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RESUMO 

Está bem descrito na literatura que o exercício físico aeróbio estimula a maior captação de glicose 

predominantemente no músculo esquelético e que o tecido adiposo branco também participa do 

aumento da captação de glicose estimulada pela insulina em indivíduos exercitados. O objetivo deste 

trabalho foi avaliar a sensibilidade à insulina em adipócitos de ratos submetidos ao modelo de natação 

implantado no Labeest. Ratos Wistar adultos foram submetidos à sessões diárias de natação (50 min, 5 

vezes por semana, durante 28 dias) e foi observado que ao final do protocolo experimental os ratos 

apresentaram redução do ganho de peso corpóreo e do consumo médio de ração. O ensaio de clamp

euglicêmico-hiperinsulinêmico demonstrou, através taxa de infusão de glicose (GIR), que a natação 

induziu maior sensibilidade dos tecidos à insulina (C: 509,2 ± 30,5 mg/Kg/min; N: 679,1 ± 26,6 

mg/Kg/min). As análises de quantificação de expressão total das proteínas GLUT 4 e AMPK em tecido 

adiposo isolado mostraram um aumento significativo apenas no GLUT 4. A quantidade de lactato basal 

produzida pelos adipócitos isolados de ratos exercitados foi significativamente maior que aquela 

observada nos ratos controle (C: 0,1977 ± 0,0640 µmol lactato.106 cels/60 min; N: 0,2818 ± 0,0454 

µmol lactato.106 cels/60 min). Além disso, os agonistas não aumentaram a produção de lactato nos 

adipócitos isolados de ratos exercitados. O prazosin aumentou significativamente a produção de lactato 

pela ação da noradrenalina, em adipócitos de ratos exercitados (C: 0,9596 ± 0,2490 µmol lactato.106

cels/60 min; N: 1,2180 ± 0,3055 µmol lactato.106 cels/60 min). Por outro lado o protocolo de natação 

não alterou a produção e liberação de glicerol basal (C: 0,0716 ± 0,0207 µmol glicerol 106 cels/60 min) 

ou estimulada, enquanto o prazosin inibiu a produção de glicerol pela noradrenalina (C: 0,5132 ± 

0,1023 ; N: 0,4681 ± 0,0331 µmol glicerol 106 cels/60 min) em adipócitos isolados desses animais. O 

exercício de natação, conforme modelo proposto, promove aumento na captação de glicose devido a 

uma maior expressão de transportadores GLUT 4, sendo que esta glicose, captada no adipócito, 

constituiu-se em fonte para a produção de lactato, uma vez que a via lipolítica não foi alterada.  
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ABSTRACT 

It is well described in the literature that aerobic physical exercise stimulate glucose uptake and this is 

mainly associated with skeletal muscle. However, it has been related that white adipose tissue also 

contributes to insulin increase glucose uptake after the physical training. The aim of this work was to 

evaluate insulin sensitivity in rats white adipocytes submitted to the model of swimming proposed to 

Labeest. Adult Wistar rats had been submitted to the daily sessions of swimming (50 min, 5 times per 

week, during 28 days). At the end of protocol rats that had swum presented reduction of the profit of 

corporeal weight and the average consumption of chow. The euglycemic-hyperinsulinemic clamp 

assays demonstrated that swimming induced increase in tissue insulin sensitivity (C: 509.2 ± 30.5 

mg/Kg/min; N: 679.1 ± 26.6 mg/Kg/min). The analyses of quantification of total expression of proteins 

GLUT 4 and AMPK in adipose tissue had shown a significant increase only in GLUT 4. The amount of 

basal lactate produced by the isolated adipocytes of exercised rats was significantly higher that 

observed in control rats (C: 0.1977 ± 0.0640 µmol lactato.106 cels/60 min; N: 0.2818 ± 0.0454 µmol 

lactato.106 cels/60 min). Moreover, the agonists had not increased the lactate production in the isolated 

adipocytes of exercised rats. Prazosin significantly increased the lactate production stimulated by 

noradrenaline in adipocytes of exercised rats (C: 0.9596 ± 0.2490 µmol lactato.106 cels/60 min; N: 

1.2180 ± 0.3055 µmol lactato.106 cels/60 min). On the other hand the swimming protocol did not 

modify the production of basal (C: 0.0716 ± 0.0207 µmol glycerol 106 cels/60 min) or stimulated 

release of glycerol, while prazosin inhibited the production of glycerol induced by the noradrenaline 

(C: 0.5132 ± 0.1023 µmol glycerol 106 cels/60 min; N: 0.4681 ± 0.0331 µmol glycerol 106 cels/60 min) 

in isolated adipocytes of these animals. Concluding, the exercise of swimming in the considered model 

increased the glucose uptake due to a higher expression of transporters GLUT 4. This glucose, once in 

the adipocytes, seems to be the main source for the lactate production because the lipolytic way was not 

modified.  
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1. INTRODUÇÃO  

 A glicose é fonte fundamental de energia para todas as células eucarióticas. Em humanos, 

apesar de todas as células utilizarem principalmente a glicose quando necessitam de energia, o 

principal consumidor em condições basais é o cérebro contando com 80% do consumo total (BRYANT 

et al., 2002). Mecanismos de controle fisiológico mantém a concentração de glicose plasmática 

(glicemia) dentro de uma faixa limítrofe que varia de 4 a 7 mM (90 - 100 mg/dL) em indivíduos 

normais (SUH et al., 2007; HUANG & CZECH, 2007), resultante do balanço entre a absorção 

intestinal, produção hepática e captação e metabolismo da glicose pelos tecidos periféricos. (SALTIEL 

& KAHN, 2001).  

 A insulina e o glucagon, dois hormônios produzidos e liberados pelo pâncreas endócrino, têm 

ação fundamental na homeostasia glicêmica perante os diferentes estados nutricionais do dia-a-dia 

(alimentado e jejum). Durante o jejum, a concentração de glicose no sangue tende a diminuir 

(hipoglicemia). Neste momento, ocorre a secreção de glucagon pelas células alfa pancreáticas que, 

atuando no fígado, estimula principalmente a quebra do glicogênio em glicose (glicogenólise) e a 

formação da nova glicose (gliconeogênese). A glicose é então liberada para a circulação, normalizando 

a glicemia (GUYTON & HALL, 2007). 

 Quando há um aumento da glicemia no sangue (hiperglicemia) como, por exemplo, após uma 

refeição, a insulina é liberada pelas células beta pancreáticas aumentando a captação de glicose que 

será metabolizada ou armazenada sob a forma de glicogênio nas células musculares, adiposas e 

hepáticas (SALTIEL & KAHN, 2001). Este processo denominado glicogênese ocorre, principalmente, 

nas células hepáticas e musculares, capazes de armazenar 5 – 8% e 1 – 3%, respectivamente, seu peso 

em glicogênio (GUYTON & HALL, 2007). A insulina tem ainda a ação de inibir a produção hepática 
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de glicose (glicogenólise e gliconeogênese) atuando assim como o regulador primário da concentração 

de glicose sanguínea (SALTIEL & KAHN, 2001; HUANG & CZECH, 2007).  

 As membranas celulares não são naturalmente permeáveis à glicose. Para que a glicose entre na 

célula há a necessidade de transportadores, que facilitam a passagem desta macromolécula. Estes 

transportadores são formados por uma família de proteínas carreadoras específicas de glicose, e 

denominadas de GLUTs, composta de 13 membros (GLUT-1 a 12 e o transportador mio-inositol 

HMIT1) (SILVERMAN, 1991; KAHN, 1994; MUECKLER, 1994; BRYANT et al., 2002).  

 A expressão dos GLUTs na membrana celular ocorre de maneira dependente ou não da ação da 

insulina. Atualmente, os compostos que melhor identificam esta família são os transportadores de 

glicose classe I (GLUT 1 a 4) (KHAN & PESSIN, 2002). Em adipócitos e miócitos encontramos uma 

captação basal independente de insulina, mediada pelo GLUT-1 e captação dependente da insulina, 

mediada pelo GLUT-4 (JAMES et al., 1989; SMITH et al., 1991; LAWRENCE et al., 1992; STUART 

et al., 2000; DUCLUZEAU et al., 2002; STUART et al., 2006). 

A insulina aumenta a captação de glicose nas células adiposas e musculares estimulando, 

principalmente, a translocação de GLUT-4 de vesículas intracelulares para a superfície da membrana 

(SALTIEL & KAHN, 2001). Este processo complexo se inicia com a ligação da insulina a seu receptor 

especifico de membrana.  

 O receptor de insulina é uma proteína transmembrana heterotetramétrica que possui duas 

subunidades: a subunidade alfa localiza-se na porção extracelular da membrana plasmática e apresenta 

o sítio de ligação à insulina; a subunidade beta atravessa a membrana plasmática e possui uma 

atividade tirosina quinase intrínseca na porção intracelular (SALTIEL & KAHN, 2001; KHAN & 

PESSIN, 2002; MEYETS, 2004).  
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 Quando a insulina se liga à subunidade alfa, ocorre auto-fosforilação e conseqüente ativação da 

porção intracelular da subunidade beta que recruta e fosforila uma família de substratos do receptor de 

insulina (IRS1-4) localizado no citosol (CHEATHAM & KAHN, 1995; DUCLUZEAL et al., 2002; 

KHAN & PESSIN, 2002; MEYETS, 2004; LAVIOLA et al., 2006; HUANG & CZECH, 2007). A 

ativação dos IRSs promove o recrutamento e consequente ativação de proteínas que contenham o 

domínio SH2 (SHC homology domain 2) os quais reconhecem o resíduo tirosina fosforilado desses 

substratos (SALTIEL & KAHN, 2001; KHAN & PESSIN, 2002; LAVIOLA et al., 2006). Uma dessas 

proteínas é a fosfatidil inositol 3 quinase (PI3-K) que é ativada em sua subunidade regulatória p85 

(DUCLUZEAL et al., 2002; KHAN & PESSIN, 2002; LAVIOLA et al., 2006). Esta proteína catalisa a 

fosforilação de fosfolipídios de inositol da membrana plasmática, como o fosfatidil inositol 4,5 

bifosfato (PI-4,5 P2), que é fosforilado a fosfatidil inositol 3,4,5 trifosfato (PI-3,4,5 P3) (CHEATHAM 

& KAHN, 1995; CZECH & CORVERA, 1999; SALTIEL & KAHN, 2001; DUCLUZEAL et al., 

2002; KHAN & PESSIN, 2002; BRYANT et al., 2002; LAVIOLA et al., 2006; HUANG & CZECH, 

2007).

 A concentração aumentada de PI-3,4,5 P3 na membrana plasmática recruta e ativa a proteína 

quinase dependente de fosfoinositídio (PDK1), uma serina/treonina quinase (PETERSON, 1999; 

KHAN & PESSIN, 2002) que ativa outras proteínas com atividade serina/treonina quinase: AKT/PKB 

e PKCג atípica (ALESSI et al., 1997; CZECH & CORVERA, 1999; SALTIEL & KAHN, 2001; 

DUCLUZEAL et al., 2002; BRYANT et al., 2002; HUANG & CZECH, 2007). As proteína AKT/PKB 

e PKCג atípica estimulam, através de mecanismos não totalmente conhecidos, a migração reversível de 

um “pool” intracelular das proteínas carreadoras GLUT-4 para a membrana celular (CZECH & 

CORVERA, 1999; SALTIEL & KAHN, 2001; KHAN & PESSIN, 2002; BRYANT et al., 2002; 
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HOLLAND et al., 2007). A insulina estimula também um aumento da atividade intrínseca (Vmax) da 

proteína carreadora, GLUT-4 (BALY & HORUK, 1988; BELL et al., 1990). 

Esta via da PI3-K é essencial para o transporte de glicose estimulado pela insulina, mas há outro 

caminho que também pode exercer forte influência na captação de glicose estimulada pela insulina e 

independe da PI3-K, via c-Cbl associado a CAP (Cbl associated protein) descrito abaixo. 

 O receptor de insulina, uma vez fosforilado, ativa a proteína c-Cbl via associação ao CAP 

dentro dos bolsões de lipídios ricos em caveolinas (RIBON et al., 1998; SALTIEL & KAHN, 2001; 

KHAN & PESSIN, 2002). Este caminho tem interesse particular, pois a proteína CAP é restrita ao 

tecido adiposo (RIBON et al., 1998; SALTIEL & KAHN, 2001; KHAN & PESSIN, 2002). A proteína 

cCbl ativada, recruta e ativa a proteína C3G (guanine-nucleotide-exchange factor) através do domínio 

SH2 da proteína adaptadora CrKII. O complexo CAP/Cbl/CrKII/C3G estimulado, promove a 

conversão do GDP, ligado a proteína TC10, em sua forma ativa GTP e esta proteína ativada pode estar 

relacionada com o transporte de GLUT-4 para a membrana plasmática (CZECH & CORVERA, 1999; 

SALTIEL & KAHN, 2001; DUCLUZEAL et al., 2002; KHAN & PESSIN, 2002; BRYANT et al., 

2002; HUANG & CZECH, 2007).  

 A insulina promove, ainda, através de seu receptor de membrana e do substrato de receptor, a 

ativação da proteína kinase ativadora de mitógeno (MAP), que através de uma cascata de reações ativa 

a expressão gênica para a proteína GLUT-4 (SALTIEL & KAHN, 2001). 

 Outra proteína que vem sendo estudada nas últimas décadas e pode estar relacionada com o 

aumento da entrada de glicose na célula é a proteína quinase ativada por monofosfato de adenosina 

(AMPK). A via da AMPK se assemelha à via da insulina ao estimular a translocação do GLUT-4 para 

a membrana plasmática (HARDIE, 2003; TOWLER & HARDIE, 2007). A diferença entre estes dois 

mecanismos está no caminho percorrido pela glicose. Enquanto a insulina estimula a formação de 
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glicogênio a partir da glicose (reação anabólica), a AMPK estimula a glicólise e a oxidação desta 

glicose (reação catabólica) (HARDIE, 2003; TOWLER & HARDIE, 2007).  

Esta enzima está principalmente envolvida na manutenção da homeostase energética da célula, 

sendo ativada quando há um incremento na proporção AMP:ATP, em decorrência principalmente do 

aumento no consumo de ATP (HARDIE, 2003; HARDIE & SAKAMOTO, 2006; TOWLER & 

HARDIE, 2007). Assim, este processo catabólico, ativado pela AMPK, promove a formação de novas 

moléculas de ATP restabelecendo a razão AMP:ATP e preparando o músculo para o exercício 

subseqüente (HARDIE, 2003).  

Em determinadas condições patológicas, como o diabetes mellitus tipo II, doses fisiológicas do 

hormônio insulina são ineficientes em promover a queda da glicemia (McGARRY, 2002; BRYANT et 

al., 2002; HOLLAND et al., 2007). Esta condição denominada resistência à insulina é definida como 

uma deficiência na ação da insulina em evitar a liberação de glicose pelo fígado bem como de 

promover a entrada de glicose em tecidos periféricos (McGARRY, 2002; BRYANT et al., 2002). 

 Um dos mais relevantes fatores de risco para o desenvolvimento da diabetes tipo II é a 

obesidade (McGARRY, 2002), sendo que cerca de 80% dos diabéticos são obesos (SMYTH & 

HERON, 2006). Indivíduos com resistência à insulina frequentemente apresentam sinais de 

metabolismo anormal de lipídio como o aumento da concentração de ácido graxo livre circulante e 

excesso de lipídio intramiocelular (HOLLAND et al., 2007). KIM et al. (2000), demonstraram que 

ratos alimentados durante 3 semanas com dieta rica em lipídio apresentaram resistência à insulina em 

tecido muscular. Relataram também diminuição da atividade glicogênio sintase, enzima que promove a 

glicogênese, e acúmulo de glicose-6-fosfato no líquido intracelular o que consequentemente leva a 

diminuição da entrada de glicose. Estudos demonstraram que a diminuição na captação de glicose em 
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ratos alimentados com dieta rica em lipídio também foi verificada em tecido adiposo e estava 

relacionada a uma queda na quantidade de GLUT-4 (KAHN, 1994).  

 Outros estudos sugerem que os metabólitos de lipídio, uma vez dentro da célula, ativam uma 

cascata de reação que promove a fosforilação dos IRSs nos aminoácidos serina/treonina, o que impede 

a fosforilação e conseqüente ativação deste substrato em tirosina (DOBBINS et al., 2001 ; PETERSEN 

& SHULMAN, 2006 ; HUANG & CZECH, 2007). 

 Por outro lado, já está bem descrito na literatura que o exercício físico aeróbio estimula uma 

maior captação de glicose pelo organismo e que esta captação aumentada está predominantemente 

relacionada ao músculo esquelético (KIM et al, 2000 e FUEGER et al, 2004).  

 Já foi constado que o treinamento físico aumenta a sensibilidade à insulina através da produção 

de novas moléculas de GLUT-4, maior translocação desta proteína para a membrana plasmática (KIM 

et al, 2000) e maior atividade da enzima hexoquinase, que promove a formação de glicose-6-fosfato a 

partir da glicose que entrou na célula (KIM et al, 2000; FUEGER et al, 2004).  

 Contudo, não só as células musculares são alteradas em relação ao metabolismo da glicose após 

o treinamento físico, o tecido adiposo branco também tem uma parcela de participação no aumento da 

captação de glicose estimulada pela insulina. O efeito gerado pelo exercício físico no tecido adiposo 

está relacionado com aumento na expressão total da proteína GLUT-4, assim como na transcrição do 

gene GLUT-4 mRNA. (STALLKNECHT et al., 1993; HIRSHMAN et al., 1993). A atividade 

intrínseca do transportador de glicose não sofre modificação após sessão de treinamento, comprovando 

que a maior captação de glicose foi em virtude do aumento no número de GLUT-4 realizando a 

captação de glicose na membrana celular (HIRSHMAN et al., 1993). 

 Esta glicose captada em maior número pelo adipócito pode estar sendo utilizada como 

precursora de triglicérides para reposição deste lipídio que foi oxidado durante o exercício físico 
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(VINTEN & GALBO, 1983; HIRSHMAN et al., 1993), assim como, precursora de lactato, que é 

liberado na corrente sanguínea e utilizado nas células hepáticas como fonte para a gliconeogenese, 

através do ciclo de Cori (DIGIROLAMO et al., 1992; QVISTH et al., 2008). A produção de lactato a 

partir da glicose e sua liberação foram reconhecidas como uma nova função do tecido adiposo 

(DIGIROLAMO et al., 1992; FAINTRENIE & GÉLOËN, 1996b) e hoje está bem estabelecido que o 

tecido adiposo é uma fonte importante de liberação de lactato (QVISTH et al., 2008). Foi demonstrado 

que dentro do adipócito, o lactato é um produto metabólico importante da glicose, contanto com 5-10% 

do metabolismo de glicose em adipócitos pequenos, mas entre 45-50% deste metabolismo em grandes 

adipócitos (FAINTRENIE & GÉLOËN, 1996b).  

 Durante os últimos 50 anos, o tecido adiposo foi principalmente conhecido como um 

reservatório passivo de energia que fornecia ácidos graxos livres (AGL) como fonte de energia quando 

outros tecidos necessitavam (TOMAS et al., 2004; BERGGREN et al., 2005). Já no final do século 

passado esta perspectiva começou a mudar com a suspeita do tecido adiposo como um órgão endócrino 

(TOMAS et al., 2004; CHUDEK & WIECEK, 2006). Esta informação se solidificou na década de 80 

com a descoberta da leptina, o hormônio da saciedade, secretado pelo tecido adiposo, que nos permitiu 

modificar a maneira como olhamos o tecido adiposo em relação ao metabolismo de nutriente. Além da 

leptina, outra citocinas com funções autócrinas, parácrinas e endócrinas incluindo fator de necrose 

tumoral-α, interleucina-6, resistina, vifastina, proteína estimulatória de acilação e adiponectina foram 

identificadas como sendo secretadas pelo tecido adiposo. Estas substâncias são coletivamente 

denominadas como adipocitocinas e regulam a homeostasia energética, juntamente com o organismo, 

atuando diretamente na captação e liberação de energia (MINER, 2004; BERGGREN et al., 2005; 

LAVIOLA, 2006; GRAY & VIDAL-PUIG, 2007). 
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 Hoje sabemos que o tecido adiposo libera mais de 20 substâncias na circulação o que o tornou o 

órgão endócrino que libera maior quantidade de substâncias, pelo menos até o presente momento 

(TOMAS et al., 2004). 

 O controle da função do tecido adiposo é realizado principalmente por catecolaminas e envolve, 

pelo menos, 5 diferentes tipos de adrenoceptores; 3 adrenoceptores β (β1, β2 e β3) e 2 adrenoceptor α (α

1 e α2 ) (ARNER, 1992; LAFONTAN & BERLAN, 1993; LAFONTAN & BERLAN, 1995; STICH et 

al., 2000; LANGIN, 2006). 

 Quando estimulado, os adrenoceptores β, que estão intimamente ligados a adenililciclase 

através da proteína G estimulatória (Gs), promovem aumento da produção intracelular de monofosfato 

cíclico de adenosina (AMPc) e ativação da proteína quinase dependente do monofosfato cíclico de 

adenosina (PKA). Por fim, a PKA, em sua forma ativa, promove a fosforilação e conseqüente 

estimulação da enzima lipase-hormônio-sensível (HSL) (STRALFORS & BELFRAGE, 1983; 

LANGIN et al., 1996; LANGIN, 2006) e das perilipinas, iniciando o processo de hidrólise dos 

triacilgliceróis em AGL e glicerol (SZTALRYD & KRAEMER, 1994; ENEVOLDSEN et al., 2001; 

LANGIN, 2006). 

 As catecolaminas também podem exercer um efeito antilipolítico no adipócito através da 

estimulação do adrenoceptor α2. Ativação deste receptor, que está acoplado a proteína G inibitória (Gi), 

leva a uma diminuição do nível de AMPc intracelular, interrompendo a  cascata de reações que 

culminaria na fosforilação da enzima HSL e conseqüente hidrólise de triacilglicerol (TG) (LANGIN, 

2006). 

A regulação da lipólise em tecido adiposo branco possui um ajuste fino e bem controlado pois 

os adrenoceptores que ativam a adenilil ciclase (β-adrenocpetores) coexistem na mesma célula adiposa 
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dos adrenoceptores que inibem a adenilil ciclase (α2-adrenocpetore) e ambos receptores são estimulados 

por catecolaminas (LAFONTAN & BERLAN, 1995). 

 Além dos adrenoceptores, a enzima AMPK também pode estar envolvida na regulação da 

lipólise. Em situações de estresse, como no exercício físico, esta proteína é ativada e fosforila o HSL 

em seu aminoácido ser-565 (WATT et al., 2004; DAVAL et al. 2006; TOWLER & HARDIE, 2007), 

impedindo a ação da PKA que fosforila este hormônio em sua unidade ser-563 (WATT et al., 2004; 

DAVAL et al., 2006). É importante lembrar que o exercício físico também estimula o sistema nervoso 

simpático que através dos receptores β adrenérgicos aumenta a concentração intracelular de AMPc e 

este segundo mensageiro está relacionado com a ativação da AMPK (DAVAL, et al., 2006). 

 Como a resposta do adipócito ao estimulo β adrenérgico é a lipólise e a AMPK inibe este 

processo, esta proteína quinase pode estar atuando como um mecanismo de feedback, limitando a 

quebra excessiva de triacilglicerol. Quando há lipólise em excesso, o ácido graxo intracelular pode ser 

reconvertido em triacilglicerol, sendo este um processo anabólico que consome energia (DAVAL et al., 

2006).  .

O estilo de vida ocidentalizado, com dietas ricas em gordura e sedentarismo, tem acarretado 

muitas desordens metabólicas na saúde do homem moderno (KIM, 2000; STULNIG & WALDHAUSL 

2004; SUKHIJI et al., 2006). Doenças como a Síndrome Metabólica, hipertensão e diabetes tipo II 

estão entre as mais acometidas (ENEVOLDSEN et al., 2000; MAX LAFONTAN 2005; YAMADA & 

KATAGIRI 2007; TCHERNOF 2007). Neste contexto, muitos estudos vêm relacionando a eficiência 

da prática de exercício físico no combate e prevenção destas doenças. ENEVOLDSEN et al., (2000), 

KIM et al., (2000) FUERGER, et al., (2004) e ROPELLE et al., (2006) descreveram diferentes 

protocolos de atividade física, em ratos, com o objetivo principal de analisar a sensibilidade dos tecidos 

periféricos à insulina. FUERGER et al., (2004) descreveram a eficiência da corrida em intensidade 
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moderada, durante 30 minutos; ENEVOLDSEN et al., (2000) preferiram o treino de natação com 

duração crescente chegando ao máximo de 6 h em 10 semanas; KIM et al., (2000) optou pelo treino de 

natação de 3 h por dia durante 3 semanas; ROPELLE et al., (2006) utilizaram o treino de natação em 

um único dia com 2 sessões de 3 h e intervalo de 45 minutos entre cada sessão. Em todos os protocolos 

relatados houve melhora na captação periférica de glicose. Segundo o modelo de natação do 

Laboratório de Estudo do Estresse (LABEEST), ratos foram submetidos às sessões diárias de natação, 

durante 50 minutos em tanque de vidro (39 cm x 19,5 cm x 24 cm; comprimento x largura x altura) 

com água à temperatura de 34 ± 2oC, 5 dias por semana, durante 4 semanas, realizado sempre no 

período entre 8 e 10 horas. (DIAS, 2002; MOREIRA, 2005).  



11

2. OBJETIVOS 

Os objetivos deste trabalho foram: 

a) Avaliar a sensibilidade à insulina em ratos submetidos ao protocolo de natação proposto pelo 

LABEEST. A sensibilidade à insulina foi estudada através da realização da técnica de clamp

euglicêmico-hiperinsulinêmico. Uma vez estabelecido que houve aumento na sensibilidade ä insulina 

neste protocolo de natação, nossos próximos objetivos foram: 

b) Avaliar a captação de glicose pelo adipócito epididimal através da análise biomolecular da 

expressão total das proteínas GLUT-4 e AMPK, nos grupos natação e controle. 

c) Avaliar a produção de lactato e glicerol, basal e estimulada, em adipócitos isolados do 

panículo adiposo epididimal. 
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3. MÉTODOS 

3.1 Animais 

 Foram utilizados ratos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus, var. Albina, Rodentia, Mamalia, 

S.P.F.), com idade de 4 semanas, fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Estadual de 

Campinas (UNICAMP) e mantidos no biotério do Departamento de Fisiologia e Biofísica do Instituto 

de Biologia da UNICAMP por duas semanas antes do início do tratamento.  

Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas, 4 animais cada, sendo fornecido 500 g de 

dieta padrão a cada 2 dias. A sala era dotada de controle de temperatura, mantida constante (22 ± 2 ºC) 

e com ciclo claro-escuro de 12/12 horas, com o ciclo claro iniciando-se às 6:30 horas. Durante os 

experimentos, os ratos foram tratados de acordo com as normas descritas por OLFERT et al. (1993), 

para uso de animais para pesquisa e educação e os protocolos experimentais foram aprovados pelo 

Comitê de Ética em Experimentação Animal do Instituto de Biologia (Protocolo número: 16991; 

UNICAMP).  

3.2 Protocolo de exercício físico 

Os ratos do grupo natação foram submetidos às sessões diárias de natação, durante 50 minutos 

em tanque de vidro (39 cm x 19,5 cm x 24 cm; comprimento x largura x altura) com água à 

temperatura de 34 ± 2oC, 5 dias por semana, durante 4 semanas, realizado sempre no período entre 8 e 

10 horas. (DIAS, 2002; MOREIRA, 2005). Após a natação os ratos foram secados com toalha e 

aquecidos durante 20 minutos com aquecedor antes de retornarem a suas respectivas gaiolas-moradia. 
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3.3 Controle da evolução ponderal e consumo de ração 

Durante as 4 semanas em que os ratos permaneceram sedentários ou foram submetidos à natação, 

foram avaliados o peso corporal e o consumo de ração. Este controle foi realizado 3 vezes por semana 

(segundas, quartas e sextas-feiras), sempre no período entre 12 e 13 horas. 

3.4 Cateterização dos Vasos Sanguíneos 

Os ratos foram anestesiados com Ketamina (Cloridrato de Cetamina, 50 mg/Kg de peso corporal, i.m.) 

e Rumpum (Cloridrato de Xilazina 0,01 mg/Kg de peso corporal, i.m.), seguindo protocolo de UENO 

et al., 2005. Em seguida, após tricotomia e assepsia local, a artéria carótida direita e a veia jugular 

direita foram cateterizadas com um tubo de polietileno PE10 (siliconizado) conectada a outro tubo de 

polietileno PE50 (preenchida com 0,9 % NaCl m/v) (POPOVIC & POPOVIC, 1960, De ALMEIDA, 

2008). 

3.5 Clamp Euglicêmico-Hiperinsulinêmico 

 O ensaio do clamp euglicêmico-hiperinsulinêmico é utilizado para determinação do 

metabolismo glicêmico dos animais e consiste na manutenção de uma taxa de infusão constante para a 

insulina enquanto que a taxa de infusão de glicose (GIR) deve ser regulada momento a momento. 

Como o princípio básico do ensaio relaciona-se com a manutenção de uma euglicemia verifica-se, ao 

final de 2 horas de experimentação, se houve alteração da captação de glicose pelos tecidos periféricos 

entre os grupos. Entende-se que, em clamp euglicêmico-hiperinsulinêmico, quanto maior a resistência 

dos tecidos do indivíduo à insulina menor será a taxa de infusão de glicose (GIR) (AGOSTO et al., 

1997).  
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 Os ratos tiveram sua veia jugular direita e artéria carótida direita cateterizadas, como descrito 

acima. Após a cateterização, adotamos dois protocolos diferentes para a realização do experimento 

clamp euglicêmico-hiperinsulinêmico. O primeiro protocolo (Protocolo clamp 2007) realizado em 2007 

seguindo a metodologia já padronizada em nosso laboratório (De Almeida, 2008) e consiste na 

realização do clamp 24 horas após o procedimento cirúrgico de cateterização. Neste caso, as cânulas 

foram exteriorizadas na região dorsal do animal e no dia do ensaio foram implantadas extensões de 

cateteres para que o animal (em jejum, 16 horas) tivesse liberdade de movimento dentro de sua gaiola. 

No segundo protocolo (Protocolo clamp 2008) realizado em 2008, após o procedimento cirúrgico as 

cânulas foram expostas na região ventral do animal já que o mesmo permanecia em decúbito dorsal e 

anestesiado durante todo o experimento do clamp euglicêmico-hiperinsulinêmico. Houve um período 

de aproximadamente 1 h entre a cirurgia e o início do experimento para a recuperação do animal. Nos 

dois protocolos foi implantado no cateter venoso um T para a perfusão simultânea das seguintes 

soluções: 

   - uma solução de insulina de cerca de 6 mU/Kg.min diluída em NaCl 0,9% 

adicionado de 1% de BSA, com auxílio de uma bomba de infusão em velocidade constante; 

   - uma solução de glicose (10 %) com auxílio de uma bomba peristáltica. O débito 

de perfusão em função da velocidade da bomba foi verificado antes de cada clamp. 

 A glicemia foi avaliada em 10 µL de plasma através de um analisador de glicose, glicosímetro 

(ACCU CHEK Go, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany). O débito de perfusão de glicose 

foi realizado de tal forma que a glicemia fosse mantida em 6 mM. O tempo de realização do clamp foi 

de 2 horas, sendo a primeira hora para atingir a estabilização das concentrações plasmáticas de insulina 

e de glicose. Durante todo este período o rato foi mantido sob o efeito da anestesia.  
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 Os resultados foram expressos como a quantidade de glicose perfundida para manter a 

euglicemia (GIR: mg/Kg.min) durante primeira e segunda hora de clamp que foi um índice de 

utilização total de glicose pelo organismo inteiro (AGOSTO et al., 1997; BARET et al., 2002). 

3.6 Isolamento de Adipócitos 

Adipócitos foram isolados do tecido adiposo epididimal por uma modificação no procedimento 

original de RODBELL (1964). O tecido adiposo foi pesado (aproximadamente 3 g), picado e digerido 

em três tubos de polietileno (20 mL), contendo cada um 10 mL de tampão Krebs Ringer bicarbonato, 

25 mM HEPES, 6 mM glicose, pH 7,4 (Tampão KRB) com a adição de 1 mg/mL de colagenase (tipo 

2, Clostridium histoliticum) e 3% albumina sérica bovina (BSA, fração V, livre de ácidos graxos; 

KRBA). Os tubos foram agitados em 60 ciclos/min a 37ºC durante 45 minutos. A suspensão celular 

resultante foi filtrada através de uma malha de nylon (200 µM) e lavada três vezes com tampão fresco 

KRBA. Uma alíquota da suspensão celular final foi contada em câmara Mallassez, para ajuste da 

concentração de células em 100.000 células/mL conforme FAINTRENIE & GÉLÖEN, 1998. 

.7 Estudo Farmacológico

Uma vez realizada a contagem dos adipócitos, bem como o ajuste do volume para concentração de 

células em 100.000 células/mL foi iniciada a incubação dos adipócitos isolados do tecido adiposo 

epididimal. As células foram incubadas com o agonista não seletivo de adrenoceptor μ  e μ , a 

noradrenalina e o agonista não seletivo do adrenoceptor β, a isoprenalina, nas concentrações de 10-11 M 

a 10-6 M na ausência ou presença do antagonista seletivo do adrenoceptor α1, prazosin, na concentração 

de 10-6 M (PAUL et al., 1999).  
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Para determinação do valor basal de lipólise (glicerol) ou glicólise (lactato), os adipócitos foram 

incubados, conforme descrito abaixo, na ausência de agonistas ou antagonistas. Foram preparados 

também, eppendorfs contendo suspensão celular e solução tampão que foram imediatamente colocados 

em gelo picado. Os valores de glicerol e lactato obtidos a partir destes ensaios foram utilizados para 

descontar os valores de lipólise e/ou glicólise decorrentes da manipulação destes tubos, que foram 

denominados “gelo”. Finalmente alguns adipócitos foram incubados com o antagonista prazosin na 

concentração descrita acima.  

Os experimentos foram realizados em triplicatas, sendo o volume final dos eppendorfs acertado 

para 1 mL. A incubação foi realizada em banho-maria a 37ºC durante 60 minutos, sob agitação 

constante de 60 ciclos/minuto. A colocação da suspensão celular no eppendorf determinou o início do 

ensaio.   

A reação foi finalizada após esse período colocando as amostras em gelo picado. Após a 

permanência das células no gelo por 40 minutos, os adipócitos foram retirados do meio de incubação 

através da aspiração e o infranadante foi imediatamente congelado e armazenado a –20ºC para 

posterior análise da concentração de glicerol e lactato com kit apropriado. 

3.8 Determinação do Lactato no Meio de Incubação  

Para a determinação da concentração de lactato presente no meio de incubação dos adipócitos, 

foi utilizado kit enzimático (Trinity, adaptado por CREGE, 2007).  

A reação é a que segue: o ácido lático, presente nas amostras ou padrão é convertido em 

piruvato e peróxido de hidrogênio (H2O2) pela lactato oxidase. Na presença do H2O2 formado, a 

peroxidase catalisa a oxidação de um precursor cromogênico que produz a coloração, cuja intensidade 

é lida no espectrofotômetro. 
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Da mesma maneira que o experimento para determinar a quantidade de glicerol liberada pelos 

adipócitos, que será descrita abaixo, inicialmente foi preparada uma curva com concentrações 

conhecidas de lactato. São preparados sete eppendorfs contendo diferentes quantidades da solução 

padrão que acompanha o kit, e de KRBA (444μ g/μ L; 341 μ g/μ L; 296 μ g/μ L; 222 μ g/μ L; 148 

μ g/μ L; 74 μ g/μ L e 37 μ g/μ L. Também é considerado um ponto zero para a curva, que contém 

apenas KRBA. 

Para análise da quantidade de lactato liberada pelos adipócitos utilizamos uma placa de Elisa, e 

nos wells pipetamos alíquotas de 10 μ L para cada concentração da curva descrita acima (triplicata de 

cada concentração), 10 μ L de água mili Q em três wells, que foi utilizada para zerar o leitor de Elisa, e 

10 μ L da amostra de cada eppendorf do ensaio funcional. Em seguida, foram adicionados 90 μ L do 

reativo de trabalho do kit em todos os wells, menos nos que continham apenas água. 

A placa foi incubada por 10 minutos em banho-maria a 37ºC, e para prevenir a degradação do 

lactato pela ação luminosa, a placa foi envolvida em papel alumínio. Após a incubação, foi realizada a 

leitura da concentração de lactato através de um leitor de Elisa em comprimento de onda de 540 nm. 

3.9 Determinação do Glicerol no Meio de Incubação  

O índice de lipólise foi avaliado pela quantidade de glicerol produzida no meio de incubação. 

Este glicerol, presente no meio de incubação foi quantificado por meio de reações catalisadas pelas 

enzimas glicerol quinase, glicerol fosfato oxidase e peroxidase (kit de triglicerídeos da Laborlab, SP, 

Brasil, adaptado CREGE, 2007). 

A fosforilação do glicerol em glicerol-1-fosfato é catalisada pela enzima glicerol quinase. O 

glicerol-1-fosfato é então oxidado pela glicerol fosfato oxidase em fosfato de diidroxiacetona e 

peróxido de hidrogênio. A coloração é então produzida pela reação catalisada pela peroxidase.   
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Antes de iniciar o experimento foram feitas curvas com concentração conhecida de glicerol. 

Foram preparados cinco eppendorfs contendo a solução padrão de glicerol e tampão KRBA e um 

eppendorf contendo apenas tampão KRBA, que chamamos de “zero”. As concentrações conhecidas 

foram 5 μ g/200 mL (5 mL da solução padrão + 195  mL de KRBA), 10 μ g/200 mL (10 mL da solução 

padrão + 190 mL de KRBA), 20 μ g/200 mL (20 mL da solução padrão + 180  mL de KRBA) 25 

μ g/200 mL (25 mL da solução padrão + 175 mL de KRBA) e 50 μ g/200 mL (50 mL da solução 

padrão + 150 mL de KRBA), que compreendia o valor da liberação de glicerol em adipócitos.  

Para análise da quantidade de glicerol liberada foi utilizada uma placa de Elisa, e nos wells

foram pipetadas alíquotas de 10 μ L para cada concentração da curva descrita acima (triplicata de cada 

concentração), 10 μ L de água mili Q em três wells, que foi utilizada para zerar o leitor de Elisa, e 10 

μ L da amostra de cada eppendorf do ensaio funcional. Em seguida, foi adicionado 50 μ L do reativo de 

trabalho do kit em todos os wells, menos nos que continham apenas água. 

A placa foi incubada por 30 minutos em banho-maria a 37ºC. Transcorrido este tempo a reação 

foi parada adicionando-se 50 mL de água mili Q gelada em todos os wells e, imediatamente após a 

adição da água, foi realizada a leitura da concentração de glicerol através de um leitor de Elisa em 

comprimento de onda de 540 nm.  

A concentração de glicerol no meio de incubação foi expressa em μ mol de glicerol em 106

células/60 minutos (FAINTRENIE & GÉLÖEN, 1996). 

3.10 Identificação e quantificação protéica por “Western Bloot” 

A expressão total das proteínas GLUT-4 e AMPK foram avaliadas pela técnica de “Western 

blot”. Os adipócitos foram homogeneizadas por sonicação com 6 pulsos de 5 sec com 5 sec de intervalo 

entre os pulsos (VirSoni 60). Os extratos foram centrifugados a 15.000 g a 4 °C por 45 min para 
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remoção do material insolúvel. As amostras foram tratadas com tampão Laemmli contendo DDT 10 

mM, aquecidas em água fervente por 5 min. Alíquotas com concentrações protéicas semelhantes foram 

aplicadas no SDS-PAGE (10% Tris acrilamida) em aparelho minigel (Miniprotean) em paralelo com 

marcadores de pesos moleculares conhecidos. Depois da corrida, as proteínas foram transferidas para 

membrana de nitrocelulose. Esta foi incubada por 2 h em solução bloqueadora para diminuir a ligação 

inespecífica das proteínas. A seguir as membranas foram incubadas com anticorpo policlonal anti-

GLUT 4 e anti-AMPK na diluição 2 mg/ml (Santa Cruz Biotechnology), por 4 hs. Após, as membranas 

foram incubadas com anticorpo secundário conjugado com HRP (Sigma) por 2 h. Após lavagem, as 

membranas foram incubadas em solução reveladora Super Signal (Pierce) e colocadas junto a filmes 

radiográficos (Kodak) para auto-radiografia. A intensidade das bandas foi avaliada por densitometria 

pelo programa Scion Image (Scion Corporation). 

3.11 Análise Estatística 

Todos os resultados foram expressos como médias + EPM (Erro Padrão da Média), a partir de 

valores individuais. Os resultados foram analisados através de teste t de Student utilizando para tais 

análises o software Prisma (Graphpad Software Inc., USA).  

As áreas sob as curvas (AUC) obtidas no clamp euglicêmico-hiperinsulinêmico foram 

realizadas pelo método trapezóide através do software Prisma (GraphPad Software Inc., USA) e em 

seguida analisadas utilizando o teste t de Student.  

A diferença foi considerada significativa quando os valores de p foram menores que 5%.  
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4. RESULTADOS 

  

O protocolo de natação proposto levou, ao longo de 4 semanas, a um menor ganho de peso (g) 

dos ratos. Enquanto que no início dos ensaios os ratos dos diferentes grupos (Controle e Natação) 

apresentavam um peso semelhante, ao final de 4 semanas os ratos que nadaram apresentaram peso 

significativamente menor que aquele do grupo controle (Tabela 1). Quantificamos também a ingestão 

alimentar e observamos que o consumo médio de ração dos ratos submetidos a 4 semanas de natação 

foi significativamente menor, quando comparado ao consumo dos ratos do grupo controle (Tabela 1). 

Tabela 1 – Média do consumo de ração e pesos inicial e final de ratos controle e submetidos a natação. 

Ratos Wistar com seis semanas de idade foram distribuídos em dois grupos: controle (C: n=14) e 

natação (N: n=14). Ao longo de 4 semanas foi avaliado o consumo de ração diário. Os ratos do grupo 

natação foram submetidos a 50 minutos de sessões de natação, 5 vezes por semana durante 4 semanas. 

O peso corporal dos ratos foi medido sempre no mesmo horário no primeiro dia e ao final de 4 

semanas.

Controle Natação 

Média de consumo (g/dia) 23,22 ± 0,20 20,82 ± 0,25 * 

Peso inicial (g) 179,2 ± 3,52 173,4 ± 3,83 

Peso final (g) 288,4 ± 4,35 # 264,9 ± 6,45 #* 

Dados apresentados como média ± EPM, teste t de Student 
* P<0,05     N vs C; 
# P<0,05 Peso final vs Peso Inicial. 
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Quando utilizamos o protocolo de clamp euglicêmico-hiperinsulinêmico já implantado em 

nosso laboratório (protocolo 2007), ou seja, animal acordado e ensaio realizado 24h após a 

cateterização, observamos que a taxa de infusão de glicose (GIR; mg/Kg/min) dos ratos do grupo 

natação (N) não diferiu dos ratos do grupo controle (C). Entretanto ao final da realização de todos os 

ensaios com a utilização deste protocolo, observamos diferença significativa nos valores de glicemia 

(mg/dL) sendo significativamente mais elevada tanto na segunda hora como ao longo das duas horas do 

ensaio de clamp dos ratos do grupo natação quando comparados aos ratos do grupo controle. Estes 

resultados indicaram que, durante este ensaio experimental, não foi mantida uma euglicemia nos ratos 

submetido ao protocolo de natação (Tabela 2, Figura 1), sugerindo, portanto que novos ensaios 

deveriam ser realizados. 
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Tabela 2 – Valores glicêmicos (mg/dL), valores de taxa de infusão de glicose (GIR; mg/Kg/min) e área 

sob a curva (AUC, mg/dL) obtidos a partir do ensaio de clamp euglicêmico-hiperinsulinêmico 

(protocolo 2007) em ratos controle (C: n=3) ou submetidos a quatro semanas de natação (N: n=3). Os 

ratos foram submetidos a 50 minutos de sessões de natação, 5 vezes por semana durante 4 semanas. Os 

resultados apresentados nesta tabela são decorrentes de ensaios realizados conforme o protocolo 2007 

ou seja: 24 horas após a realização da cirurgia de cateterização e com os ratos em jejum por 16 horas 

foram coletadas amostras sanguíneas e o ensaio de clamp foi realizado. As coletas sanguíneas foram 

realizadas a cada 10 minutos durante 2 horas de ensaio. O tempo zero representa o início deste prazo, 

determinado após a estabilização da glicemia em valores próximos ao de jejum, verificada após três 

repetições seguidas na análise. Dados apresentados como média ± EPM.  * P<0,05 N vs C; teste t de 

Student .  

1a hora 2a hora Área sob Curva  
(2 horas) Grupo

Glicemia GIR Glicemia GIR Glicemia GIR 
C 93,8 ± 4,5 11,1 ± 0,7 94,9 ± 1,7  12,9 ± 2,1 11380 ± 269,2  1440 ± 174,0  

N 108,5 ± 3,6 13,4 ± 1,3 102,7 ± 0,9* 13,6 ± 1,4  12680 ± 252,7* 1624 ± 168,1  

Glicemia 1º hora controle x natação p = 0,0639 
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Figura 1 – Valores glicêmicos (A, mg/dL) e taxa de infusão de glicose (B, GIR mg/Kg/min) obtidos a 

partir do ensaio de clamp euglicêmico-hiperinsulinêmico  em ratos controle (n=3) ou submetidos a 

quatro semanas de natação (n=3). Os ratos foram submetidos a 50 minutos de sessões de natação, 5 vzs 

por semana durante 4 sem. Os resultados apresentados nestes gráficos são decorrentes de ensaios 

realizados conforme o protocolo 2007 ou seja, 24 horas após a realização da cirurgia e com os ratos em 

jejum por 16 horas, foram coletadas amostras sanguíneas. As coletas sanguíneas foram realizadas a 

cada 10 minutos durante 2 horas de ensaio. O tempo zero representa o início deste prazo, determinado 

após a estabilização da glicemia em valores próximos ao de jejum, verificada após três repetições 

seguidas na análise da glicemia. Os resultados estão expressos como média + EPM das coletas de 

amostras sanguíneas realizadas a cada 10 minutos.  * P<0,05 N vs C; teste t de Student. 
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Quando utilizamos o Protocolo 2008, a glicemia (mg/dL) manteve-se estável durante as 2 

horas de realização do ensaio experimental, indicando a manutenção da euglicemia nos grupos controle 

e natação. Com este protocolo observamos que a taxa de infusão de glicose (GIR; mg/Kg/min) 

manteve-se aumentada nos ratos submetidos ao protocolo de natação durante todo o ensaio 

experimental de clamp euglicêmico-hiperinsulinêmico quando comparado ao grupo controle (Tabela 3 

e Figura 2 B).  
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Tabela 3 – Valores glicêmicos (mg/dL), valores de taxa de infusão de glicose (GIR; mg/Kg/min) e área 

sob a curva (AUC, mg/dL/120min) obtidos a partir do ensaio de clamp euglicêmico-hiperinsulinêmico 

(protocolo 2008) em ratos controle (C: n=6) ou submetidos a quatro semanas de natação (N: n=6). Os 

ratos foram submetidos a 50 minutos de sessões de natação, 5 vezes por semana durante 4 semanas. Os 

resultados apresentados nesta tabela são decorrentes de ensaios realizados conforme o protocolo 2008, 

ou seja: com os ratos em jejum por 16 horas foi realizada a cirurgia de cateterização e 1 hora após a 

realização da cirurgia foram coletadas amostras sanguíneas. As coletas foram realizadas a cada 10 

minutos durante 2 horas de ensaio. O tempo zero representa o início deste prazo, determinado após a 

estabilização da glicemia em valores próximos ao de jejum, verificada após três repetições seguidas. 

Dados apresentados como média ± EPM.  * P<0,05 N vs C; teste t de Student e AUC.  

1a hora 2a hora Área sob Curva (2 horas) 
Grupo

Glicemia GIR Glicemia GIR Glicemia GIR 
C 90,5 ± 4,5   7,0 ± 0,4 86,0 ± 4,0   8,46 ± 0,5 10610 ± 455,2 509,2 ± 30,5 

N 96,8 ± 2,3  10,0 ± 0,4* 93,3 ± 3,3 11,31 ± 0,4* 11390 ± 312,4 679,1 ± 26,6* 

* P<0,05 N vs C; teste t de Student 
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Figura 2 – Valores glicêmicos (A, mg/dL) e valores de taxa de infusão de glicose (B, GIR mg/Kg/min) 

obtidos a partir do ensaio de clamp euglicêmico-hiperinsulinêmico (protocolo 2008) em ratos controle 

(n=6) ou submetidos a quatro semanas de natação (n=6). Os ratos foram submetidos a sessões de 

natação, 50 minutos, 5 vezes por semana durante 4 semanas. Os resultados apresentados nestes gráficos 

são decorrentes de ensaios realizados conforme o protocolo 2008 ou seja: com os ratos em jejum por 16 

horas foi realizada a cirurgia de cateterização e 1 hora após a realização da cirurgia foram coletadas 

amostras sanguíneas. As coletas foram realizadas a cada 10 minutos durante 2 horas de ensaio. O 

tempo zero representa o início deste prazo, determinado após a estabilização da glicemia em valores 

próximos ao de jejum, verificada após três repetições seguidas. Os resultados estão expressos como 

média + EPM das coletas de amostras sanguíneas realizadas a cada 10 minutos.  * P<0,05 N vs C; teste 

t de Student. 
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Durante a realização do ensaio experimental clamp euglicêmico-hiperinsulinêmico, a taxa de 

infusão de glicose (GIR mg/Kg/min) esteve aumentada nos ratos submetidos a 4 semanas de natação. 

Assim, tornou-se imprescindível a quantificação da expressão total da proteína GLUT4 essencial para a 

captação de glicose, em adipócitos de ratos submetidos ou não ao protocolo de natação. O protocolo de 

quantificação do GLUT4 bem como para a quantificação de AMPK total foi realizado por técnica de 

“Western Blot”. 

  

Figura 3 – Expressão protéica da GLUT 4 total (A) e AMPK total (B) de adipócitos isolados de ratos 

controle (n=4) e submetidos a 4 semanas de natação (n=4). Os resultados estão expressos em média ± 

EPM de experimentos realizados. * P<0,05 N vs C; Teste t de Student.  
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 Conforme já mencionado acima, a taxa de infusão de glicose (GIR mg/Kg/min) aumentada nos 

ratos submetidos a natação, analisada através do ensaio experimental clamp euglicêmico-

hiperinsulinêmico, nos indica que há maior captação de glicose nos tecidos periféricos destes animais. 

A confirmação destes dados no animal in vivo nos propôs a realizar análises mais detalhadas, in vitro, 

não somente através das análises de biologia molecular, quantificando a expressão total das proteínas 

GLUT4 e AMPK de adipócitos isolados de ratos controle e exercitado, mas também ensaios funcionais, 

deste tecido adiposo. Lembrando que a glicose uma vez captada pelo tecido adiposo pode ser fonte para 

produção de triacilgliceróis ou lactato, uma vez que a quantidade de glicogênio armazenada no tecido 

adiposo é insignificante. Para tal análise, realizamos ensaios funcionais quantificando a produção de 

lactato (µmol lactato, 106 cels/60 min) e glicerol (µmol glicerol, 106 cels/60 min) em adipócitos 

epididimais isolado de ratos controle e submetidos ao protocolo de natação.

Nos ensaios de adipócitos isolados podemos observar que a fragilidade celular bem como a 

manipulação das células pode ser avaliada a partir dos dados referentes à produção de lactato na 

condição “gelo”, imediatamente após o procedimento de isolamento destas células. Nesta condição, a 

produção de lactato dos adipócitos de ratos exercitados foi significativamente menor que aquela 

proveniente dos adipócitos isolados de ratos controle (Figura 3 A e C). Isto sugere que os adipócitos 

isolados dos ratos exercitados apresentam menor fragilidade celular, pois houve menor produção de 

lactato (µmol lactato.106 cels/60 min) comparado ao grupo controle (C). 

 Por outro lado, a produção basal de lactato foi maior no grupo submetido ao protocolo de 

natação, comparado ao grupo controle, sugerindo que o aumento da glicose captada pelos adipócitos do 

grupo submetido ao protocolo de natação pode estar sendo convertida a lactato uma vez que este tecido 

não armazena a glicose na forma de glicogênio.  
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 CONTROLE NATAÇÃO 

GELO 0,1683 ± 0,0452 0,1074 ± 0,0334 * 

BASAL 0,1977 ± 0,0640 0,2818 ± 0,0454 * #

Figura 4 – Produção de lactato (µmol lactato.106 cels/60 min) gelo (A e C) e  basal (B e C) pelos 

adipócitos epididimal isolados de ratos controle (C: n = 9) e submetidos ao protocolo de natação (N: n 

= 10). O protocolo de natação constituía de 50 minutos de sessões de natação, 5 vezes por semana 

durante 4 semanas. Para determinação do valor basal, os adipócitos foram incubados, na ausência de 

agonistas ou antagonistas ao longo de 60 min. Foram preparados também, eppendorfs contendo 

suspensão celular e solução tampão que foram imediatamente colocados em gelo picado após o término 

dos processos de digestão e isolamento, que foram denominados “gelo”. Os resultados estão expressos 

em média ± EPM de experimentos realizados em triplicata. * P<0,05 N vs C; # P<0,05 BASAL vs

GELO, teste t de Student.  
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Nos ensaios de adipócitos isolados de ratos controle a concentração de agonista que produziu a 

resposta máxima de lactato (µmol lactato.106 cels/60 min) foi de 10-10 M  tanto para a noradrenalina 

(NOR) como para a isoprenalina (ISO) (figura 5 A), enquanto que nos ensaios de adipócitos isolados 

de ratos submetidos às sessões de natação a concentração do agonista que induziu a resposta máxima 

foi de 10-11 M para a NOR e de 10-10 M para a ISO (figura 5 B). Entretanto, devido ao aumento 

significativo na produção basal de lactato nos adipócitos isolados do grupo natação não houve estímulo 

significativo na produção de lactato em adipócitos isolados com os agonistas utilizados. Podemos 

também observar que a quantidade de lactato basal produzida pelos adipócitos isolados de ratos que 

praticaram natação não é significativamente diferente daquela induzida por agonistas em adipócitos 

isolados de ratos controle, ou seja, já na condição basal os adipócitos isolados dos ratos que nadaram 

apresentaram produção máxima de lactato. 
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 BASAL NOR -10 NOR -11 ISO -10 

CONTROLE 0,1977 ± 0,0640 0,2696 ± 0,0540 *  0,2972 ± 0,1019 * 

NATAÇÃO 0,2818 ± 0,0484 #  0,2776 ± 0,1031 0,29,4 ± 0,0719 

Figura 5 – Produção basal (adipócitos incubados na ausência de agonistas ou antagonistas) e produção 

máxima de lactato (µmol lactato.106 cels/60 min) estimulada por agonistas noradrenalina (NOR) e 

isoprenalina (ISO) em adipócitos epididimal isolados de ratos controle (A e C) e submetidos as sessões 

de natação (B e C). O protocolo de natação constituía de 50 minutos de sessões de natação, 5 vezes por 

semana durante 4 semanas. Os resultados estão expressos em média ± EPM de experimentos realizados 

em triplicata. * P<0,05 vs BASAL; # P<0,05 N vs C, teste t de Student. 
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 A co-incubação de adipócitos epididimais isolados de ratos submetidos ao protocolo de natação 

com agonista noradrenalina (NOR, 10-11 a 10-6 M) e antagonista prazosin (PZS, 10-6 M) induziu maior 

produção de lactato (µmol lactato.106 cels/60 min) quando comparado a incubação dos adipócitos 

apenas na presença do agonista noradrenalina, resultados analisados em AUC. 

    

 NOR  NOR + PZS ISO 

CONTROLE 0,9596 ± 0,2490 0,9596 ± 0,2490 1,0690 ± 0,3175 

NATAÇÃO 1,0670 ± 0,1954  1,2180 ± 0,3055 * 1,1310 ± 0,1817 

Figura 6 – Produção de lactato, em área sob a curva (AUC, µmol lactato.106 céls/60 min), estimulada

por agonistas noradrenalina (NOR, 10-11 a 10-6 M) e isoprenalina (ISO, 10-11 a 10-6 M) na presença ou 

ausência do antagonista prazosin (PZS, 10-6 M) em adipócitos isolados de ratos controle () e 

submetidos às sessões de natação ( ░ ). Os ratos foram submetidos a 50 minutos de sessões de natação, 

5 vezes por semana durante 4 semanas. Os resultados estão expressos em média ± EPM de 

experimentos realizados em triplicata. * P<0,05, natação = NOR vs NOR + PZS, teste t de Student.  
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Nestes mesmos ensaios de adipócitos também quantificamos a lipólise, através da quantificação 

de glicerol. Observamos que, diferente da quantificação de lactato na situação “gelo”, o glicerol 

quantificado no infranadante dos adipócitos isolados de ratos submetidos ao protocolo de natação foi 

significativamente mais elevada (Figura 7 A e C). Estes resultados dos ensaios “gelo” colocam em 

dúvida a utilização destes valores apenas para quantificar a fragilidade celular. 

 Em relação à produção basal de glicerol também os resultados foram distintos em relação 

aqueles do lactato, ou seja, enquanto, há uma produção de lactato basal significativamente mais elevada 

dos adipócitos isolados dos ratos submetidos ao protocolo de natação, a produção basal de glicerol não 

é estatisticamente diferente entre adipócitos isolados dos ratos controle e natação. 
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 CONTROLE NATAÇÃO 

GELO 0,0544 ± 0,0219 0,0787 ± 0,0109 * 

BASAL 0,0716 ± 0,0207  0,0696 ± 0,0106  

Figura 7 – Produção de glicerol (µmol glicerol 106 cels/60 min) gelo (A e C) e  basal (B e C) pelos 

adipócitos epididimal isolados de ratos controle (C: n = 9) e submetidos ao protocolo de natação (N: n 

= 10). O protocolo de natação constituía de 50 minutos de sessões de natação, 5 vezes por semana 

durante 4 semanas. Para determinação do valor basal os adipócitos foram incubados, na ausência de 

agonistas ou antagonistas ao longo de 60 min. Foram preparado também, eppendorfs contendo 

suspensão celular e solução tampão que foram imediatamente colocados em gelo picado após o término 

dos processos de digestão e isolamento, que foram denominados “gelo”. Os resultados estão expressos 

em média ± EPM em triplicata. * P<0,05 N vs C; teste t de Student.  
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 Nos ensaios de adipócitos isolados de ratos controle e natação a concentração de agonista que 

produziu a resposta máxima de glicerol (µmol glicerol.106 cels/60 min) foi de 10-6 M  tanto para a 

noradrenalina (NOR) como para a isoprenalina (ISO) (figura 8 A, B e C). Entretanto quando os 

resultados são analisados em AUC podemos observar uma produção de glicerol significativamente 

mais elevada para o agonista isoprenalina tanto em adipócitos isolados de ratos controle como daqueles 

submetidos a natação. Nestes ensaios observamos que o antagonista prazosin foi eficaz em inibir a 

produção de glicerol induzida pela noradrenalina em adipócitos isolados de ratos que nadaram (figura 9 

A e B). 
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 BASAL NOR -6 ISO -6 

CONTROLE 0,0544 ± 0,0219 0,2272 ± 0,0368 * 0,2230 ± 0,0287 *

NATAÇÃO 0,0716 ± 0,0207  0,2293 ± 0,0394 * 0,2197 ± 0,0275 *  

Figura 8 – Produção basal (adipócitos incubados na ausência de agonistas ou antagonistas) e produção 

máxima de glicerol (µmol glicerol.106 cels/60 min) estimulada por agonistas noradrenalina (NOR) e 

isoprenalina (ISO) em adipócitos epididimal isolados de ratos controle (A e C) e submetidos às sessões 

de natação (B e C). O protocolo de natação constituía de 50 minutos de sessões de natação, 5 vezes por 

semana durante 4 semanas. Os resultados estão expressos em média ± EPM de experimentos realizados 

em triplicata. * P<0,05 vs BASAL, teste t de Student. 
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 NOR  NOR + PZS ISO 

CONTROLE 0,5723 ± 0,0695 0,5132 ± 0,1023 0,6989 ± 0,0858 * 

NATAÇÃO 0,5399 ± 0,0357 0,4681 ± 0,0331 # 0,7350 ± 0,0658 * 

Figura 9 – Produção de glicerol, em área sob a curva (AUC, µmol glicerol.106 céls/60 min), 

estimulada por agonistas noradrenalina (NOR, 10-11 a 10-6 M) e isoprenalina (ISO, 10-11 a 10-6 M) na 

presença ou ausência do antagonista prazosin (PZS, 10-6 M) em adipócitos isolados de ratos controle 

() e submetidos às sessões de natação ( ░ ). Os ratos foram submetidos a 50 minutos de sessões de 

natação, 5 vezes por semana durante 4 semanas. Os resultados estão expressos em média ± EPM de 

experimentos realizados em triplicata. * P<0,05, NOR vs ISO; # P<0,05, NOR vs NOR+PZS, teste t de 

Student. 
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5. DISCUSSÃO 

O estilo de vida ocidentalizada, com grande oferta de alimento e baixo gasto energético são os 

principais fatores responsáveis pelo aumento da prevalência da Síndrome Metabólica, caracterizada por 

obesidade, Diabetes Mellitus tipo II, hipertensão, doença cardiovascular e dislipidemia (LAFONTAN 

& BERLAN, 2003; PETERSEN & SHULMAN, 2006).  

Uma das características patofisiológicas da Diabetes Mellitus tipo II é a resistência à insulina 

que ocorre principalmente em tecidos periféricos como músculo (ROPELLE et al., 2006; McGEE & 

HARGREAVES, 2006) e adiposo (MICHAEL et al., 1993; STALLKNECHT et al., 1993). Na 

resistência à insulina, há uma maior dificuldade de promover a entrada de glicose na célula, pois o 

principal transportador desta macromolécula, o GLUT-4, depende principalmente do estímulo da 

insulina para ser translocado até a membrana plasmática (ENEVOLDSEN et al., 2000; YOUNGREN, 

2003; PRADA et al., 2006; McGEE & HARGREAVES, 2006; HOLLAND et al., 2007) A prática do 

exercício físico se caracteriza benéfica no tratamento desta desordem metabólica, pois promove um 

aumento na sensibilidade à insulina, principalmente em músculo esquelético, revertendo o quadro de 

resistência à insulina.  

A grande maioria dos estudos, como não poderia deixar de ser, relacionam o exercício físico 

com a melhora na sensibilidade à insulina nas células da musculatura esquelética, esquecendo que o 

tecido adiposo também participa da captação de glicose de forma insulino-dependente. Outro fator 

comum entre os estudos é a preferência em estudar exercícios de média a alta intensidade.  

Neste sentido, o estudo em questão tem a finalidade de verificar a relação entre o exercício 

físico e a captação de glicose mediada por GLUT-4, sendo que, o exercício físico desenvolvido em 

nosso laboratório foi de baixa intensidade e a célula que nos estudamos foi o adipócito. 
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Para iniciar nossos estudos, realizamos primeiramente um controle do peso e ingesta alimentar.   

Peso e Ingesta 

 Estudos recentes vêm investigando o balanço energético de indivíduos ou animais de 

laboratório, com a finalidade de relacionar o peso corporal e a ingesta alimentar na presença ou 

ausência da prática de exercício físico. A prática do exercício físico promove um gasto energético 

acentuado que pode ou não ser acompanhado por aumento na ingesta de nutrientes.

O controle de peso e ingesta realizada em ratos Wistar adultos submetidos ou não ao protocolo 

de natação, indica que durante a prática da natação em intensidade leve (50 minutos, 5 vezes por 

semana durante 4 semanas), houve menor aumento do peso corporal que foi acompanhado por 

diminuição na ingesta (tabela 1). 

  Segundo MEYER et al., 1954 citado em MELZER K, 2005, a aquisição de energia 

compensatória ao gasto está diretamente relacionada com a intensidade do exercício físico.  Ratos 

sedentários possuem um gasto energético diminuído, o qual não é acompanhado pela redução da 

ingesta levando ao aumento de peso, enquanto ratos exercitados em intensidade leve (50 minutos de 

corrida / dia) apresentam um aumento no gasto energético e uma diminuição na ingesta, promovendo 

decréscimo no peso corporal. O autor ainda conclui que o exercício físico realizado em baixa 

intensidade é denominado “não responsivo” no que concerne ao consumo de alimento. 

KRETSCHMER et al., 2005 descreveram que ratos Wistar (170 – 190g) não apresentaram 

diferença na quantidade de ração ingerida, mas apresentaram um menor peso corporal (exercício 

ganhou menos peso) quando submetidos a um protocolo de natação de 6 séries de 2 minutos (total de 

12 minutos) durante 5 semanas, indicando que apenas 12 minutos por dia em um  período de 5 semanas 

foram suficientes para diminuir o ganho no peso corporal e acumulo de gordura.  
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A diminuição na ingesta no grupo submetido ao protocolo de natação apresentada em nosso 

estudo pode estar relacionada com uma maior concentração plasmática de glicose, ácidos graxos livres 

e lactato. Segundo SCHEURINK et al., 1999 durante e após a realização de exercícios de curto período 

em ratos (2 horas de natação) houve uma maior disponibilidade destes nutrientes diminuindo a ingesta. 

Estes resultados indicam que o exercício físico de baixa intensidade promove um aumento na 

disponibilidade de nutrientes para a célula em decorrência de uma maior mobilização dos nutrientes 

para a corrente sanguínea, não sendo necessário aumentar a ingesta (MEYER et al., 1954 citado em 

MELZER K, 2005; SCHEURINK et al., 1999 e KRETSCHMER et al., 2005).  

Os resultados da relação peso x ingesta realizados em ratos, apresentaram o mesmo padrão de 

resposta quando o objeto de estudo foram homens adultos e saudáveis (BLUNDELL & KING, 1988; 

KING, 1994). 

Clamp euglicêmico-hiperinsulinêmico 

 A técnica do clamp euglicêmico-hiperinsulinêmico tem o objetivo principal de verificar a 

captação de glicose dos ratos, analisada através da taxa de infusão de glicose.  

 Nossos resultados iniciais, relacionados ao primeiro protocolo de clamp euglicêmico-

hiperinsulinêmico (Protocolo clamp 2007) mostrou-se não confiável, pois neste procedimento não 

houve a manutenção da euglicemia, condição rigorosamente necessária para a análise precisa dos 

dados. Neste primeiro protocolo a técnica do clamp euglicêmico-hiperinsulinêmico foi realizada com 

os ratos acordados, o que pode interferir no resultado devido a um menor controle sobre o experimento 

(tabela 2).  

 Assim, adotamos um segundo protocolo experimental do clamp euglicêmico-hiperinsulinêmico 

(Protocolo clamp 2008), desta vez o rato permanecia anestesiado durante as duas horas do 
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procedimento.  Os resultados apresentados (tabela 3) nos indicam que os ratos do grupo controle e 

natação apresentaram euglicemia durante todo o protocolo experimental, com a taxa de infusão de 

glicose maior nos ratos do grupo natação comparado ao grupo controle. Esta maior taxa de infusão no 

grupo exercitado comprova que o exercício físico realizado em baixa intensidade (50 minutos de 

natação, 5 dias/semana durante 4 semanas) também pode promover uma melhora na sensibilidade à 

insulina em ratos, parecido com exercícios moderados a intenso.  

 Nossos resultados estão de acordo com estudos encontrados na literatura como, por exemplo, o 

estudo de KIM et al., 2000 que submeteram ratos Sprague-Dawley adultos a um protocolo de natação 

de 3h/dia durante 3 semanas e verificaram maior taxa de infusão de glicose comparado ao grupo 

controle durante o procedimento do clamp euglicêmico-hiperinsulinêmico. ROPELLE et al., 2006 

realizaram um protocolo de natação de duas sessões de 3h cada com intervalo de 45 minutos e 

verificaram que ratos obesos (obesidade induzida por dieta hiperlipidêmica) que apresentavam 

resistência à insulina retornaram a índices semelhantes ao controle após o protocolo de natação.  

ENEVOLDSEN et al., 2000 demonstraram uma maior captação de glicose em ratos submetidos a um 

treinamento de natação que foi gradualmente aumentando até um máximo de 6h/dia (5 dias/semana) 

durante 10 semanas, quando comparado ao controle. 

 Esta maior sensibilidade à insulina após um período crônico de exercício, está diretamente 

relacionada com aumento na expressão da proteína transportadora GLUT-4 analisada principalmente 

na musculatura esquelética (KIM et al., 2000; FUEGER et al., 2004; ROSE & RICHTER, 2005; 

McGEE & HARGREAVES, 2006).  TERADA et al., 2001, realizou dois protocolos de natação: o 

primeiro de alta intensidade (8 – 10 séries de 20s de natação, intervalo de 10s e suportando um peso 

equivalente a 14% do peso corporal durante 8 dias) e outro de baixa intensidade (2 séries de 3h por dia, 
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intervalo de 45 minutos 6h por dia com peso equivalente a 2% do peso corporal) e demonstrou que 

ambos aumentaram a expressão de GLUT-4 no músculo esquelético na mesma proporção.  

Mas as células musculares não respondem sozinhas ao metabolismo de glicose durante a prática 

do exercício físico. Hoje nos sabemos que a proteína GLUT-4 é o principal transportador responsável 

pela captação de glicose em situações de estresse (por exemplo, no exercício físico) também no tecido 

adiposo. 

  

Expressão de GLUT-4 

Como os resultados do procedimento do clamp euglicêmico-hiperinsulinêmico indicam que o 

protocolo de natação desenvolvido em nosso laboratório (50 minutos de natação, 5 dias/semana durante 

4 semanas) promoveu maior captação de glicose no rato in vivo quando comparado ao controle, 

resolvemos quantificar a participação da proteína GLUT-4 no tecido adiposo epididimal..  

 Os resultados corroboram com outros estudos, demonstrando que o tecido adiposo tem uma 

participação importante na captação de glicose estimulada pela insulina, pois a expressão total de 

GLUT-4 foi maior em ratos natação comparado ao grupo controle.  STALLKNECHT et al., 1993, 

através da técnica de Northern blot e Western blot, mostraram uma quantidade maior de GLUT-4 

mRNA em adipócitos epididimais, comparando grupo controle com exercitado (natação, foi 

aumentando gradualmente, chegando a um máximo de 6h/dia durante 8 semanas, 5 dias por semana), 

enquanto HIRSHMAN et al. , 1993, obtiveram resultados similares em tecido adiposo parametrial, 

comparando grupo controle e exercício voluntário durante 6 semanas, mas apenas através da realização 

da técnica de Western blot. 
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  Os resultados de outros estudos e os nossos resultados comprovam que não apenas o tecido 

muscular está envolvido na captação de glicose, mas o tecido adiposo epididimal também contribui 

para o metabolismo de glicose.  

 Este aumento na captação de glicose no adipócito estimula maior expressão de adipocinas, em 

especial do hormônio leptina (FRUHBECK et al., 2001). A leptina, conhecida como o principal 

hormônio anorexigênico, que atua nas células hipotalâmicas diminuindo a fome (YAMADA & 

KATAGIRI, 2007) pode estar envolvida na regulação metabólica, atuando como um sensor dos níveis 

de nutrientes do sangue (FRUHBECK et al., 2001). Este fato fortalece a tese de que o adipócito não é 

apenas uma célula de reserva de energia, mas participa de maneira ativa no controle do metabolismo 

energético.  

Outro dado importante que podemos afirmar, é que o exercício de baixa intensidade promove 

benefícios semelhantes ao exercício de média e alta intensidade quando analisamos a expressão da 

proteína GLUT-4 e a captação de glicose. 

O aumento na expressão de GLUT-4 em tecido muscular, pode estar relacionado com 2 

candidatos principais: fatores neurotróficos e AMPK (TERADA et al., 2001). A ação dos fatores 

neurotróficos está diretamente relacionada com a intensidade do exercício, mas, mesmo em intensidade 

baixa de exercício, há liberação suficiente de fatores neurotróficos para promover maior expressão da 

proteína transportadora de glicose (MEGENEY et al., 1994). 

Expressão de AMPK 

A proteína kinase dependente de AMP é um sensor de energia intracelular, está diretamente 

relacionada com o metabolismo celular e vem sendo muito estudada no processo de captação de glicose 
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relacionada ao exercício físico. Ainda não se sabe ao certo como esta proteína desencadeia seu estímulo 

para maior produção de GLUT-4, mas há evidências de que participe diretamente deste processo.  

Hoje, sabemos que a via da AMPK se assemelha à via da insulina ao estimular a translocação 

do GLUT-4 para a membrana plasmática (HARDIE, 2003; TOWLER & HARDIE, 2007). A diferença 

entre estes dois mecanismos está no caminho percorrido pela glicose. Enquanto a insulina estimula a 

formação de glicogênio a partir da glicose (reação anabólica), a AMPK estimula a glicólise e a 

oxidação desta glicose (reação catabólica) (HARDIE, 2003; TOWLER & HARDIE, 2007).  

Esta enzima está principalmente envolvida na manutenção da homeostase energética da célula, 

sendo ativada quando há um incremento na proporção AMP:ATP, em decorrência principalmente do 

aumento no consumo de ATP (HARDIE, 2003; HARDIE & SAKAMOTO, 2006; TOWLER & 

HARDIE, 2007). Assim, este processo catabólico, ativado pela AMPK, promove a formação de novas 

moléculas de ATP restabelecendo a razão AMP:ATP e preparando o músculo para o exercício 

subseqüente (HARDIE, 2003).  

FROSIG et al., 2004 demonstraram que em tecido muscular de indivíduos que realizaram 3 

semanas de treinamento físico, houve aumento na expressão total da proteína AMPK. Outros estudos 

demonstraram que não houve aumento na expressão total da proteína AMPK em tecido adiposo 

epididimal de ratos após a realização de exercício agudo e crônico (6 semanas de corrida), mas houve 

aumento na atividade desta proteína (KOH et al., 2007). Em nosso protocolo de natação, a expressão 

total desta proteína foi numericamente maior quando comparada aos valores obtidos do grupo 

sedentário sem, portanto ser significativamente diferente. Este resultado sugere que a proteína AMPK 

sofre regulação aguda, sendo que a análise de sua expressão total realizada após 3 dias do período de 

natação, foi suficiente para que a quantidade desta proteína kinase retornasse a níveis semelhantes ao 

basal.   
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Glicose captada como fonte para a glicólise ou lipogênese? 

Com o objetivo de verificar se a glicose captada pelo adipócito epididimal seria fonte para a 

produção de lactato (glicólise) ou de ácidos graxos (lipogênese), investigamos a produção basal e 

estimulada tanto de lactato como de glicerol.  

 A insulina tem vários efeitos que levam ao armazenamento de gordura no tecido adiposo. Este 

hormônio aumenta a utilização de glicose pela maioria dos tecidos do organismo, o que 

automaticamente diminui a utilização da gordura, funcionando assim como um “poupador de gordura”. 

A insulina também promove a síntese de ácidos graxos, principalmente quando são ingeridos mais 

carboidratos do que podem ser usados para a utilização imediata, fornecendo assim o substrato para a 

síntese de gordura. Quase toda a síntese de lipídeos insulino-dependente ocorre no fígado, e os ácidos 

graxos são então transportados do fígado por meio da VLDL para ser estocado nas células adiposas.  

 Neste modelo de natação proposto verificamos que a captação de glicose pelos adipócitos está 

aumentada, efetivamente pelo aumento da sensibilidade periférica à insulina (ensaios de clamp) bem 

como pelo aumento na expressão de GLUT-4. A glicose captada por estas células tem três caminhos a 

percorrer: 

 1- Formação de glicogênio - a quantidade de glicogênio formada é considerada insignificante, 

sendo menos de 2-3% da glicose metabolizada (DIGIROLAMO et al., 1992). 

 2- Formação de lactato - a glicose captada pelo tecido adiposo é metabolizada dando origem ao 

lactato (FAINTRENIE & GÉLOËN, 1995). O lactato produzido é transportado para a corrente 

sangüínea, uma vez que as células adiposas apresentam transportadores de monocarboxilato (MCT´s), 

como ocorre nas células do tecido muscular esquelético (HAJDUCH et al., 2000). 
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 3- Formação de ácidos graxos - a glicose sofre glicólise gerando piruvato, o qual 

subseqüentemente é convertido a acetil-coenzima A (acetil-CoA), o substrato a partir do qual os ácidos 

graxos são sintetizados contribuindo assim para a lipogênese (SALTIEL & KAHN, 2001). 

 Destes substratos energéticos avaliamos a produção tanto de lactato como de glicerol pelos 

adipócitos isolados.  

 Em relação à quantificação de lactato observamos um aumento significativo na produção basal 

de lactato sem, portanto, ter alteração na produção estimulada pelos agonistas utilizados. O tecido 

adiposo foi descrito como um importante sítio para a produção de lactato, principalmente em situação 

de jejum (JANSSON et al., 1994). Durante o período de jejum, o lactato é um importante precursor 

gliconeogênico (DIGIROLAMO et al., 1992), sendo liberado na circulação e chegando até o fígado, 

onde passa por uma série de reações (Ciclo de Cori) até ser convertido em nova glicose (SALTIEL & 

KAHN, 2001). Este ciclo contribui para a manutenção da glicemia. 

 Estudos anteriores em nosso laboratório utilizando a natação associada à temperatura da água 

como fonte de estresse, demonstramos que os ratos após esta atividade apresentavam lactatemia 

associada a um aumento na produção basal de lactato pelos adipócitos. Da mesma forma que neste 

trabalho, HATORE, 2006 observou que não houve diferença na liberação de lactato estimulada por 

noradrenalina ou adrenalina. 

 Analisando a produção de glicerol observada em nossos ensaios podemos sugerir que 

provavelmente a via lipogênica não está alterada. Não observamos nem alteração na produção basal de 

glicerol e tampouco na produção estimulada pelos agonistas utilizados.  

 Em estudos anteriores em nosso laboratório observamos que na maioria dos modelos de estresse 

utilizado, choques nas patas e natação, a produção basal de glicerol foi significativamente mais elevada 

comparada a condições controle e houve também diferença significativa na produção de glicerol 
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induzida pelos agonistas em relação aos adipócitos dos ratos controle (FARIAS-SILVA et al. 1999; 

BARROS, 2003; HATORE, 2006). 

 No modelo de natação proposto nesta presente tese objetivamos o estudo da sensibilidade 

periférica à insulina para utilizar este modelo como terapia alternativa para melhora do quadro de 

doenças metabólicas. Os resultados obtidos nos sugerem fortemente que o modelo proposto leva a um 

aumento na sensibilidade à insulina que provavelmente será muito eficaz como método para reversão 

do quadro de resistência ä insulina. 
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6. CONCLUSÕES 

Neste trabalho nos propusemos a avaliar a sensibilidade à insulina neste modelo de natação 

implantado e estudado no Labeest desde 2002 e podemos concluir que: 

- Os ratos submetidos a este protocolo apresentam um aumento significativo na captação 

periférica de glicose, demonstrado pelo aumento na sensibilidade periférica à insulina medida no ensaio 

de clamp euglicêmico-hiperinsulinêmico; 

- Os adipócitos isolados apresentaram um aumento na captação de glicose devido ao aumento 

significativo na expressão total da proteína GLUT-4; 

- A glicose captada pelo tecido adiposo está sendo direcionada principalmente para a produção 

de lactato, contribuindo assim para a manutenção da glicemia destes ratos uma vez que a sensibilidade 

à insulina está significativamente elevada. 

Ao final deste trabalho podemos sugerir que este modelo de natação pode ser usado como 

método para aumentar a sensibilidade ä insulina em tecido adiposo em modelo de resistência ä insulina.
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