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Resumo: A cessacdo do treinamento fisico (destreinamento) resulta em rapido acréscimo da massa adiposa, ganho de
peso e resisténcia a insulina tanto em humanos quanto em animais. No entanto, os mecanismos moleculares envolvidos
nesse processo permanecem desconhecidos. Diferentes proteinas intracelulares podem estar envolvidas no processo de
aquisicdo de ganho de peso e diminui¢do na agdo da insulina nesse modelo animal. Este estudo teve como objetivos
investigar as vias PI 3-quinase/Akt e CAP/Cbl, ambas importantes na captagdo ou utilizagdo de glicose estimulada por
insulina no tecido muscular adiposo branco. Utilizou-se, ratos Wistar que foram submetidos a um protocolo de
exercicio de natagdo por 8 semanas. Posteriormente os animais foram destreinados e nesse mesmo periodo de
cessamento do programa de exercicio foi oferecida aos ratos uma dieta rica em lipides. Para analise das proteinas de
interesse, foi realizado o método de imunoblot ¢ imunoprecipitagdo. Verifica-se, através dos resultados obtidos, que
animais destreinados tem um ganho de peso e de gordura epididimal mais acentuado comparado a animais sedentarios.
Esse fato foi associado a uma maior responsividade a insulina no tecido adiposo através da via IRS/PI 3-quinase/Akt
dos animais destreinados submetidos a dieta rica em lipides. Além disso, verifica-se, que a via CAP/Cbl encontra-se
mais responsiva a insulina no tecido adiposo de animais destreinados em relagdo aos outros grupos experimentais.
Conclui-se, que o destreinamento fisico ¢ acompanhado por um rapido periodo de ganho de peso e de massa adiposa e
essas adaptacdes deve-se no minimo em parte pela maior responsividade a insulina da via CAP/Cbl em tecido adiposo
branco.

Palavras-chave: Destreinamento. Obesidade. Resisténcia a insulina.

Molecular mechanisms on induction obesity and insulin resistance in detrained animals submitted a
high-fat diet

Abstract: The termination of exercise training (detraining) results in rapid fat accretion, weight gain and insulin
resistance in both humans and rats. There is evident relationship between physical inactivity and insulin resistance.
Different mechanisms may be involved in insulin resistance in this animal model. The aim of this study was to
investigate the PI3-kinase/Akt and CAP/Cbl signaling pathways both involved with insulin-stimulated glucose uptake
in white adipose tissue in detrained and sedentary animals submitted a high-fat diet. Wistar rats were submitted to
swimming training during 8 weeks. Next this period the animals stop the training and received a rich-fat diet. The
proteins from the insulin signaling pathway were analyzed by immunoprecipitation and immunoblotting. The results
demonstrated that detraining result in an increased body mass and rapid body fat accretion. This fact was associated
with increases insulin responsiveness in adipose tissue through IRS/PI3-Kinase/Akt pathway in detrained rats fed with
a rich-fat diet. In addition, the CAP/Cbl pathway in adipose tissue was more insulin responsives in the detrained
animals feeding with a rich-fat diet than S-DHL animals. In conclusion, the cessation of exercise is accompanied by
increased body mass and rapid fat accretion and this aspect to have relation at least in part to increased insulin
responsiveness in adipose tissue through CAP/Cbl pathway.
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Introducio

A atividade fisica aumenta a sensibilidade a insulina
independentemente da redugdo do peso e de mudangas na
composig¢do corporal, e o principal efeito do exercicio parece
ser o aumento da expressdo de elementos intracelulares da via
de sinalizagdo da insulina em particular dos transportadores
de glicose na musculatura esquelética (GOODYEAR; KAHN
1998; BASSUK; MANSON 2005). Por outro lado, a cessagao
do treinamento fisico (destreinamento) resulta em rapido
acréscimo da massa adiposa, ganho de peso e resisténcia a
insulina tanto em humanos (PERIZKOVA, 1977, ALMERAS
et al,, 1997) quanto em animais (APPLEGATE; STERN
1987, WALBERG et al., 1983; ECKEL; YOST, 1987). Tal
consideragdo pode ser refor¢ada por outros estudos que
demonstraram que a sensibilidade a insulina decresce em
alguns dias quando individuos fisicamente ativos se tornam
sedentarios (KRISKA et al., 1993; MAYER-DAVIS et al,,
1998). Considerando as evidéncias descritas acima, pode-se
dizer que o musculo esquelético tem papel primordial sobre a
reducdo da utilizagdo de glicose estimulada por insulina na
situacdo de inatividade fisica. No entanto, sdo poucos os
estudos que investigaram as adaptagdes moleculares frente a
situacdo de destreinamento.

Para abordar os mecanismos pelo qual o cessamento do
exercicio fisico diminui a captacdo de glicose estimulada por
insulina, aumenta o ganho de peso e causa rapido acréscimo
da massa adiposa, ¢ necessario inicialmente descrever como a
insulina transmite seu sinal desde seu receptor até os efetores
finais.

A insulina age em varios tecidos periféricos, incluindo
musculo, figado e tecido adiposo. Seus efeitos metabdlicos
imediatos incluem: aumento da captagdo de glicose,
principalmente em tecido muscular e adiposo, aumento da
sintese de proteinas, acidos graxos e glicogénio, bem como
bloqueio da produgdo hepatica de glicose, da lipdlise e
proteodlise, entre outros (SALTIEL; KAHN, 2001). A
compreensdo das etapas moleculares de sinaliza¢do a insulina
pode proporcionar novas abordagens terapéuticas para
estados de resisténcia a insulina, incluindo obesidade,
diabetes mellitus do tipo 2, hipertensao arterial e intolerancia
a glicose associada a diversas endocrinopatias.

A sinalizagdo intracelular da insulina comega com sua
ligacdo a um receptor especifico de membrana, uma proteina
heterotetramérica com atividade quinase, composta por duas
subunidades alfa e duas subunidades beta denominado
receptor de insulina (IR) (PATTIL; KAHN 1998). A ativagao
do IR resulta em fosforilacio em tirosina de diversos
substratos, incluindo substrato do receptor de insulina 1 (IRS-
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1) e (IRS-2) (WHITE 1998). Apos a fosforilagdo em tirosina,
IRS-1 e IRS-2 associam-se e ativam a fosfatidilinositol 3-
quinase (PI 3-quinase). A ativagdo da PI 3-quinase aumenta a
fosforilagdo em serina da proteina quinase B (Akt) (PESSIN;
SALTIEL 2000), que entdo estimula o transporte de glicose
no musculo e tecido adiposo, estimula a sintese de glicogénio
no figado e musculo, e estimula a lipogénese no tecido
adiposo. Portanto, a via PI 3-quinase/Akt tem um importante
papel nos efeitos metabolicos da insulina.

Além da ativacdo da PI 3-quinase, outros sinais também
podem ser necessarios para que a insulina estimule o
transporte de glicose (PESSIN; SALTIEL 2000). Essa
segunda via envolve a fosforilagdo do protooncogenese c-Cbl
e ¢ aparentemente independente da ativagdo da PI 3-quinase
(RIBON; SALTIEL 1997). Na maioria dos tecidos sensiveis a
insulina, Cbl esta associado com a proteina adaptadora CAP
(“Cbl-associated protein”) (RIBON et al., 1998). Apos a
fosforilagdo o complexo Cbl-CAP migra para a membrana
celular e interage com a proteina adaptadora CrklIl, que
também esta constitutivamente associada com a proteina C3G
(BRAUMANN et al., 2000). A C3G ¢ uma proteina trocadora
de nucleotieos que catalisa a troca de GDP por GTP da
proteina TC10, ativando-a. Uma vez ativada, a TCI10
desencadeia um segundo sinal para a translocagdo da proteina
GLUT4 para a membrana celular, em paralelo a ativagdo da
via da PI 3-quinase (CHIANG et al., 2001). Recentemente foi
demonstrado que a insulina estimula agudamente a
fosforilagdo em tirosina de Cbl ¢ sua associagdo com a CAP
no tecido adiposo de animais normais, e também que essa via
pode participar do controle da adiposidade em modelos
animais de resisténcia a insulina.

Desde que as vias PI 3-quinase/Akt e CAP/Cbl
desempenham papel importante na captagcdo de glicose,
sugere-se que ambas possam determinar pelo menos em parte,
a entrada de glicose no tecido adiposo e consequentemente
contribuirem com o aumento da massa adiposa corporal.
Portanto, a avaliagdo destas vias moleculares frente a uma
situagdo de destreinamento fisico ¢é pertinente de
investigagdo. Assim, os objetivos do nosso estudo sdo avaliar
o ganho de peso, a sensibilidade periférica a insulina e as
alteragdes moleculares envolvidas na sinaliza¢do da insulina
através das vias IRS/PI 3-quinse/Akt e CAP/Cbl em adiposo
branco de animais destreinados alimentados ou ndo com uma
dieta rica em lipides.

Matérias e Métodos

Animais experimentais e protocolos de pesquisa
Todos os experimentos foram conduzidos de acordo com

os principios e procedimentos descritos pela National
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Institutes of Health Guidelines for the Care and Use of
Experimental Animals ¢ foram aprovados pelo comité de ética
da Universidade Estadual de Campinas. Os animais foram
mantidos em gaiolas individuais em ambiente com
temperatura controlada de 22°C a 24 °C e com ciclos de luz
artificial (12 horas claro e 12 horas escuro). Apds 3 dias de
aclimatacdo, ratos Wistar machos foram aleatoriamente
divididos em 4 grupos experimentais com similar peso
corporeo (250 £ 5 g): ratos controles alimentados com dieta
padrdo para roedores (C), ratos sedentarios alimentados com
dieta padrao (semanas 1-8) e alimentados com uma dieta
hiperlipidica (semanas 9-16) (S-DHL), ratos destreinados
alimentados com dieta padrido (semanas 1-8) e alimentados
com uma dieta hiperlipidica (semanas 9-16) (D-DHL) e ratos
destreinados alimentados com dieta padrio para roedores
(semanas 1-16) (D-DC).

Protocolo de exercicio fisico
O protocolo de exercicio consistiu de natagdo, em grupos

de 4 animais, que foi realizado em baldes plasticos com
diametro de 60 cm ¢ com profundidade de 100 cm. A
temperatura da agua foi mantida entre 34 °C e 35 °C.

Os animais dos grupos D-DHL e D-DC nadaram 1h/dia, 5
dias/semana, durante 8 semanas consecutivas, suportando
uma sobrecarga que foi progressivamente aumentada em
2.5% a 5% do peso corporal do animal relativo a cada
semana. O programa de exercicio descrito acima foi
interrompido ao final da 8° semana, e esse periodo de
inatividade fisica foi denominado de destreinamento, e
perdurou por mais 8 semanas (semanas 9-16).

Avaliagdo de parametros fisiologicos

RatosWistar de ambos os grupos foram avaliados quanto a
evolugdo de massa corporea e ingestdo alimentar
semanalmente. O  tecido adiposo epididimal foi
cuidadosamente dissecado e pesado em balanga analitica.
Niveis sanguineos de glicose e insulina foram avaliados ao
final do periodo experimental. Seis animais de cada grupo
foram aleatoriamente selecionados para realizagdo do teste de
tolerancia a insulina.

Determinagdo da glicose, insulina e leptina.
A dosagemdosagem da glicose plasmatica foi realizada

através do método enzimatico colorimétrico de glicose
oxidase. A insulina plasmatica das amostras de soro foram
avaliadas por radioimunoensaio.

Teste de tolerdancia intraperitoneal a insulina
(ipITT)
O teste foi realizado ao final do periodo experimental.

Apds jejum noturno de 6 h a primeira coleta de sangue foi
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realizada (tempo 0) do teste. Apos isso, a insulina (2U/Kg de
peso corporal) foi injetada intraperitonealmente e amostras de
sangue foram coletadas pela cauda nos tempos 5, 10, 15, 20,
25 e 30 minutos para a determinacdo da glicose sérica. A
velocidade constante do decaimento da glicose (Kitt) foi
calculada usando a formula 0,693/t;,. O t;, da glicose foi
calculado a partir da curva da analise dos minimos quadrados
da concentragdo da glicose sérica durante a fase de
decaimento linear.

Extragao do tecido adiposo branco
Os ratos foram anestesiados com Tiopental sodico

(4mg/100g de peso corporal) e para controle de anestesia
foram observados os reflexos pedal e de corneano dos ratos
antes de qualquer procedimento experimental. A cavidade
abdominal foi aberta, ¢ apds localizag@o da veia porta 0,2 ml
de salina ou insulina (10 mol/l) foi injetada. Amostras do
tecido adiposo epididimal foram retiradas apos 90 s da
infusdo de insulina. Esse tecido foi homogeneizado em
tampdo de imunoprecipitacdo contendo 1% de Triton X 100,
100mM de Tris (pH 7,4), 100mM de pirofosfato de sddio,
100mM de fluoreto de sdédio, 1I0mM de EDTA, 10mM de
vanadato de sodio, 2mM de PMSF e 0,1 mg/mL de aprotinina
a 4 °C. O homogeneizado foi entdo centrifugado a 11.000
RPM por 30 minutos. No sobrenadante foi determinada a
concentrag@o de proteina utilizando o método de Bradford de
1976. (BRADFORD 1976) e posteriormente foi realizada a
determinag@o do extrato total ¢ o ensaio de imunoprecipitagéao
com anticorpo especifico.

Anticorpos e reagentes utilizados
Os anticorpos, anti-fosfotirosina (a-PY), anti-IRPB (a-IR),

anti-IRS-1, anti-IRS-2, anti-c-Cbl (a-Cbl), anti-CAP (o-
CAP), anti-fosfo-C3G, foram providos da Santa Cruz
Technology (Santa Cruz, CA, USA). Anti-fosfo-Akt [ser 473]
foi da Cell Signaling Technology (Beverly. MA, USA) e a
subunidade p85 da PI 3-quinase foi da Upstate
Biotechnology, NY. Os reagentes de rotina utilizados foram
da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA).

Imunoprecipitagao (IP)

Apoés determinacdo da concentracdo das proteinas foi
realizada a imunoprecipitagdo com anticorpo especifico. Apos
incubagdo, os imunocomplexos foram recuperados com
Proteina A Sefarose 6 MB por 2 horas a 4°C e decantados por
centrifugagdo por 20 minutos a 4°C/11.000 RPM. O
precipitado foi lavado trés vezes, em intervalos de 5 minutos,
com tampdo de lavagem (2 mM ortovanadato de sodio, 100
mM Tris-HCl; 1 mM RDTA; 0,5% Triton X-100). O
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sobrenadante foi descartado, ficando-se apenas com as
proteinas precipitadas (imunocomplexos).

Imunoblot (IB)

Os imunocomplexos foram ressuspensos em tampao de
Laemmli, contendo 100 mmol/L de DTT. Apés rapida fervura
foram aplicados em gel de poliacrilamida para separagdo por
eletroforese (SDS-PAGE). As proteinas separadas em SDS-
PAGE foram transferidas para membrana de nitrocelulose em
aparelho de transferéncia da BIO-RAD. A membrana de
nitrocelulose foi incubada “overnight” com anticorpo
especifico. A ligagdo de anticorpo a proteinas ndo-especificas
foi minimizada pela pré-incubagdo da membrana de
nitrocelulose com tampdo de bloqueio (5% de leite em pd
desnatado; 10 mmol/L de Tris; 150 mmol/L de NaCl; 0.02%
de Tween 20) por 1,5 hora. O sinal foi detectado por
tratamento com 2 YCi de [125I] Proteina A (30 pPCi/pg) em
10 mL de tampdo de bloqueio por 2 horas em temperatura
ambiente e exposicao a filmes de RX Kodak a -80°C de 12-
48 horas. As bandas identificadas na autoradiografia foram
quantificadas através de densitometria Optica através do
programa Scion Image.

Andlise estatistica
Os resultados foram expressos como média + erro padrao

da média. Quando comparando dois grupos, foi utilizado teste
t de Student para dados ndo pareados. Quando necessario foi
utilizada analise de varidncia, seguida de teste para
compara¢do multipla de médias. Foi adotado o nivel de
significancia P<0.05.

Resultados

Tabela 1. Observa-se que os animais que receberam uma
dieta rica em lipides tiveram maior ganho de peso em rela¢do
aos animais que se alimentaram apenas da dieta padrdo para
roedores. No entanto, evidencia-se, que os animais do grupo
D-DHL apresentaram um ganho maior de peso quando
comparado aos ratos do grupo S-DHL. Em relag@o aos niveis
de glicose em repouso apenas o grupo D-DHL apresentou
maior concentragdo quando comparado aos ratos controles.
Para insulina sérica, ambos os grupos de animais S-DHL e D-
DHL tiveram a concentra¢do mais elevada se comparada aos
controles.

Tabela 1. Peso corporal, concentragdo de glicose e insulina sérica dos animais controles, S-DHL, D-DHL ¢ D-DC.

Controle S-DHL D-DHL D-DC
Parametros (n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
Peso corporal (g) 394.00 +3.82 486.75 + 3.97* 524.50 + 5.14° 410.75 + 5.14
Glicose Sérica (mg/dL) 83.50 + 5.50 89.50 + 1.50 100.60 + 2.02* 85.40 £ 2.12
Insulina Sérica
(ng/ml) 2.57+£0.10 3.15+0.11* 3.59 £ 0.21* 2.45+0.12

Dados sdo expressos como média + erro padrao da média, com 8 animais por grupo (n=8). *P<0.05 versus Controle ¢

#P<0.05 S-DHL versus D-DHL.

Caracteristicas dos animais
Figura 1 - A evolucdo do peso corporal nio foi diferente

nos grupos estudados até a 8° semana. Entretanto, verifica-se,
que os animais submetidos a uma dieta hiperlipidica, tiveram
a partir da 9° semana acréscimo maior de peso corporeo, e
isso, resultou em maior ganho final do peso em relacdo aos
controles. Além disso, os animais D-DHL apresentaram na
14°, 15° e 16° semanas de experimento um peso corporal
estatisticamente maior quando comparado aos animais do
grupo S-DHL (Fig. 1A). A média semanal de ingestdo
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alimentar mensurada em 24 horas ndo foi diferente nos
grupos estudados (Fig. 2B).

No teste de tolerdncia a insulina (Kitt), observa-se, um
disturbio na taxa de desaparecimento da glicose, induzido
pela dieta rica em lipides nos animais S-DHL e D-DHL
quando comparado aos controles (C e D-DC), e observa-se,
menor consumo de glicose nos ratos D-DHL do que nos ratos
S-DHL, apés as 8 semanas de alimentagdo com a dieta
hiperlipidica. Estes dados sugerem uma menor sensibilidade a
insulina nos ratos D-DHL (Fig 2C). Nota-se, também, que o
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tecido adiposo epididimal foi maior entre os animais S-DHL e
D-DHL em relagdo aos grupos controles (C e D-DC), mas
semelhantemente ao peso corpdreo, a gordura epididimal foi
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Figura 1. Caracteristicas dos animais - A, temos a evolu¢do do peso corporal dos animais durante as 16 semanas experimentais. B, foram
apresentados os dados referentes a média de ingestdo alimentar mensurada em 24 horas de cada grupo de animais. C, estdo representados os
resultados referentes ao teste de tolerancia a insulina (Kitt) ao final do experimento. Por fim, a Fig. 1D, mostra o aumento da gordura epididimal de
cada grupo de animais ao final do estudo. Dados sdo expressos como média + erro padrio da média, em 8 animais por grupo (n=8). *P<0.05 versus

Controle e #P<0.05 S-DHL versus D-DHL.

Sinaliza¢do da insulina no tecido adiposo branco
(via IRSs/PI 3-quinase/Akt)

Na figura 2, os resultados mostram as conseqiiéncias da
ingestdo de uma dieta rica em lipides e do destreinamento
fisico sobre as etapas iniciais da via de sinalizagdo da insulina
no tecido adiposo branco. Houve redugdo significativa (40-
50%) nos niveis de fosforilagdo em tirosina induzido por
insulina do IR/IRS-1/IRS-2 (Fig. 2A, B, D), da associacdo
Motriz, Rio Claro, v.13, n.2 (Supl.1), p.S19-828, mai./ago. 2007

IRS-1/PI 3-quinase, IRS-2/PI 3-quinase e na ativacdo da Akt
nos grupos S-DHL e D-DHL quando comparado com os ratos
controles (Fig. 2C, E, F). Por outro lado, evidencia-se uma
consideravel reducdo nos niveis de fosforilagdo induzidos por
insulina do IRS-1, IRS-2 (Fig. 2B, D) e na associagdo IRS-
1/P1 3-quinase, IRS-2/PI 3-quinase e na fosforilagdo em
serina da Akt (Fig. (2C, E, F) nos ratos S-DHL comparado
aos ratos D-DHL. Os niveis de proteinas totais ndo foram
diferentes entre os grupos estudados (dados nao mostrados).
S23



J. R. Pauli, D. E. Cintra, E. R. Ropelle, C. T. Souza, J. C. Moraes & M. J. A. Saad

C

IRS-1 1P: IRS-1

- - q IB: P13k | - - — -

1200 5 120

1011
il
o
i) - P
W
-_.I I I
N B B B

[ S=DHI D=1HL 13-13¢ L

ndades arbitrinia

Unidades arbitrinz

Un

D E

IRS-2

120

dades arbitrin

- r‘ﬁI r""I L ole=l

S 13131 (IR

.l. |;|I r

S-DHI [3-[31H1 [3-[3¢

IP: IRS-2 Akt

T P13k |

- = pAi | - — -

120 1209

a 1004
# 4

w -

w i g 404

Tak il

Kl

B =

A} =

nidades arbirana

Unidades arbt

1207

1401

rara

nidades arb

C S-DHI D-DHL -1 [}

Kl
* 60 = s
. w i .
2 40
i I | .III I '
=l =l s e Nl W

5-DHL [-[0HI D-DC L -0 D-DHL D-no

Figura 2. Sinalizago da insulina no tecido adiposo epididimal dos ratos controles, S-DHL, D-DHL e D-DC - Extratos do tecido adiposo epididimal
de animais injetados com salina ou insulina foram preparados como descrito em materiais métodos. A, extratos do tecido adiposo foram
imunoprecipitado (IP) com anticorpo anti-IRf e imunoblotado (IB) com anticorpo anti-fosfotirosina ou anti-IRf. B e C, extratos do tecido muscular
também foram IP com anticorpos anti-IRS-1 e IB com anticorpos anti-fosfotirosina, anti-PI 3-quinase ou anti-IRS-1. D e E, extratos do tecido
adiposo também foram IP com anticorpos anti-IRS-2 e IB com anticorpos anti-fosfotirosina, anti-PI 3-quinase ou anti-IRS-2. F, extratos da gordura
epididimal foram IB com anticorpos, anti-fosfo Akt e anti-Akt. Os resultados obtidos apds densitometria optica das bandas autoradiografadas e
analisadas no programa Scion Image foram expressos como unidades arbitrarias. As barras representam as médias + erro padrdo da média dos

animais (n= 8). *P<0.05 versus Controle e #P<0.05 S-DHL versus D-DHL.

Sinalizag¢do da insulina no tecido adiposo branco

(via CAP/Cbl)

Figura 3 - Houve um aumento na expressao da proteina
Cbl (32% e 62%) e na expressdo da CAP (45% e 75%) no
tecido adiposo branco nos ratos S-DHL e S-DHL,
respectivamente, quando comparado aos ratos controles (Fig
3A, B). No entanto, fica evidente que houve um aumento na
expressdo dessas proteinas (Cbl ¢ CAP) nos animais D-DHL
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em relagdo aos animais do grupo S-DHL. Nota-se também,
que houve um aumento na fosforilagdo em tirosina estimulada
por insulina da Cbl (41% e 51%), ¢ na associagdo CAP/Cbl
(25% e 83%) no tecido adiposo nos ratos S-DHL e D-DHL,
respectivamente, quando comparados aos ratos controles (Fig
3C, D). Alem disso, verifica-se que nos animais D-DHL
houve um significativo aumento na fosforilagdo em tirosina
estimulada por insulina da proteina Cbl e da associacdo

CAP/Cbl quando comparado aos animais S-DHL. Por fim,
Motriz, Rio Claro, v.13, n.2 (Supl.1), p.S19-S28, mai./ago. 2007
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observa-se, que ao estimulo da insulina, a proteina C3G teve
um aumento na sua fosforilagio em tirosina (32% e 93%) no
tecido adiposo branco nos grupos S-DHL e D-DHL,
respectivamente, comparado com os animais controles (Fig.

A B

3E). Outra vez, nos animais D-DHL a fosforilagdo em tirosina
da C3G quando estimulada por insulina foi maior do que a
encontrada nos animais S-DHL.
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Figura 3. Via CAP/Cbl do tecido adiposo dos animais controles, S-DHL, D-DHL e D-DC - Extratos do tecido adiposo foram IB com anticorpos c-
Cbl (A); aCAP (B); e IP com anticorpo a-c-Cbl e IB com a-fosfotirosina (C); IP com anticorpo a-c-Cbl e IB com a-CAP (D); IB com anticorpo a-
p-C3G (E). Os resultados obtidos apos densitometria optica das bandas autoradiografadas e analisadas no programa Scion Image foram expressos
como unidades arbitrarias. As barras representam as médias + erro padrdo da média dos animais (n= 6). *P<0.05 versus Controle e #P<0.05 S-DHL

versus D-DHL.

Discussiao
Estudos em modelos animais e humanos mostram que a
cessagdo do exercicio fisico leva a um aumento de peso
corpéreo ¢ a um rapido acréscimo do tecido adiposo
(ALMERAS et al, 1997; APPLEGATE; STERN 1987,
WALBERG et al., 1983; ECKEL; YOST, 1987). Entretanto,
em algumas pesquisas, o destreinamento fisico tem sido
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associado com um aumento na ingestdo de calorias diarias,
especialmente em ratos geneticamente predispostos a
obesidade (APPLEGATE; STERN 1987, SCHEMMEL,;
MICKELSEN; GILL 1970). Com isso, tem sido dificil
separar os efeitos referentes a mudancas alimentares, dos
resultantes da cessacdo do treinamento fisico. Em nosso
estudo, ndo tivemos alteragdes na ingestdo de ragdo entre os
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grupos experimentais, pode-se assim, descartar qualquer
interferéncia de wuma possivel hiperfagia com o
destreinamento. Portanto, o aumento significativo no ganho
de peso e no acréscimo de tecido adiposo obtido pelos
animais D-DHL quando comparados aos ratos S-DHL pode
ser atribuido pela interrup¢do do programa de exercicio de
natacao por si, sugerindo-se que o periodo de destreinamento
promove um aumento na capacidade lipogénica independente
de mudangas na ingestdo de calorias ingeridas. Em acordo
com nossos resultados, Lampert e colaboradores
demonstraram que a razdo do ganho de peso em 1 e 2
semanas em ratos destreinados foi significativamente maior
do que animais sedentirios ou treinados, e ndo houve
diferengas na ingestdo alimentar entre os grupos (LAMBERT
et al., 1994). Em similaridade aos dados encontrados em
nosso estudo, Giada e colaboradores, encontrou apds 2 meses
de destreinamento, um aumento de 2% e 4% na massa de
tecido adiposo em ciclista jovens e idosos, respectivamente
(GIADA et al., 1995).

Interessantemente, observa-se, em nosso estudo, que os
ratos destreinados alimentados com a dieta padrdo tiveram o
peso e a gordura epididimal semelhante aos ratos controles.
Parece evidente, entdo, que a sobrecarga energética (dieta
hiperlipidica) associada a condigdo de destreinamento fisico
foi responsavel pelas alteragdes mais acentuadas no ganho de
peso e de gordura epididimal encontrada nos animais do
grupo D-DHL com relago aos demais grupos estudados.

Sabe-se, que o aumento de peso ¢é inversamente
proporcional a sensibilidade a insulina. Por outro lado,
diversos estudos demonstraram que o exercicio fisico tanto
agudo como cronico pode ter efeitos benéficos na acdo da
insulina em situagdes de resisténcia a esse hormdnio, mesmo
quando ndo ha reducdo no peso corporal. Entretanto, os
efeitos induzidos pelo exercicio fisico ndo permanecem por
longos periodos e sdo revertidos num curto espago de tempo
apos a cessagdo do treinamento (HOUMARD et al., 1993;
ARCIERO; SMITH; CALLES-ESCADON et al., 1998).

Estudos prévios mostraram que o exercicio fisico aumenta
a responsividade a insulina em adipdcitos, musculo
esquelético, e este aumento na captacao de glicose envolve no
minimo em parte a participacdo da via IRSs/PI 3-quinase/Akt
(LUCIANO et al., 2002; PERES et al., 2005; ROPELLE et
al., 2006). Por outro lado, a ingestdo de dieta rica em lipides é
associada com uma redugdo na captacdo de glicose em
diferentes tecidos, caracterizado pela reducdo na sensitividade
a insulina no figado, musculo, hipotdlamo, mas ndo em tecido
adiposo, pelo menos durante o primeiro més de dieta
hiperlipidica (PRADA et al., 2006). Nosso laboratorio, em
recente estudo, mostrou que no tecido adiposo de animais
S26

alimentados com dieta hiperlipidica, a redugdo na sinalizagdo
da insulina, através da fosforilagdo em tirosina do IRS-1 e
IRS-3, e a auséncia de qualquer alteragdo na via IRS-2/Akt
contrasta com a habilidade da insulina em estimular a via
CAP/Cbl/C3G em tecido adiposo (PRADA et al., 2006).
Sendo que, a ativagdo desta ultima via resulta em um
acréscimo de tecido adiposo corpéreo. Assim, sugere-se, que
a diferenca na sinalizagdo da insulina (via PI 3-quinase/Akt) e
da via CAP/Cbl/C3G em adipdcitos de animais sedentarios e
destreinados submetidos a uma dieta rica em lipides pode
explicar a diferenga de actimulo de gordura epididimal entre
esses grupos.

Nossos dados mostram que apds 8 semanas de ingestio da
dieta hiperlipidica, ambos os grupos S-DHL e D-DHL
tiveram uma reducdo na taxa de desaparecimento da glicose
avaliada pelo teste de tolerdncia a insulina quando
comparados aos animais controles. No entanto, observa-se
que os ratos D-DHL foram menos responsivos a insulina do
que os ratos S-DHL. E possivel que essa menor
responsividade a insulina esteja relacionada com o maior
acaimulo de tecido adiposo e aumento da produgio de
citoquinas pro-inflamatdrias como o fator de necrose tumoral
alfa (TNFa) e interleucinas (IL-1B, IL-6). Kern demonstrou
em experimentos com humanos que individuos obesos
apresentam um aumento na expressdo de TNF e apds a
reducdo de peso corporal hd uma diminuicdo de TNF e
conseqiiente melhora da sensibilidade periférica a insulina
(Kern 1995). No entanto, tal hipotese deve ser melhor
investigada e novas consideragdes deverdo surgir para
esclarecer o assunto.

Na tentativa de encontrar respostas para o maior acumulo
de tecido adiposo epididimal e rapido ganho de peso nos
animais destreinados, avaliou-se as vias moleculares IRS/PI
3-g/Akt e CAP/Cbl em adipdcitos, ambas importantes na
captagdo de glicose. Nota-se, uma diminui¢do na fosforilagdo
em tirosina induzida por insulina do IR, que foi acompanhada
pelo decréscimo na fosforilagdo em tirosina do IRS-1, IRS-2
e da associagdo IRS-1/PI 3-quinase, IRS-2/PI 3-quinase,
resultando em uma diminui¢do na fosforilagdo em serina da
Akt nos animais S-DHL e D-DHL em relagdo aos grupos
controles do nosso experimento. Surpreendentemente,
verifica-se, que a diminui¢do do sinal da insulina foi mais
acentuada entre os animais sedentarios que receberam a dieta
rica em lipides quando comparados aos animais destreinados.
Tal dado oferece a primeira evidencia para explicar o
acréscimo mais acentuado de gordura epididimal nos animais
D-DHL com relagdo aos S-DHL, ja que a entrada de energia
(glicose) nos adipdcitos pode entdo ser convertida e
armazenada na forma de triacilglicer6is. Assim, a maior
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sensibilidade a insulina dos animais D-DHL em rela¢do aos
animais S-DHL, constatada através da via IRSs/PI 3-
quinase/Akt, possivelmente favoreceu a entrada dessa hexose
e conseqiiente acimulo de triglicérides no tecido adiposo.
Peres e colaboradores, demonstraram, que o treinamento
fisico aerdbio realizado em esteira num periodo de 7 semanas,
aumenta a responsividade a insulina em adipécitos isolados
através da via IRS/PI 3-quinase/Akt (PERES et al., 2005). No
entanto, o autor verificou, que tal modulagdo ocorreu logo
apos 24 horas da ultima sessdo de exercicio fisico ¢ em nosso
estudo constatamos que esse comportamento persiste por
mais tempo, ¢ isso parece colaborar com o acréscimo maior
de tecido adiposo epididimal nos animais destreinados
alimentados com a dieta hiperlipidica.

Além disso, observa-se um aumento na fosforilagdo
induzida por insulina da proteina Cbl, e em paralelo ocorreu o
aumento na associacdo da CAP/Cbl como também um
aumento na expressdo de CAP e Cbl no tecido adiposo dos
ratos S-DHL e D-DHL. Houve também, um aumento na
fosforilagdo em tirosina induzida por insulina da proteina
C3G desses animais. No entanto, ocorreu significativo
aumento na expressao e fosforilagdo dessas proteinas acima
descritas nos animais do grupo D-DHL quando comparados
aos ratos sedentarios. Portanto, esta maior sensitividade nas
etapas da via de sinalizacdo da insulina com a habilidade da
insulina em estimular a via CAP/Cbl/C3G no tecido adiposo
dos ratos D-DHL possivelmente tenha colaborado para o
maior acumulo de gordura apos a cessagdo do treinamento
fisico. Prada e colaboradores observaram que ratos
sedentarios alimentados com dieta rica em lipides sdo
resistentes a insulina, com decréscimo na a¢do do horménio
através da via IRS/PI 3-qunase/Akt em tecido adiposo. No
entanto, a habilidade da insulina em estimular a captagdo de
glicose pela via CAP/Cbl/C3G é mantida, o que explica o
aumento da gordura epididimal desses animais por longos
periodos. (PRADA et al., 2006).

Considerando os achados da literatura, nossos dados
suportam a hipdtese de que uma dieta rica em lipides
promove alteracdes deletérias a agdo da insulina, causando
resisténcia periférica ao hormonio. Em nosso modelo
experimental, animais destreinados sdo menos responsivos a
insulina do que animais sedentarios quando submetidos a uma
dieta hiperlipidica. Tal fato pode estar associado a produgao
de citoquinas pro-inflamatérias como o TNFa e a IL-6 no
tecido adiposo. No entanto, como ndo investigamos a ac¢ao
desses mediadores quimicos em nosso estudo, sugerimos que
tal hipotese deva ser melhor investigada para que se obtenha
resultados mais conclusivos sobre o assunto. Ja no tecido
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adiposo branco, observa-se que apesar de uma diminui¢do na
sinalizagdo da insulina através da via IRS/PI 3q/Akt nos
animais submetidos a dieta hiperlipidica, os animais
destreinados s3o mais responsivos do que os animais
sedentarios e este fato possivelmente tenha colaborado na
aquisicdo de massa adiposa, ja que a glicose pode ser
convertida e armazenada na forma de triacilgliceréis. Além
disso, no que diz respeito a via CAP/Cbl, observa-se que a
mesma permanece responsiva apds 2 meses da ingestdo de
uma dieta rica em lipides. Interessantemente, os animais
destreinados parecem ter essa via mais preservada. Este novo
achado sugere que o ganho de peso e a rapida aquisicdo de
tecido adiposo com o destreinamento fisico, possam no
minimo em parte ser resultante da maior responsividade da
via CAP/Cbl/C3G. Isso, consequentemente, favorece o
desenvolvimento da obesidade, que parece agravar a
resisténcia a insulina e em longo prazo pode evoluir para o
diabetes do tipo 2.

Conclusao

A cessacdo do exercicio fisico resulta em rapido
acréscimo de gordura e ganho de peso corporal
independentemente de mudancas na ingestdo alimentar dos
ratos. Tais adaptagdes deve-se no minimo em parte a maior
responsividade a insulina observada através da via IRSs/PI 3-
quinase ¢ principalmente da habilidade da insulina em
estimular a via CAP/Cbl em tecido adiposo epididimal de
animais destreinados submetidos a uma dieta rica em lipides.
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