFD) (sedentary groups and exercised
groups) for four months. Two different exercise protocols were utilized: acute or chronic swimming exercise.
Insulin tolerance test was performed to estimate whole-body insulin sensitivity. AMPKa and GLUT4 as well as
pAMPKa and pACC of rats’ skeletal muscle levels were determined using Western blot. Results: Insulin toler-
ance test revealed a significantly impaired insulin action after HFDt feeding, indicating high-fat induced insulin
resistance when compared to control group. Four months of HFD treatment induced to significant decrease
of AMPKa (2.2-fold) and GLUT4 (2.5-fold) protein contents and also of p-AMPKa (2.4-fold) and p-ACC (2.5-fold)
in sedentary rats’skeletal muscle when compared with the control group. Both exercise protocols resulted in
increase of AMPKa and ACC phosphorylation and increase in insulin sensitivity, while chronic physical exercise
alone provoked increase in these proteins expression (p < 0.05). Conclusion: High-fat feeding impairs AMPKa
activity, while AMPKa activation by physical exercise improves insulin resistance, thus indicating that obese
rats normally have the AMPK pathway preserved.

Keywords: obesity, insulin resistance, physical education and training.

INTRODUCAO

A ingestao de dieta hiperlipidica é um fator de risco singular no
desenvolvimento de resisténcia a insulina e diabetes do tipo 2, cau-
sando aumento dos niveis plasmaticos de &cidos graxos livres e acu-
mulo excessivo de gordura em érgaos insulino-alvo!?. Contudo, a
relacdo entre dieta hiperlipidica e resisténcia a insulina é complexa, e
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0 preciso mecanismo ainda nao foi completamente elucidado. Uma
das teorias mais aceitas até agora considera que a habilidade sub-
normal de 6rgaos-alvos a insulina em oxidar dcidos graxos seja um
importante contribuinte da resisténcia a insulina induzida por exposi-
cao excessiva a gordura®. Estudos tanto in vivo“* como in vitro® tém
demonstrado a relacdo entre oxidacdo intracelular de acido graxo e
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sensibilidade a insulina. Por exemplo, foi demonstrado que a inibicao
da oxidacao intracelular de acidos graxos pode conduzir a um estado
de resisténcia a insulina®, enquanto melhora na oxidacdo de acido
graxo no interior da célula causa maior resposta a insulina®”. Assim,
é reconhecido que a dieta hiperlipidica induz quadro de resisténcia a
insulina que é associada com prejuizo na capacidade de oxidacdo de
acidos graxos e aumento no acimulo de gordura em tecidos-alvo a
acao da insulina®?; contudo, o mecanismo envolvido nessa condicao
¢ ainda pouco entendido.

Por outro lado, sabe-se que a contracdo muscular é eficiente em
causar melhora na oxidagdo de gordura e aumentar a sensibilidade
a insulina®. Nesse contexto, investigacdes em nivel molecular tém
trazido novos conhecimentos a respeito dos efeitos do exercicio na
captacao de glicose. Dentre as inUmeras protefnas intracelulares es-
tudadas, destaca-se a proteina quinase ativada por AMP (AMPK). A
AMPK é uma molécula heterotrimérica que contém uma subunidade
catalitica (a), com duas isoformas (al e a2), e duas subunidades regu-
latérias (B e y), com as seguintes isoformas (31, 32, y1 y2 e y3). Essa
proteina é ativada pela fosforilacdo do residuo de treonina 172 da alca
de ativacdo da subunidade a'9. A ativacdo é causada pelo decrésci-
mo no conteudo energético celular. Na situacdo em que a relacdo
AMP:ATP é aumentada, ocorre a mudanca conformacional da molécu-
la, deixando-a suscetivel a fosforilacdo e ativacdo pela AMPK quinase
(AMPKK)1". A" AMPK fosforilada ativa vias que geram o aumento de
ATP, tais como a oxidagdo de 4cidos graxos, ao mesmo tempo em que
inibe as vias anabdlicas que consomem o ATP, tal como a sintese de
acidos graxos (AG).

Situagdes de estresse, como o exercicio, hipdxia ou jejum prolonga-
do podem ativar a AMPK através do aumento intracelular da razao AMP/
ATP.Na condicdo de exercicio fisico,a AMPK exerce papel importante na
reqgulacéo do transporte de glicose durante a contracdo muscular’>'3.,
A AMPK inativa a acetil CoA carboxilase (ACC)!'?, causando diminuicao
nos niveis intracelulares de Malonil CoA, um inibidor da carnitina acil
transferase | (CAT )™, Portanto, o efeito da AMPK na oxidacdo de acidos
graxos € resultante da fosforilacdo e inibicao da ACC!™,

Através da regulacdo da oxidacdo intracelular de acidos graxos,
a AMPK tem sido considerada uma proteina reguladora com efeito
positivo na sensibilidade a insulina. Diversos agentes fisiolégicos e
farmacolégicos exercem efeitos sensibilizantes a insulina via ativacao
da AMPK, como a metformina®, 5-aminoidazole-4-carboxamide-1-3-
D-ribofuranoside (AICAR)!'?, exercicio fisico!'”, jejum prolongado'®,
etc. Recentemente, foi demonstrado que, em adicdo a oxidagdo de
acidos graxos, a AMPK pode regular a sensibilidade a insulina por es-
timular a expressao de GLUT4"?, O presente estudo teve por objetivo
investigar os efeitos do exercicio fisico agudo e cronico na expressao
e atividade da AMPKa e melhora da sensibilidade a insulina em ratos
obesos induzidos por dieta rica em gordura.

METODOS

Todos os experimentos foram conduzidos em acordo com os prin-
cipios e procedimentos de cuidado com o uso de animais experimen-
tais e foram aprovados pelo comité de ética da Universidade Estadual
de Campinas. Os animais foram mantidos em ciclos de luz artificial de
12 horas claro e 12 horas escuro e alocados em gaiolas coletivas com
quatro animais cada. Aleatoriamente, os ratos Wistar foram divididos
em quatro grupos experimentais com similar peso corporal (250 +
59): grupo controle (C), composto por ratos alimentados com racao
padrao para roedores (ver detalhes da composicdo da dieta na tabela
1); grupo obeso sedentério (OB-S), composto por ratos que receberam
dieta hiperlipidica por periodo de quatro meses (ver detalhes da dieta
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na tabela 1); grupo obeso exercitado (OB-E), composto por animais que
receberam a dieta rica em lipides por quatro meses e realizaram uma
sessdo Unica de exercicio de natagao; grupo obeso treinado (OB-T),
composto por animais que receberam dieta hiperlipidica por quatro
meses e foram submetidos a um programa crénico de exercicio fisico
de natacéo.

Tabela 1. Composicao da dieta padrdo e da dieta rica em gordura.

. Ragéo padrao . Ra?éf) q
Ingredientes (g/kg) Kcal/kg | hiperlipidica | Kcal/kg
(9/kg)

Amido de milho (g.s.p) 397,5 1.590 1155 462
Caseina 200 800 200 800
Sacarose 100 400 100 400
Amido dextrinado 132 528 132 528
Banha de porco - - 312 2.808
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 - 2.5 -
Total 1.000 3.948 1.000 5.358

Programa de exercicio fisico agudo

Para adaptacdo ao exercicio de natacédo, os ratos foram primaria-
mente inseridos ao meio liquido durante 10 minutos por dois dias
consecutivos. Os ratos obesos (OB-E) nadaram em grupos de quatro
em baldes plésticos de 45cm de didmetro e com 60cm de profundi-
dade, por duas sessdes de trés horas, separadas por intervalo de 45
minutos; a temperatura da dgua foi mantida em aproximadamente
34°C. O protocolo de exercicio agudo foi anteriormente utilizado em
outros estudos de nosso laboratério29,

Programa de treinamento fisico cronico

O treinamento consistiu de natacao, em grupos de quatro animais,
nas mesmas condicoes em que os ratos realizaram a sessao Unica de
exercicio. Os ratos do grupo OB-T nadaram uma hora por dia, cinco
dias por semana, durante oito semanas, suportando uma carga que foi
progressivamente aumentada de 2,5% a 5% do peso corporal, ajustada
semanalmente, de acordo com o peso do animal na semana. Esse
protocolo tem sido previamente utilizado em nosso laboratorio”,

Avaliacoes de parametros fisiologicos e metabdlicos

Inicialmente, foram realizadas avaliacbes de alguns parametros
metabolicos nos ratos. Para isso, 0s animais permaneceram em repouso
por 36 horas ap6s a ultima sessdo de exercicio (aguda ou crénica).
Os ratos tiveram acesso livre a dgua e ragdo; no entanto, ficaram sob
abstinéncia de alimento por um perfodo de seis horas.

A massa corporal dos animais foi determinada em balanca analitica.
Amostras de sangue foram coletadas da veia porta dos ratos através
de seringa de Tml e posteriormente centrifugadas a 3.500rpm por 15
minutos. Imediatamente apds centrifugacao, o soro foi armazenado
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em freezer a -80 °C para posterior dosagem de glicose e insulina. A
concentracao plasmatica de glicose foi avaliada através do método
oxidase enzimatico calorimétrico e a concentracdo de insulina plas-
matica pelo método de radioimunoensaio.

Teste de tolerancia a insulina intraperitoneal (TTlip)

Foi respeitado um intervalo de uma hora tanto para os animais
submetidos ao exercicio agudo como também aos do protocolo de
exercicio cronico, para que fossem realizados os procedimentos expe-
rimentais. Nesse perfodo de uma hora 0s animais permaneceram sob
abstinéncia de dgua e racdo. Adverte-se que apenas os ratos utilizados
no TTlip receberam insulina intraperitoneal, como descrito a seguir.

Através de corte na extremidade da cauda do animal, foi realizada
uma primeira coleta de sangue para a dosagem de glicose, o que
equivale ao tempo zero (t0) do teste. ApOs isso, a insulina (2U/kg de
peso corporal) foi injetada intraperitonealmente e amostras de sangue
foram coletadas através da extremidade da cauda dos animais nos
tempos 5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos para a determinacao da glicose,
como descrito em estudos prévios em nosso laboratorio!?%. A veloci-
dade constante do decaimento da glicose (Kitt) foi calculada usando a
formula 0,693/t1/2. O t1/2 da glicose foi calculado a partir da curva da
analise dos minimos quadrados da concentracao da glicose durante a
fase de decaimento linear®??.

Sacrificio e extracao do musculo esquelético

Imediatamente apds uma hora da ultima sessao de exercicio e sob
abstinéncia de 4gua e racéo, os ratos foram anestesiados através da
administracdo intraperitoneal de tiopental sédico (40mg/kg) e a perda
dos reflexos pedal e corneano foi usada como controle da anestesia.
Fatias do musculo gastrocnémio foram retiradas e homogeneizadas em
tampéo de imunoprecipitacdo contendo 1% de Triton X 100, 100mM
deTris (pH 7,4), 100mM de pirofosfato de sédio, 100mM de fluoreto de
sodio, T0mM de EDTA, 10mM de vanadato de sédio, 2mM de PMSF e
0,img/mL de aprotinina a 4°C. O homogeneizado foi entdo centrifu-
gado a 11.000rpm por 30 minutos. No sobrenadante, foi determinada
a concentracao de proteinas utilizando o método de Bradford?® e
posteriormente realizada a determinagao do extrato total. As analises
de proteinas intracelulares pela técnica de Western blot estao descritas
a sequir.

Western blot

O extrato total foi ressuspenso em tampéo de Laemmli, contendo
100mmol/L de DTT®Y, Apéds rapida fervura, foram aplicados em gel
de poliacrilamida para separagdo por eletroforese (SDS-PAGE). As pro-
tefnas separadas em SDS-PAGE foram transferidas para membrana de
nitrocelulose em aparelho de transferéncia da BIO-RAD, como previa-
mente descrito?®. A membrana de nitrocelulose foi incubada overnight
com anticorpo especifico. Os anticorpos utilizados foram anti-AMPKa,
anti-ACC, antiphospho-AMPKa, antiphospho-ACC provenientes da Cell
Signaling Technology (Beverly, MA, EUA), e anti-GLUT4 proveniente da
Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, EUA). A ligacéo de anticor-
po a proteinas ndo-especificas foi minimizada pela pré-incubacéo da
membrana de nitrocelulose com tampao de bloqueio (5% de leite em
po desnatado; T0mmol/L de Tris; 150mmol/L de NaCl; 0,02% de Tween
20) por duas horas. O sinal foi detectado por tratamento com 2mCi de
[125] Proteina A (30mCi/mg) em 10mL de tampao de blogqueio por
duas horas em temperatura ambiente e exposicao a filmes de RX Kodak
a -80°C de 12-48 horas. As bandas identificadas na auto-radiografia
foram quantificadas através de densitometria éptica pelo programa
Scion Image software (ScionCorp, Frederick, MD).
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ANALISE ESTATISTICA

Os resultados estdo expressos em média + erro padrdo da média.
Quando comparados dois grupos, foi utilizado o teste t de Student
para dados ndo pareados. Quando necessario, foi utilizada andlise de
variancia sequida de teste de comparacdo multipla de médias. Em
todos os procedimentos estatisticos, o nivel de significancia foi pre-
fixado em P < 0,05.

RESULTADOS

Parametros fisiologicos e metabdlicos

Massa corporal, niveis de glicose e de insulina plasmatica foram
mensurados e os dados encontram-se sumarizados na tabela 2. Ratos
alimentados com a dieta hiperlipidica tiveram aumento significativo da
massa corporal (OB-S,610,8 + 14,4g; OB-E, 614,1 + 21,6g; OB-T, 595,1 +
23,5g) em relacdo aos ratos controles (436,3 + 14,4g). Com relacao a
insulina, nao foram encontradas diferencas significativas entre animais
controles e obesos. J4 a concentracdo de insulina sérica foi maior nos
animais que receberam a dieta hiperlipidica (OB-S, 7,12 + 0,86; OB-E,
6,96 = 1,2ng/ml ™), com excecado dos submetidos ao exercicio crénico
(OB-T, 3,29 £ 1,1ng/ml"), que apresentaram valores semelhantes aos
dos ratos controles (2,89 + 0,8ng/ml"). Por fim, verifica-se que ratos
sedentérios alimentados com a dieta rica em gordura tiveram menor
taxa de consumo de glicose quando comparados com os controles
(54 + 04; OB-S, 1,8 + 0,6%/min), respectivamente. Por outro lado,
tanto os animais que realizaram o exercicio agudo quanto o crénico
tiveram aumento na taxa de captacao de glicose no TTlip (OB-E, 4,36
+0,8; OB-T, 5,1 + 1,0%/min).

Tabela 2. Valores médios e erro padrdo da média dos parametros fisioldgicos e me-
tabdlicos dos animais

Controle OB-S OB-E OB-T

Peso corporal (g)

(h=8) 4363 + 14416108 £258%|614,1 £ 21,6%|595,1 + 23,5*

Glicose plasmética (mg/dl)

+
(h=8) 79,86 + 39

9490 +81 | 9266+63 | 8612+56

Insulina (ng/ml)

(=9 289+08

712+086* | 696+12* | 329+1,1"

TTI (%/min™)
(n=8)

*P < 0,05, vs ratos controles e P < 0,05, vs ratos OB-S e OB-E.

54+ 04 18+06% | 436+08 51+10

Expresséo e fosforilacdo da AMPKa e da ACC

Imediatamente apds uma hora da Ultima sesséo de exercicio houve
redugdo nos niveis protéicos de AMPKa no musculo gastrocnémio dos
animais sedentdrios alimentados com a dieta rica em gordura em 2,2
vezes se comparado com os ratos controles, indicando que esse tipo
de dieta prejudica a expressédo de AMPKa. Por outro lado, o treinamento
de natacdo por oito semanas aumentou em aproximadamente 2,0 e
1,5 vezes a expressao de AMPKa se comparado com o dos ratos OB-S
e OB-T, respectivamente (figura TA)..

A atividade da AMPKa no musculo gastrocnémio dos animais foi
avaliada através da mensuracao dos niveis de AMPK fosforilada (p-
AMPKa) (figura 1B). Comparados com os controles, ratos alimentados
com dieta rica em lipides tiveram reducédo dos niveis de p-AMPKa em
24 vezes, indicando que este tipo de dieta pode também prejudicar
a atividade da AMPKa. Por outro lado, observa-se que os ratos subme-
tidos tanto ao exercicio crénico quanto ao agudo tiveram aumento
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na fosforilacdo da AMPKa em aproximadamente 2,0 e 1,9 vezes, se
comparados com os ratos controles, e aumento de 4,5 e 4,6 vezes
em relacdo aos do grupo OB-S, respectivamente. Tal fato demonstra a
eficdcia do exercicio na ativacdo da AMPKa.

Por fim, o efeito biolégico da AMPK é regular a oxidacéo de 4cidos
graxos através da fosforilagao e inativacdo da ACC™. Verifica-se que 0s
animais expostos a dieta hiperlipidica tiveram reducdo dos niveis de
ACC fosforilada em 2,5 vezes quando comparados com os do grupo
controle. Os animais exercitados, independente do protocolo (agudo
ou cronico), apresentaram aumento da pACC em aproximadamente
1,8 e 1,9 vezes em relacdo aos ratos controles. Quando comparados
com os ratos do grupo OB-S, os ratos submetidos ao protocolo de
exercicio agudo e crénico tiveram aumento da fosforilagado da ACC de
4.6 e 4,8 vezes, respectivamente. Portanto, esses dados nao sé sugerem
que a dieta rica em lipides afeta a expressdo e a atividade da AMPKg,
mas também indica que a insuficiéncia na oxidagcdo de 4cidos graxos
mediada pela ACC pode ser um mecanismo efetor importante da
resisténcia a insulina nesse modelo experimental.

Expressao de GLUT4

Na figura 2, observa-se que os animais sedentarios expostos a dieta
rica em gordura tiveram reducdo significativa na expressao do GLUT4
no musculo esquelético de 2,5 vezes quando comparado com 0s
ratos controles. Porém, observa-se que o exercicio crénico aumentou
a expressao de GLUT4 em aproximadamente 3,1 e 2,4 vezes quando
comparada com a dos animais OB-S e OB-E, respectivamente. Esses
resultados indicam que o mecanismo mediado por AMPK/GLUT4
pode participar da resisténcia a insulina induzida por dieta rica em
gordura.

DISCUSSAO

Diversos estudos demonstraram que a ingestdo de dieta rica em
lipides estd associada com resisténcia a insulina em humanos® e em
animais?%. Embora, tanto acidos graxos insaturados como também os
saturados poderem causar resisténcia a insulina, existem evidéncias de
que a ingestdo de gordura saturada é mais efetiva em induzir alteracoes
na acao da insulina®®?”. A banha de porco constitui-se em um tipo de
acido graxo saturado amplamente consumido por humanos e por isso
foi escolhida no presente estudo.

Estudos prévios realizados em nosso laboratério mostraram que
animais submetidos a uma dieta rica em lipides por quatro ou 16 sema-

GLUT4
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Figura 2. Expressao do GLUT4 no musculo gastrocnémio dos ratos controles, OB-S,
OB-E e OB-T. Barras representam média + erro padrao da média de oito animais por
grupo. *P < 0,05, vs ratos controles e *P < 0,05, vs ratos OB-S e OB-E.

nas tiveram alteragéo na taxa de decaimento da glicose durante o teste
de tolerancia a insulina intraperitoneal (TTI)2°%9_No presente estudo,
observa-se que ratos submetidos a uma dieta hiperlipidica (DHL) por
periodo de quatro meses tiveram reducéo significativa na percenta-
gem de glicose captada durante o TTl, quando comparados com 0s
animais alimentados com uma dieta padréo. Além disso, verifica-se
maior concentragdo de insulina sérica nos animais alimentados com
a DHL, com excecdo do grupo OB-T, em comparagdo com 0s animais
controles. Portanto, tais resultados demonstram que a DHL utilizada
em nosso estudo foi eficaz em induzir resisténcia a insulina.

Como proposto por McGarry®), a ineficiéncia da oxidagao intra-
celular de &cido graxo e o acumulo dos depdsitos de gordura no in-
terior de érgdos-alvo a insulina séo um dos possiveis mecanismos de
resisténcia a insulina induzida por dieta rica em lipides Pesquisadores
tém investigado a relagcao entre oxidacdo intracelular de acidos graxos
e sensibilidade a insulina®®. Embora os efeitos da exposicdo a dieta
rica em lipides sobre distUrbios no metabolismo intracelular de dcidos
graxos venha sendo bem demonstrada em humanos®®3" e roedo-
res®3, o preciso mecanismo ainda néo é totalmente conhecido. A
AMPK desempenha papel- chave na 3-oxidacdo de acidos graxos e

AMPKa P-AMPKa P-ACC
- b - o= [ —_—
o 120 120 _ 120
Y g 2] [
- 8 4004 2 100 -
9% o 98 e
i3 ] 3¢ ) 6 o 4
= e ol
§§ 60 # %é 60 ‘3§ 60
@8 40 28 401 u?g 40 .
= C = c
Z3 20 S 20 5 20
0- 0- 0-
C OB-S OBE OB-T C OBS OBE OBT C OBS OB-E OBT

Figura 1. Expressdo e fosforilagdo da AMPKa no musculo gastrocnémio (A e B) e fosforilagdo da ACC (C) dos ratos controle, OB-S, OB-E e OB-T. Barras representam média +
erro padrdo da média de oito animais por grupo. *P < 0,05, vs ratos controles e *P < 0,05, vs ratos OB-S e OB-E.
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regulacdo da sensibilidade a insulina. No entanto, seu efeito contra a
lipotoxicidade ainda é incerto. Neste estudo, investigamos o possivel
papel da AMPKa na resisténcia a insulina em musculo esquelético de
ratos obesos induzida por ingestdo de dieta hiperlipidica.

A AMPK é composta por trés subunidades, a, B e y. Dentre essas,
a subunidade alfa (AMPKa) é a subunidade catalitica da proteina. Para
observar os efeitos da exposicdo a dieta hiperlipidica na AMPK, os
niveis protéicos da AMPKa em musculo esquelético de ratos foram
mensurados usando a técnica de Western blot. Os resultados mostram
que quatro meses de alimentacdo com a dieta hiperlipidica foram
suficientes para causar reducdo no contetdo da proteina AMPKa nos
ratos. Além disso, quando se avaliou a atividade dessa enzima através
da mensuracéo da fosforilagao da subunidade alfa (p-AMPKa), a alimen-
tacdo com a dieta hiperlipidica também resultou em niveis menores
de fosforilacdo da AMPKa no musculo esquelético dos ratos, sugerindo
prejuizo na atividade da AMPKa pela exposicdo a dieta hiperlipidica.
Desse modo, nossos resultados fornecem evidéncias de que a dieta
rica em gordura saturada induz resisténcia a insulina e ¢ acompanhada
por prejuizo na expressao e atividade da AMPKa, indicando um possivel
papel importante dessa proteina na lipotoxicidade.

O maior efeito bioldgico da AMPK na regulacao da oxidacéo in-
tracelular de acidos graxos se da através da fosforilacdo e inativacao
da ACCU'. Como demonstrado no presente trabalho, similarmente
a reducao da expresséao e atividade da AMPKa, os niveis de pACC
diminuiram nos animais que receberam a dieta hiperlipidica. A redu-
cao nos niveis de ACC fosforilada leva ao aumento da atividade da
ACC, aumento do contetido de malonil-CoA, prejuizo na oxidacao de
acidos graxos e, consequentemente, resisténcia a insulina. Portanto, a
ACC pode atuar como um efetor distal a via de sinalizagao da AMPK
no possivel mecanismo de resisténcia a insulina induzida por dieta
hiperlipidica. O aumento na atividade da ACC pode conduzir ao inicio
da resisténcia a insulina, enquanto a inativacao desta tem efeito sen-
sibilizante a insulina®'.

Além disso, existem evidéncias de que a AMPK aumenta a efici-
éncia mitocondrial em oxidar dcidos graxos e, consequentemente,
aumenta a sensibilidade a insulina. O tratamento cronico com AICAR,
um ativador farmacolégico dessa proteina, promove adaptagoes si-
milares as promovidas pelo exercicio, como aumento do conteldo
de citocromo C e das enzimas mitocondriais citrato sintase, succinato
desidrogenase e malato desidrogenase®. O efeito molecular seme-
Ihante entre os ativadores farmacolégicos da AMPK e do treinamento
fisico ndo é totalmente conhecido; no entanto, alguns estudos su-
gerem que isso envolve o aumento da expressao do PGC1-a (pero-
xisome proliferator-activated receptor-gamma coactivatorialpha), um
mediador de biogénese mitocondrial. Embora, no presente estudo,
nao tenha sido avaliada a expressao do PGC1-a no musculo esque-
lético, sabe-se que ratos submetidos a treinamento de natacdo apre-
sentam maior expressao génica do PGC1-a no musculo e que esse
efeito é reproduzido pela incubagdo de musculo isolado em solucao
contendo AICAR®,

Em nosso estudo, verificamos que a ativacao da AMPK através
dos protocolos de exercicio agudo ou crénico facilita o transporte de
glicose e melhora a resisténcia a insulina no musculo esquelético de
ratos obesos induzidos por dieta hiperlipidica. Em acordo com nossos
resultados, pesquisadores demonstraram recentemente que individuos
diabéticos do tipo 2, com indice de massa corporal entre 26 e 29kg/m?,
tém aumento da atividade da AMPK através do uso de drogas ou pelo
exercicio fisico®>*%*”), Contudo, 0 mesmo ndo acontece em condicio de
severa resisténcia a insulina, em que ratos obesos Zucker apresentam
reducdo significativa na via de sinalizacdo da AMPK®®. Portanto, nao
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se descarta a possibilidade de os animais, uma vez permanecendo sob
alimentagao rica em gordura por um perfodo superior a quatro meses,
poderem apresentar alteracdes mais severas sobre a funcionalidade da
via AMPK e, consequentemente, na sinalizacao da insulina.

Além do efeito na sensibilidade a insulina via regulacdo da oxida-
¢do de &cidos graxos, a AMPK pode também regular a expresséo de
GLUT4. Como demonstrado por Jessen et al', uma Unica injecdo de
AICAR resultou em aumento de 78% da atividade da AMPK e de 97,8%
do contetdo protéico de GLUT4 no musculo esquelético de ratos.
O GLUT4 tem papel essencial no mecanismo de sinalizacao celular
da insulina e sua expressdo também ¢é diminuida pela ingestao de
dieta hiperlipfdica, como demonstrado no presente estudo. Portanto,
apesar de a possibilidade de outros mecanismos estarem envolvidos
na diminuicdo da expressao do GLUT4, o decréscimo na expressao e
atividade da AMPK pode ter contribuido, no minimo em parte, para
essa reducdo nos animais obesos induzidos por dieta hiperlipidica.
Assim, o GLUT4 pode também atuar como outro efetor importante
no possivel mecanismo mediado pela AMPK de resisténcia a insulina
induzida por dieta hiperlipidica. MEF2 e GEF sdo dois reguladores de
transcricao do GLUT4 e, de acordo com algumas pesquisas, a AMPK
aumenta a expressao e atividade deles®49. Acredita-se que esse seja
0 possivel mecanismo pela qual a AMPK tenha efeito regulatério na
transcricao de GLUTA4.

Todavia, parece claro que apenas o programa de exercicio regular
de natacdo é capaz de promover aumento na fosforilacdo da AMPKa
e ACC, e também aumento na expresséo de AMPKa e GLUT4, fato
esse ndo detectado nos animais submetidos apenas a sesséo aguda
de exercicio. Além disso, deve-se destacar que o treinamento fisico
também foi favoravel para a reducéo dos niveis plasméticos de insuling,
como verificado nos animais OB-T, que apresentaram valores desse
hormonio semelhantes aos dos ratos controles. A concentracdo maior
de insulina sérica evidenciada nos animais OB-E em relacéo aos animais
OB-T em condig¢ées basais (36 horas apds a Ultima sessdo de esforco
fisico) reforca a necessidade do treinamento sistematizado para evitar
a hiperinsulinemia em ratos obesos insulino-resistentes induzida por
dieta hiperlipfdica, e manuten¢do da homeostase glicémica.

E possivel que outras adaptacdes decorrentes do treinamento
fisico, como aumento na densidade mitocondrial, na vascularizacdo
periférica, de hemodinamica, entre outras, favorecam a entrada de
glicose e oxidacao de gordura, o que explicaria, no minimo em parte,
os valores menores de insulina nos ratos OB-T em comparagdo com
os ratos OB-E. No entanto, sabe-se que a atividade da AMPK se d& por
algumas horas apds o exercicio e, por isso, a melhora na expressao de
GLUT4 no musculo esquelético dos ratos obesos treinados parece ser
uma adaptacdo determinante para a captacao de glicose. Semelhan-
te ao nosso estudo, Luciano et al. ?Y demonstraram que o exercicio
cronico aumenta a expressao de GLUT4 e isso resulta em melhora
no metabolismo da glicose. Por conseguinte, apesar do efeito favo-
ravel do exercicio agudo na captacéo de glicose, sugere-se que é
fundamental se manter fisicamente ativo para obtencao de resultados
duradouros e preventivos sobre a resisténcia a insulina induzida pela
ingestao de dieta hiperlipidica. Embora o conhecimento a respeito
dos efeitos moleculares do exercicio fisico, principalmente do treina-
mento sobre a captagdo de glicose e oxidagdo de acidos graxos ndo
seja totalmente compreendido, pode-se dizer através dos resultados
deste estudo que a AMPK tem papel intrigante na homeostase da gli-
cose, participando tanto na translocacdo e também na transcricdo do
GLUT4 e, ainda, melhorando a oxidacao de acidos graxos através da
ativacdo da ACC. Embora, possivelmente, existam outros mecanismos
intracelulares importantes para a homeostase da glicose, como pre-
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viamente apresentados, e que nao foram avaliados em nosso estudo,
sugere-se que tanto o aumento da expressao de GLUT4 e também da
ACC fosforilada sejam mecanismos importantes na melhora da acao
da insulina.

Em sintese, nossos resultados mostram que houve reducdo na
expressao e atividade da AMPKa nos animais que receberam a dieta
hiperlipidica, e isso foi acompanhado por alteracao nos niveis de ACC,
do GLUT4 e de resisténcia a insulina. Por outro lado, o exercicio fisico
agudo ou crénico melhorou a sensibilidade a insulina e aumentou
a captacao de glicose. No entanto, apesar do aumento da atividade
da AMPKa e da ACC com ambos os protocolos de exercicios (agudo
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