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1 RESUMO 

A obesidade é uma doença que vem crescendo de forma alarmante e está associada 

com resistência à insulina (RI) e desenvolvimento de doenças crônicas não transmissíveis 

como as cardiovasculares, alguns tipos de câncer e o diabetes mellitus do tipo 2. A RI pode 

ser instalada tanto a nível muscular bem como hepático, colaborando fortemente para 

alteração inicialmente na glicemia pós-prandial e mais tardiamente na glicemia de jejum. Por 

outro lado, a prática regular de exercício físico é capaz de melhorar à ação da insulina tanto 

no músculo esquelético aumentado a captação de glicose, quanto no fígado reduzindo a 

formação de nova glicose (gliconeogênese). Entretanto, os efeitos do exercício físico sobre a 

via molecular da insulina não são totalmente conhecidos. Recentemente uma nova proteína 

foi classificada como mediadora da sinalização da insulina por potencializar seus efeitos, essa 

proteína é a Rho-kinase (Rock) que atua em tecidos periféricos (músculo esquelético, fígado e 

adiposo) e também, no hipotálamo, contribuindo com até 50% da ação insulina no meio 

intracelular. Ao contrário, animais experimentais que tiveram a deleção ou inibição da Rock 

se tornaram resistentes à insulina. Visto isso, estudos sobre esta molécula fazem-se 

necessários para melhor entendimento dessa complexa sinalização. Como ainda nenhum 

estudo havia sido realizado objetivando avaliar se os efeitos benéficos do exercício físico 

sobre a via de sinalização da insulina é em decorrência ou não da participação da proteína 

Rock, o presente estudo teve como objetivo investigar o papel do exercício físico aeróbio na 

regulação da proteína Rock e os efeitos sobre a sinalização da insulina em músculo 

esquelético e fígado de camundongos obesos. Para este desfecho, este estudo foi dividido em 

duas etapas, sendo a primeira etapa desenvolvida na escola de medicina de Harvard e a 

segunda no Brasil: Etapa 1- na Escola de Medicina de Harvard, foi investigado o papel da 

Rock no metabolismo glicêmico hepático e muscular. Para isso, lançamos mão de animais 

geneticamente modificados que apresentam a superatividade ou deleção da Rock 1 no tecido 

hepático e também avaliamos o papel da superatividade da Rock 1 no músculo e Etapa 2- 

após avaliar os efeitos da deleção ou superatividade da Rock no fígado e músculo esquelético, 

no Brasil foi investigado o papel do exercício físico sobre o metabolismo da Rock tanto no 

fígado como no músculo esquelético. Resultados: Etapa 1, no fígado, foi visto que a 

superatividade da Rock induz maior ganho de peso corporal, resistência à insulina, 

hiperglicemia e acúmulo de gordura no tecido hepático e quando a Rock é deletada do tecido 

hepático este comportamento é revertido, assim os animais apresentaram menor ganho de 
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peso corporal, menor hiperglicemia e menor resistência à insulina. Etapa 2, no que se refere 

ao comportamento da Rock frente ao exercício físico, no tecido hepático, foi visto que o 

exercício físico parece reduzir sua atividade por aumentar a expressão de sua proteína 

inibidora (RhoE) e reduzir a expressão de sua proteína ativadora (RhoA). Em relação ao 

metabolismo da Rock no músculo esquelético em resposta ao exercício físico, foi possível 

observar que o exercício aumenta sua atividade através do aumento da expressão de RhoA e 

de sua associação com a Rock 2 e redução na expressão de RhoE e de sua associação com a 

Rock 2. Fatores estes que culminaram em uma maior fosforilação do IRS-1ser632/635 e assim 

podem ter contribuído para uma maior resposta das proteínas distais da via de sinalização da 

insulina como Akt e GSK3 em camundongos obesos exercitados quando comparados aos 

obesos controles. Portanto, a partir destes achados sugerimos que a Rock em nível hepático é 

nociva ao organismo por colaborar com maior ganho de peso, resistência à insulina e acúmulo 

de gordura hepática. Já em nível muscular a Rock contribui para a sinalização à insulina e que 

o exercício físico através da modulação de proteínas ativadoras e inibidoras do Rock (RhoA e 

RhoE respectivamente) pode aumentar atividade da Rock e a fosforilação em do IRS-1 em 

serina 632/635 e consequentemente maior atividade da via de sinalização da insulina em 

animais obesos. Ademais, neste trabalho foi observado que o exercício físico parece reduzir a 

atividade da Rock no tecido hepático por aumentar concentrações da molécula inibidora do 

Rock, a RhoE. No tecido muscular, o exercício físico controla a captação de glicose através 

do aumento da expressão da Rock e de sua molécula ativadora e redução de sua molécula 

inibidora, culminando em maior atividade dos IRS-1 em tirosina 612 e em serina 632/635. 

Assim, este trabalho propõe um novo mecanismo pelo qual o exercício físico pode contribuir 

na sinalização da insulina, evidenciando o importante papel do exercício físico no 

metabolismo da Rock no fígado e de forma mais expressiva no tecido muscular esquelético, 

colaborando, portanto, para ampliação dos estudos acerca dessa complexa via de sinalização a 

fim de elucidar novas terapêuticas no combate a obesidade e resistência à insulina. 

Palavras-chaves: Obesidade, Resistência à insulina, Exercício Físico e Rho-

quinase (Rock)
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2 CONTEXTUALIZAÇÃO  

O Diabetes Mellitus tipo 2 (DM tipo 2) é a forma de diabetes mais prevalente na 

população, e por essa razão, atenções são dirigidas para a sua compreensão. 

Reconhecidamente, o DM tipo 2 apresenta íntima relação com a obesidade. Em 1921, 

Joslin mostrou que o risco de desenvolvimento de diabetes tipo 2 era maior em 

indivíduos obesos do que em indivíduos magros [1]. Esta evidência foi comprovada em 

estudos subsequentes no qual o índice de massa corporal (IMC) mais elevado estava mais 

atrelado ao desenvolvimento de diabetes do tipo 2 [2, 3]. 

A obesidade é responsável por cerca de 18% das mortes de pessoas entre 40-85 anos 

de idade [4]. Do ponto de vista clínico a obesidade é definida como um estado de elevado 

peso corporal, mais especificamente de tecido adiposo, de magnitude suficiente para produzir 

consequências adversas à saúde, dentre elas o DM tipo 2. A grande maioria dos indivíduos 

com DM tipo 2 apresenta excesso de gordura corporal. Em 2013, 8,3% da população mundial 

(382 milhões de pessoas) foram diagnosticadas como diabéticas. A previsão para o futuro 

próximo é de aumento, e a incidência de DM tipo 2 deve chegar a 420 milhões até 2025 [5]. 

Nos anos de 2012 e 2013 1.5-5.1 milhões de pessoas foram a óbito em decorrência desta 

doença, colocando-a como a 8ª causa de morte no mundo e é esperado que em até 2035 592 

milhões de pessoas tenham falecido em decorrência do diabetes [6].  

Em relação ao Brasil, perspectivas projetam para 2025 uma posição entre os 10 países 

no mundo com maior número de casos de diabetes. A doença é crescente também na 

população jovem, acompanhando o aumento da epidemia de obesidade entre crianças e 

adolescentes no país. 

Com a evidência de que a obesidade e o DM tipo 2 são importantes fatores de 

risco para doenças crônicas não transmissíveis como as cardiovasculares e alguns tipos de 

câncer, compreender as causas e os fatores determinantes de seu incremento epidêmico torna-

se imprescindível na busca de soluções para retardar ou reverter à progressão desta alarmante 

realidade epidemiológica. Nesse sentido, diversos estudos têm sido realizados buscando 

identificar novas moléculas com ações regulatórias sobre a via de sinalização da insulina e 

consequentemente na homeostase da glicose [7–10]. 

Recentemente, uma proteína foi classificada como importante mediadora da 

sinalização da insulina por potencializar seus efeitos, à essa molécula foi dado o nome de 
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Rho-kinase (Rock), que possui ação em vários tecidos periféricos (músculo esquelético, 

fígado e adipócitos) [11] e também no sistema nervoso central (hipotálamo) [12], 

contribuindo com a sinalização da insulina no meio intracelular. Tal relevância do papel desta 

proteína na ação da insulina e homeostase da glicose foi demonstrada em um estudo que 

mostrou que a inibição da Rock induziu a perda da sensibilidade à insulina em roedores em 

até 50% [11], sugerindo esta proteína, portanto, como fator determinante na sinalização da 

insulina. 

Visto isso, estudos acerca dessa nova proteína fazem-se necessários para melhor o 

entendimento dessa complexa sinalização. Sabe-se que o exercício físico atua como uma 

importante ferramenta na prevenção e tratamento do diabetes mellitus decorrente da 

obesidade por colaborar na restauração da sinalização da insulina nos tecidos periféricos, 

aumentando a captação de glicose pelo músculo esquelético e reduzindo a gliconeogênese 

pelo fígado [13, 14]. Portanto, como ainda nenhum estudo havia sido realizado objetivando 

avaliar se os efeitos benéficos decorrentes do exercício físico na homeostase glicêmica eram 

relacionados ou não com a participação da proteína Rock na via de sinalização da insulina, o 

presente projeto de pesquisa teve como objetivo investigar os efeitos do exercício físico 

aeróbio no mecanismo de atuação da proteína Rock no músculo esquelético e no fígado de 

camundongos obesos. 

 

2.1 Sinalização da Insulina 

 

A insulina é um hormônio anabólico com efeitos metabólicos múltiplos [15]. Para que 

haja compreensão sobre como ocorrem os fenômenos desempenhados pela ação deste 

hormônio, é importante o pleno entendimento dos eventos que ocorrem imediatamente após o 

início da sinalização mediada pela insulina. 

O receptor de insulina (IR) pertence a uma família de receptores de fatores de 

crescimento que apresentam atividade tirosina quinase intrínseca, ou seja, após a conexão da 

insulina com seu receptor, este sofre autofosforilação em múltiplos resíduos de tirosina [15, 

16]. De forma geral, sua ação culmina com a ativação da função quinase do receptor, o qual 

propaga este sinal, fosforilando seus substratos intracelulares. Estas interações proteína-

proteína são fundamentais para a propagação do sinal do receptor em direção ao efeito celular 

final, tais como translocação de vesículas contendo transportadores de glicose (GLUTs) do 
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meio intracelular para a membrana plasmática, ativação da síntese de glicogênio e de 

proteínas e transcrição de genes específicos [15]. 

O IR é composto por duas subunidades α e duas subunidades β, ligadas por 

pontes dissulfeto (S–S), exercendo atividade como uma enzima alostérica na qual a 

subunidade α inibe a atividade tirosina quinase da subunidade β. A subunidade α é totalmente 

extracelular e é a porção que contém o sítio de ligação da insulina [15, 16]. A subunidade β é 

responsável pela transmissão do sinal, sendo uma proteína de localização transmembrânica. 

Uma propriedade importante da subunidade β do receptor de insulina deve-se ao fato de esta 

ser uma proteína com atividade quinase, estimulada pela insulina, e capaz de fosforilar a si 

própria e também outros substratos em aminoácidos tirosina. 

Os alvos para essa atividade quinase são tanto os próprios receptores (como o IR, 

insulin receptor) como as moléculas citoplasmáticas, os quais alteram sua forma e, então, 

agem para mudar as atividades da célula. Em geral, o aminoácido tido como alvo pelos 

receptores proteínas quinase de células animais é a tirosina (porém não exclusivamente). No 

caso do hormônio insulina, a fosforilação dos múltiplos resíduos de tirosina (1158,1162, 

1163) da subunidade β do receptor aumenta ainda mais sua atividade quinase [15,  16] . Por 

conseguinte, como resposta à propagação desse sinal, proteínas citoplasmáticas subsequentes 

a esse receptor tornam-se seu alvo, apropriadamente chamados de substratos de resposta à 

insulina. Essas proteínas, consecutivamente, iniciam muitas respostas celulares (denominadas 

de cascata de sinalização da insulina), nas quais proteínas interagem com outras proteínas até 

as respostas finais serem alcançadas [16]. 

Uma vez ativado, o IR fosforila vários substratos proteicos em tirosina. Quatro destes 

pertencem à família dos substratos do receptor de insulina, as proteínas IRS (IRS-1/2/3/4). A 

fosforilação em tirosina das proteínas IRS cria sítios de reconhecimento para moléculas 

contendo domínios com homologia a Src 2 (SH2), dentre as quais se destaca a 

fosfatidilinositol-3-quinase (PI3-q) [15, 16]. Com base em análise sequencial, existem 22 

tirosinas potenciais para a fosforilação do IRS-1. Nove destas possuem uma de suas 

sequências repetitivas: YMXM ou YXXM, em que Y é tirosina, M é metionina e X é 

qualquer outro aminoácido. Seguindo-se à estimulação da insulina, estas tirosinas, como 

outras tirosinas potenciais na molécula de IRS-1, são rapidamente fosforiladas, resultando em 

uma ligação do IRS-1 com proteínas específicas. 
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O IRS-1 e o IRS-2 são considerados os principais substratos, e são os mais bem 

estudados até o momento. Sabe-se hoje que o IRS-1 e o IRS-2 fosforilados se associam à 

enzima fosfatidilinositol 3-quinase (PI3-q), ativando-a. A ativação da proteína PI3-q 

desencadeia a ativação de outras proteínas importantes, como a proteína quinase B, também 

conhecida como Akt. A ativação da via PI3-q/Akt está relacionada à promoção dos efeitos 

metabólicos da insulina (captação de glicose, glicogênese e inibição da gliconeogênese) [15]. 

Dentre os tecidos alvos da insulina destaca-se o músculo esquelético e o tecido hepático, no 

qual, a insulina participa do controle da captação de glicose e síntese de glicogênio e 

gliconeogênese, esta última com efeito inibitório, nos hepatócitos. 

 

2.2 Sinalização da Insulina no Músculo Esquelético 

 

Anormalidades na ação da insulina em estimular a captação de glicose no músculo 

esquelético, de inibir a produção hepática de glicose e a lipólise no tecido adiposo em 

geral estão presentes em indivíduos com resistência à insulina e antecedem o 

desenvolvimento do DM tipo 2. O músculo esquelético tem fundamental importância na 

homeostase glicêmica do organismo [17]. Por isso, qualquer redução na capacidade da 

insulina em estimular a captação de glicose neste tecido é relevante no controle da glicemia 

corporal total. 

Entretanto, experimentos com camundongos transgênicos puderam melhor elucidar o 

papel da insulina sobre a captação de glicose no músculo esquelético, provendo informações 

que vias alternativas poderiam compensar a inexistência da ação desse hormônio. Por 

exemplo, a inativação do receptor de insulina (IR) no músculo esquelético, deu origem a um 

modelo animal de síndrome metabólica, com aumento dos depósitos de gordura no corpo e 

triacilgliceróis sanguíneos [18]. Estes animais denominados de MIRKO (muscle-specific 

insulin receptor knockout) não desenvolveram hiperinsulinemia e diabetes, indicando que 

poderia haver rotas alternativas de captação de glicose no músculo ou um desvio apropriado 

desta hexose para o tecido muscular. Por outro lado, a deleção do transportador de glicose do 

tipo 4 (GLUT4 – glucose transporter type 4) no músculo esquelético é capaz de desenvolver 

diabetes severo [19]. 

Descobertas seguintes mostraram que na ausência do receptor de insulina duas 

diferentes rotas têm efeito potencial na captação de glicose, sendo uma estimulada pela 
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contração muscular com ativação da AMPK e outra pela sinalização do fator de crescimento 

semelhante á insulina tipo 1 (IGF-1 – insulin-like growth factor 1), que podem compensar a 

ausência do receptor de insulina [20–22]. Em resposta a contração do músculo 

esquelético ocorre a ativação da proteína quinase ativada por AMP (AMPK), intacta nos 

animais MIRKO, estimulando a translocação do GLUT4 para a membrana da célula [20]. 

Já a importância da participação do IGF-1 na entrada de glicose no músculo foi 

comprovada por experimentos com deleção combinada do receptor de insulina e do IGF, no 

qual os camundongos desenvolveram diabetes [22]. Essas informações decorrentes de 

estudos experimentais permitem compreender que no músculo esquelético há caminhos 

alternativos para translocação do GLUT4 e consequente captação de glicose, que podem 

compensar a ausência do receptor de insulina. No entanto, a captação de glicose em músculo 

esquelético de pacientes diabéticos se mostra reduzida em comparação com os controles 

saudáveis. Tal fato indica que o prejuízo na deposição de glicose no músculo contribui com o 

baixo controle da glicemia nos pacientes com diabetes. 

Adicionalmente, pacientes obesos e diabéticos apresentam menor ação da insulina no 

músculo com alterações sendo observadas na cascata de sinalização da insulina. Esses 

indivíduos apresentam menor fosforilação em tirosina do substrato do receptor de insulina 1 

(IRS1) e na atividade da PI3-q no músculo esquelético [23, 24]. Isso explica em parte o 

prejuízo na entrada de glicose estimulada por insulina no tecido muscular. 

Estas alterações na via de sinalização da insulina estão relacionadas a condições 

metabólicas como aumento dos níveis de ácidos graxos circulantes e da deposição de gordura 

intracelular com indução de inflamação nos tecidos periféricos (ex. músculo esquelético) de 

indivíduos diabéticos do tipo 2. Tem sido demostrado em humanos e animais que o excesso 

de gordura corporal está associado com inflamação de baixo grau, e citocinas produzidas 

pelos adipócitos e infiltrado de macrófagos alteram a capacidade de transdução do sinal da 

insulina, diminuindo a captação de glicose [25, 26]. Além disso, ao menos em modelos 

animais de obesidade induzido por dieta rica em gordura se observa uma diminuição na 

expressão proteica da AMPK e de IGF1, sugerindo que rotas alternativas para a captação de 

glicose também podem ser comprometidas pela obesidade [27–29]. 

 

2.3 Sinalização da Insulina no Fígado 
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O papel da insulina em regular diretamente a produção hepática de glicose tem 

sido intensamente investigada. Entretanto, ainda não é bem elucidado como isso acontece, 

sendo aventado que a insulina tem papel supressivo na síntese de nova glicose através do seu 

efeito em tecidos periféricos como o músculo esquelético e o tecido adiposo [30, 31]. 

O efeito da insulina em inibir a proteólise no músculo e a lipólise no tecido adiposo 

reduz a oferta de aminoácidos e AGLs para o fígado, diminuindo, portanto, a gliconeogênese. 

Acredita-se então, que o menor fluxo de precursores gliconeogênicos decorrente da ação da 

insulina em tecidos periféricos, especialmente sobre o tecido adiposo, suprime a produção de 

glicose pelo fígado. 

As manifestações metabólicas decorrentes da ação da insulina no tecido hepático 

também foram melhores elucidadas através do uso de animais geneticamente modificados. A 

ablação do receptor de insulina especificamente no tecido adiposo e no músculo esquelético, 

com sinalização normal no fígado, deu claras evidências do efeito direto da insulina sobre os 

hepatócitos [32]. Esses camundongos mantêm sensibilidade normal à insulina hepática e não 

desenvolvem diabetes, contudo, apresentam comprometimento na tolerância à glicose, 

indicando que o prejuízo na ação da insulina no fígado é um componente importante para o 

desenvolvimento do diabetes. 

A criação do modelo geneticamente modificado de camundongos nocautes do 

receptor de insulina no fígado, denominado de camundongos LIRKO (liver-specific insulin 

receptor knockout) efetivamente mostrou que a ausência do receptor causa severa resistência 

á insulina, intolerância à glicose e incapacidade da insulina em suprimir a produção hepática 

de glicose [33, 34]. Ensaios experimentais adicionais realizados nas últimas décadas têm 

demonstrado que a presença da insulina é fundamental para a expressão gênica de enzimas 

envolvidas com a gliconeogênese, como a fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK) e 

glicose-6-fosfatase (G6Pase) [8]. Prejuízos na propagação do sinal da insulina no fígado na 

obesidade são capazes de aumentar a produção hepática de glicose e subsequentemente causar 

alteração de início na glicemia pós-prandial e tardiamente na glicemia de jejum. Portanto, 

moléculas capazes de regular positivamente a ação da insulina podem, por conseguinte, 

melhorar a homeostase da glicose. Nesse sentido, a proteína recém-descoberta Rock é capaz 

de mediar à sinalização da insulina, com ação em diferentes tecidos, incluindo o fígado e o 

músculo esquelético. 
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2.4 Papel da Rho-Kinase (Rock) em mediar a Sinalização da Insulina 

 

Rho-Kinase (Rock) é uma serina/treonina quinase identificada como uma proteína de 

ligação ao GTP [35] e possui duas isoformas Rock1 ou alfa [36] e Rock2 ou beta [37]. Esta 

proteína pode ser ativada pela ligação do complexo RhoA/GTP em seu domínio para 

ligação da Rho (Rho binding domain – RBD) ou pode ser inativa pela ligação do complexo 

RhoE/GTP neste mesmo domínio [35–38]. As moléculas ativadoras e inibidoras da Rock 

(RhoA e RhoE, respectivamente) têm suas atividades controladas pela proteína envolvida na 

ativação de pequenas GTPases, a GEF e pela proteína envolvida na desativação de pequenas 

GTPases, a GAP [39]. A Rock está envolvida em várias funções celulares tais como: 

organização da actina, adesão celular, motilidade celular e vascular e na contração do 

músculo liso. Os primeiros estudos realizados envolvendo proteínas da família Rho foram 

realizados em 1994, por Chong e colaboradores [40], Takai e colaboradores [41] e Ridley 

[42] em que os autores propuseram que proteínas da família Rho poderiam desempenhar a 

importante função de transmitir sinais intracelulares em diferentes tecidos. 

Em 1997 Farah e colaboradores [43] sugeriram que o IRS-1 possui domínios com 

atração pela proteína Rock. Posteriormente, Begum e colaboradores [44] mostraram que após 

a Rock ser ativada pela enzima RhoA, ocorre a associação da Rock com o IRS-1 e então 

ocorria a fosforilação no resíduo serina dessa molécula em tecido muscular liso. Adiante, em 

2005 Furukawa e colaboradores [11] sugeriram que a fosforilação em serina proposta por 

Begum acontecia nos resíduos serina 632/635 e que após ocorrer este fenômeno acontecia o 

aumento da fosforilação da Akt. Assim, Furukawa e colaboradores propuseram o 

mecanismo pelo qual a Rock poderia controlar a homeostase glicêmica através da 

fosforilação da Akt tanto em células musculares bem como em adipócitos (9). Neste estudo, 

os autores propõem o mecanismo de atuação da Rock em aumentar a fosforilação da Akt por 

fosforilar diretamente os substratos do receptor de insulina 1 (IRS-1) em serina nos 

resíduos 632/635 (Figura 1). A teoria de atuação da Rock proposta pelos autores é que após 

ocorrer a estimulação pela insulina, a Rock é ativada pelo GTP e rapidamente fosforila o IRS-

1 em seus resíduos de serina, que irá ativar a PI3-K levando assim, ao aumento da captação 

de glicose pelo músculo. Em adição, os autores mostraram que a inibição da Rock, por 

reduzir a sinalização da insulina, reduz a captação de glicose em célula muscular e em 

adipócito e, ainda, os autores concluem que quando inibida, a Rock pode levar ao estado de 

resistência à insulina no músculo esquelético [11]. 
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Figura 1. Mecanismo de ação pelo qual a Rock regula a sinalização e o metabolismo de glicose 

mediado pela insulina no músculo esquelético (Furukawa et al., 2005). 

 

A seguir, Lee et al., em 2009 analisaram os efeitos da inibição da Rock tanto em 

camundongos machos bem como em fêmeas e mostraram que animais, independentemente do 

sexo, quando há a anulação da Rock desenvolvem a resistência à insulina por apresentarem 

menor fosforilação da IRS-1 em serina 632/635 e com isso menor ativação da PI3-q [45]. 

Em análises de tecido muscular de humanos magros, obesos não diabéticos e obesos 

diabéticos, Chun et al (2011) [46] mostraram que após o estímulo com insulina houve 

aumento da fosforilação da Rock nos indivíduos magros e obesos não diabéticos, mas não nos 

sujeitos obesos diabéticos [46]. Ainda em indivíduos diabéticos, Nakamura et al 2006 [47], 

mostraram que sujeitos hiperglicêmicos apresentaram maiores níveis de mRNA de insulina e 

com isso o aumento na transcrição do gene de insulina por meio da supressão da via Rho/Rho 

kinase, levando esses indivíduos ao estado de hiperinsulinemia (40). 

Na luz destes achados, parece evidente que a proteína Rock tem efeitos importantes no 

controle metabólico e na sinalização da insulina, podendo estar envolvida no 

desenvolvimento de algumas doenças, especialmente obesidade e DM tipo 2 [48]. Como 

o exercício físico tem efeitos positivos sobre a sinalização da insulina, sobretudo sobre o IRS-

1 [49], é possível que ele atue no metabolismo da Rock tanto no fígado bem como no tecido 

muscular esquelético. 
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2.5 Exercício Físico e Sinalização da Insulina no Músculo Esquelético e Tecido 
Hepático 

 

O exercício físico regular favorece a homeostase glicêmica em indivíduos diabéticos, 

sendo um importante componente para o tratamento do DM tipo 2 [50]. Em humanos e 

modelos animais de experimentação, o treinamento aeróbio aumenta a captação de glicose 

estimulada por insulina [51, 52] e reduz a secreção de insulina em resposta aos níveis 

glicêmicos [53], contribuindo com isso com a homeostase da glicose. Os efeitos positivos do 

exercício físico, tanto agudo quanto crônico, foram confirmados em experimento com uso da 

técnica do clamp hiperinsulinêmico-euglicêmico, em que foi observado aumento na captação 

de glicose nos grupos exercitados comparado a seus pares inativos no mesmo período [54]. 

Diversos mecanismos podem aumentar a captação de glicose em resposta ao exercício 

físico. Incluindo o aumento no fluxo sanguíneo, aumento na ligação da insulina ao seu 

receptor de membrana (IR), aumento na atividade da AMPK, entre outros [51, 54–56]. 

Na condição de repouso, o principal evento relacionado a captação de glicose envolve 

a ligação da insulina ao seu receptor e subsequente autofosforilação, desencadeando uma 

cascata de sinalização intracelular. Estudos que procuraram investigar o efeito do exercício 

físico sobre a sinalização da insulina, demostraram aumento na fosforilação do IRS-1 e IRS-2 

e aumento da atividade da PI3q no músculo após 5 dias de treinamento em roedores [57]. Tal 

efeito positivo foi evidenciado também por Wojtaszewski e colaboradores em 2005, que 

encontraram aumento na captação de glicose e na atividade da glicogênio síntase em 

resposta ao exercício físico em jovens saudáveis [58]. Neste estudo, não foi encontrado 

mudanças nas proteínas proximais da via de sinalização da insulina. 

Os estudos pioneiros e mais importantes no meio científico onde é evidenciado o 

efeito benéfico do exercício físico sobre a via de sinalização de insulina foram desenvolvidos 

por Wojtaszewski e colaboradores em 1999 [20], Wojtaszewski e colaboradores em 2000 [58] 

e Luciano e colaboradores em 2002 [49]. Wojtaszewski e co-autores mostraram que animais 

exercitados após o estímulo com insulina não apresentavam diferença na fosforilação do IR 

em relação ao animal sedentário, mas quando analisaram a atividade da enzima PI3-q 

observaram que animais exercitados apresentam a atividade da PI3-q maior em relação ao seu 

controle sedentário e consequentemente maior fosforilação e atividade da Akt. 

Posteriormente, através de um protocolo de exercício aeróbio de natação para ratos magros, 
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Luciano e co-autores também não encontraram diferença na fosforilação em tirosina da 

subunidade β do receptor de insulina entre animais treinados e controles sedentários após o 

estímulo com insulina. No entanto, os autores mostraram aumento na fosforilação dos 

substratos do receptor de insulina (IRS-1 e IRS-2) após estes animais serem estimulados com 

insulina [49]. Em estudo realizado com humanos, Wojtaszewski e co-autores avaliaram a 

fosforilação do IR no músculo esquelético após o exercício físico. Neste estudo, os sujeitos 

realizaram exercício físico em uma perna, enquanto a outra permaneceu em repouso, após o 

exercício foi possível observar que também não houve diferença na fosforilação do IR quando 

comparada a perna exercitada com a que permaneceu em repouso.  

A partir de estudos prévios em nosso laboratório foi observado que animais obesos 

apresentam significativa diminuição da fosforilação em tirosina do receptor de insulina e 

do substrato do 1 do receptor de insulina (IRS-1), e este aspecto foi restaurado após o 

exercício físico. Estes  resul tados demonstram que  o exercício físico pode promover 

al terações nas etapas iniciais da via de sinalização da insulina, mas a mecanística 

explicando o motivo pelo qual não foi encontrado diferença na fosforilação do IRβ, mas maior 

fosforilação a partir do IRS-1 não foi elucidado até o momento. Uma vez que a Rock atua 

fosforilando o IRS-1 em serina 632/635 e também em tirosina promovendo maior fosforilação 

da Akt [46, 59], acredita-se que este mecanismo poder ser de extrema importância para 

explicar estes achados de Luciano e colaboradores em 2002 [49].  

Além disso, estudos nas últimas décadas têm demonstrado que os efeitos do exercício 

não acontecem apenas no músculo esquelético, tecido diretamente envolvido com a contração 

muscular. Os efeitos favoráveis do exercício físico na ação da insulina se estendem ao tecido 

hepático. 

A produção hepática de glicose é um processo metabólico essencial para a 

manutenção da glicemia nos períodos pós-prandiais, bem como durante a realização de um 

exercício físico. Para que haja este controle glicêmico, o fígado se utiliza de duas vias 

metabólicas, como: a) degradação do glicogênio hepático (glicogenólise) e b) pela síntese de 

nova molécula de glicose (gliconeogênese) a partir de precursores não glicídicos, como 

aminoácidos (principalmente alanina), lactato, glicerol e piruvato [60–62]. 

A velocidade da gliconeogênese é controlada principalmente pela atividade de 

enzimas que atuam em reações irreversíveis da via, como a PEPCK e a G6Pase, previamente 

apresentadas [62]. A expressão dos genes destas enzimas é controlada por hormônios, 
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principalmente a insulina, o glucagon e glicocorticóides. A insulina inibe a 

gliconeogênese por inativar a expressão da PEPCK e da G6Pase. A excessiva produção de 

glicose e o descontrole desta via de transcrição são fatores que contribuem para a 

hiperglicemia de jejum e pós-prandial característica no DM tipo 1 e DM tipo 2 [62]. 

A regulação no nível transcricional dos genes da PEPCK e da G6Pase envolve um 

cross-talk entre diversos fatores de transcrição. Os promotores da expressão destes genes 

têm sido amplamente estudados e sabe-se que eles são induzidos por vários estímulos 

(glucagon via AMPc, glicocorticóides) e fatores de transcrição (HNF-4α, Foxo1, PGC-1α) 

[62]. 

A proteína PGC-1α promove a ativação dos genes gliconeogênicos ao se interagir com 

o fator nuclear de hepatócito 4α (HNF-4α) e o fator transcricional Foxo1 no núcleo. Este 

processo está bastante aumentado nas situações de jejum, durante a realização de um 

exercício físico de longa duração e em condições patológicas, como no diabetes [61–63]. 

Por outro lado, em situações pós-prandiais, em que há aumento da liberação de 

insulina, a ação deste hormônio promove a ativação da via PI3-q/Akt. Depois de ativada, a 

Akt fosforila a Foxo1 levando sua inibição e translocação do núcleo para o citoplasma. 

Esta fosforilação também promove a dissociação Foxo1/PGC-1α, que por consequência, 

inativa a ação promotora da PGC-1α [61–63]. 

Após o exercício físico o organismo se dispõe de diversos mecanismos para o retorno 

da homeostase e para recuperação ao estresse sofrido, tais como: 1- a captação de glicose 

continua aumentada, tanto nas células musculares, como hepáticas; 2- há um aumento da 

atividade da enzima glicogênio sintase (GS) muscular e hepática, para que os estoques de 

glicogênio sejam restaurados e até mesmo, aumentados em relação ao conteúdo existentes 

pré-exercício (supercompensação) e 3- há um aumento da fosforilação da Foxo1, que leva à 

redução da atividade da PGC-1α como agente transcritor no núcleo do hepatócito e 

consequentemente resultando em uma diminuição da gliconeogênese, por reduzir a 

transcrição das enzimas gliconeogênicas PEPCK e G6Pase [14]. 

Estudos prévios em nosso laboratório demonstraram que animais obesos induzidos por 

dieta rica em gordura apresentam diminuição na sinalização da insulina e isto foi 

acompanhado por aumento nos níveis proteicos de PEPCK e G6Pase e, consequentemente, 

pelo aumento na produção hepática de glicose [8, 64]. Ao contrário, animais obesos, quando 

exercitados, tiveram melhora na sinalização da insulina, aumento na fosforilação de Foxo1 e 
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redução das enzimas gliconeogênicas. Em adição, foi demonstrado que animais submetidos a 

dieta rica em gordura apresentaram maior expressão de PGC1-α e de sua associação com a 

Foxo1 no núcleo dos hepatócitos, sendo estas alterações revertidas com o treinamento físico. 

Portanto, pode-se dizer que a prática regular de exercício físico é de suma importância para a 

redução da produção de glicose pelo fígado [8, 64]. 

Portanto, fica claro o papel do exercício físico em promover alterações positivas sobre 

a via de sinalização da insulina tanto no tecido muscular esquelético como no hepático e 

assim, conseguindo reduzir a hiperglicemia de jejum em organismos obesos e diabéticos. 

Ainda nenhum estudo foi realizado mostrando se estas alterações positivas em resposta ao 

exercício físico sobre a via de sinalização da insulina no tecido muscular e hepático é em 

decorrência ou não da participação da proteína Rock.  

3 OBJETIVOS 

 

3.1  Objetivo Geral 

 

O presente estudo objetivou investigar o metabolismo da proteína Rock e o seu papel 

após a realização de exercício físico aeróbio na sinalização da insulina no tecido muscular e 

hepático em animais obesos.  

Para isso, este estudo foi dividido em 2 etapas, onde inicialmente objetivou-se elucidar 

o metabolismo da Rock no tecido hepático e muscular sobre a homeostase glicêmica 

(Universidade de Medicina de Harvard) e em uma segunda etapa, o objetivo foi para avaliar o 

papel da Rock em resposta ao exercício físico no tecido muscular e hepático. 

3.2 Objetivos Específicos para a Etapa 1 

 

Esta etapa consistiu em investigar o papel da Rock no tecido hepático e muscular, para 

isso lançamos mão do uso de 3 tipos de animais geneticamente modificados. 

1-  Animais geneticamente modificados que apresentam superatividade da 

Rock 1 no Fígado, investigar:  



1
5 

 

 15 

a. Durante 12 semanas, avaliar o comportamento do ganho de peso corporal e 

glicemia de camundongos que apresentam a superatividade da Rock 1 no 

fígado e submetidos a uma dieta hiperlipídica; 

3.2.1 Após 12 semanas submetidos a dieta hiperlipídica, avaliar a sensibilidade à insulina 

de animais.  

2- Animais geneticamente modificados que apresentam deleção da Rock 1 no fígado, 

investigar: 

a. Durante 21 semanas avaliar o comportamento do ganho de peso de 

camundongos nocautes da Rock 1 no fígado e submetidos a uma dieta 

hiperlipídica; 

3.2.2 Após 21 semanas submetidos a uma dieta hiperlipídica, avaliar a sensibilidade à 

insulina e acúmulo de gordura hepática de camundongos nocautes da Rock 1 no 

fígado. 

3-  Animais geneticamente modificados que apresentam superatividade da Rock 1 no 

músculo, investigar: 

a. A fosforilação de proteínas essenciais na captação de glicose no tecido 

muscular de animais saudáveis submetidos a uma dieta controle; 

3.2.3 Durante 9 semanas, avaliar o comportamento do ganho de peso e glicemia de 

camundongos que apresentam a superatividade da Rock 1 no músculo e submetidos 

a uma dieta hiperlipídica; 

3.2.4 Após 9 semanas submetidos a uma dieta hiperlipídica, avaliar a fosforilação de 

proteínas essenciais na captação de glicose de camundongos que apresentam a 

superatividade da Rock 1 no músculo. 

3.3 Objetivos Específicos para a Etapa 2 

Esta etapa consistiu em investigar o metabolismo da Rock após o exercício físico 

aeróbio em camundongos obesos para elucidar se as alterações positivas decorrentes do 

exercício físico na sinalização da insulina são decorrentes ou não da atuação da proteína Rock. 

Para isso esta etapa teve como objetivo:  

4 – No tecido hepático: 
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a. Avaliar o metabolismo da via de sinalização da insulina, através da 

fosforilação de proteínas essenciais na transdução do sinal da insulina após 

o exercício físico; 

3.3.1 Avaliar a formação de nova glicose a partir da administração de piruvato após o 

exercício físico; 

b. Avaliar o metabolismo da Rock 1 e 2 através de suas expressões e da 

expressão de suas moléculas: ativadora (RhoA) e inibidora (RhoE) após o 

exercício físico. 

4- No tecido muscular: 

a. Avaliar a intensidade do exercício físico que induz o maior aumento nos 

níveis proteicos de Rock (60% e 80% da potência máxima) e por quanto 

tempo perdura este efeito após o exercício (16, 24 e 32h após). 

3.3.2 Avaliar o metabolismo da via de sinalização da insulina, através da fosforilação de 

proteínas essenciais no controle da gliconeogênese e formação de glicogênio após o 

exercício físico; 

3.3.3 Avaliar o metabolismo da Rock 1 e 2 através de suas expressões e da expressão de  

suas moléculas: ativadora (RhoA) e inibidora (RhoE) após o exercício físico;  

3.3.4 Avaliar a associação da RhoA com Rock 2; 

3.3.5 Avaliar a associação da RhoE com Rock 2; 

3.3.6 Avaliar a associação da Rock 2 com IRS-1; 

3.3.7 Avaliar a fosforilação do IRS-1 no resíduo serina 632/635. 

 

4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Etapa 1: Análise do metabolismo da Rock no tecido hepático e muscular 

 

Animais 
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Todos os procedimentos utilizados no presente estudo foram aprovados pelo comitê de 

ética de uso e cuidados animais dos EUA (Institutional Animal Care and Use Committee 

(IACUC) da Faculdade de Medicina de Harvard. Os animais foram mantidos em gaiolas de 

polietileno individuais sob condições controladas de ciclo claro-escuro (12/12h), com livre 

acesso a água e ração convencional ou hiperlipídica.  Em todas as etapas do estudo os 

animais foram pesados semanalmente e foi feito o controle da ingestão alimentar.  

4.2 Geração dos animais que apresentam a Rock 1 constitutivamente ativa 

Para a geração dos animais que apresentam a Rock 1constitutivamente ativa (animais 

knockin / CA-Rock 1) no músculo e fígado, um vetor alvo carregando o mutante 

constitutivamente ativo de Rock 1 (human D3 CA-Rock1) foi utilizado como vetor dentro do 

locus ROSA 26 através de recombinação homóloga. O vetor foi introduzido no locus ROSA 

26 pelo fato deste locus já ser comprovadamente o ideal para geração de animais 

constitutivamente ativos, assim ele é comumente usado na engenharia genética para geração 

de animais constitutivamente ativo [65, 66]. Um cassete de parada de transcrição da CA-Rock 

1 foi adicionado, flanqueado por LoxP, antes do vetor CA-Rock 1, para manter a região 

promotora da Rock1 silenciada até a introdução da enzima Cre recombinase. O promotor de 

ubiquitina C foi usado para ativar a expressão do cDNA do CA-Rock 1 somente quando o 

loxP-stop-loxP é removido pela Cre recombinase. Um novo cassete conduzido por um 

promotor da PGK foi usado para facilitar a seleção de clones de células embrionárias positivas 

(Figura 1). Após a transmissão da linha germinativa, os camundongos foram cruzados com 

C57BL/6J cre recombinase para remover o cassete de parada (STOP) e então a CA-Rock 1 

passava a ficar constitutivamente ativada (Figura 2). O papel do vetor mutante da CA-Rock1 é 

de retirar o domínio PH da molécula da Rock e com isso deixar exposto a região kinase da 

Rock1 o que leva a molécula permanecer constitutivamente ativa [65] (Figura 3). 

4.3  CA-Rock 1 no fígado 

Para geração de animais que apresentam a super atividade da Rock1 no fígado, 

animais carregando o vetor mutante da Rock1 no locus ROSA 26 foram cruzados com 

animais geneticamente modificados que carregavam o gene promotor da enzima Cre 

recombinase no fígado (Albumim Cre mice) (Figura 2). 

4.4 CA-Rock 1 no músculo 

Para a geração de animais que apresentam a super atividade da Rock1 no músculo, 

animais carregando o vetor mutante da Rock1 no locus ROSA 26 foram cruzados com 
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animais geneticamente modificados que carregavam o gene promotor da enzima Cre 

recombinase no músculo (Myogen Cre mice) (Figura 2). 

 

Figura 2. O diagrama esquemático ilustra o locus alvo ROSA26, construção do alvo CA-Rock1, e o alelo 
condicional após recombinação homóloga. Em vermelho o agente de parada flanqueado por loxP (loxP-stop-
loxP) que não permite o contato do agente promotor UbiC com a CA-Rock. O agente promotor ubiquitina C 
(UbiC; seta verde) foi usado para elevar à expressão da Rock1 cDNA constitutivamente ativa (CA-Rock1; 
seta azul) [65]. 

 

Figura 3. Esquema de cruzamento de animais geneticamente modificados que carregam o vetor mutante CA-
Rock com animais que carregam a enzima Cre recombinase que atua nos flancos do cassete de parada e 
assim permitindo o contato da UbiC com CA-Rock promovendo a superatividade da Rock. 
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Figura 4. Ilustração da molécula Rock inativa (A) e na forma ativa (B).  

 

 
Figura 5. Esquema da geração dos animais que apresentam a Rock constitutivamente ativa através do vetor 
mutante CA-Rock. A Rock apresenta forte atração entre os domínios kinase e o domínio homólogo à 
plequistrina (PH), isso faz com que a região kinase não fique exposta e desempenhe sua função kinase (4A). 
A Rock, quando ativada, o domínio PH perde afinidade pelo domínio kinase, expondo a região kinase da 
molécula (Figura 3A). O vetor mutante da Rock (CA-Rock 1) atua sobre a molécula da Rock dividindo-a em 
duas partes, sendo uma parte onde está situado o domínio PH e a outra onde se encontra a região de ligação 
da Rho (Rho binding domain) e a região kinase (4B). Com a ausência do domínio PH, que encobre o a região 
kinase, a molécula Rock não fica mais inativa, permanecendo portanto como uma molécula 
constitutivamente ativa. 
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4.5 Animais nocautes da Rock 1 no fígado 

Animais com deleção da Rock 1 no fígado foram gerados através do cruzamento de 

camundongos homozigóticos para o alelo Rock1 loxP-modificado com camundongos que 

carregam a enzima Cre recombinase no fígado (camundongos Albumin Cre – (Alb-Cre)). A 

geração Rock1flox/wt desse cruzamento foi cruzada com camundongos Alb-Cre, para gerar os 

camundongos Rock1flox/flox. Os animais controles também foram obtidos do mesmo 

cruzamento (Figura 5). O animal transgênico Rock 1 loxP foi gerado com sequencias de 

flancos de loxP no alelo 5’ e 3’ da Rock. A geração de animais que possuem a Rock 1 

flanqueada pelos loxP, tiveram a deleção da Rock 1 na presença da enzima Cre recombinase 

[67]. Uma pequena alíquota da cauda dos animais foi extraída para a genotipagem de DNA 

através da reação de polymerase chain reaction (PCR) [68]. Para avaliar a deleção da Rock no 

fígado de camundongos transgênicos Alb-Cre e homozigóticos para loxP, avaliou-se a 

expressão da Rock no tecido hepático. Para a realização dos experimentos foi determinado 

que todos os animais do estudo tinham o mesmo background genético. Para isso, todos os 

cruzamentos do estudo foram realizados entre animais heterozigóticos para a enzima Cre 

recombinase e animais homozigóticos para loxP 1. Assim, após o cruzamento, a genotipagem 

foi realizada e 100% dos animais apresentavam loxP flanqueando o gene da Rock. Os animais 

que não apresentavam a Cre recombinase foram utilizados como controle e os animais que 

apresentavam a Cre recombinase utilizados como animais nocautes. 

 

Figura 6. Esquema representativo da geração de animais nocautes da Rock 1 no fígado a partir do 
cruzamento de animais homozigóticos para loxP flanqueando a Rock 1 e animais Alb-Cre. 
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4.6 Etapa 2: Analisar o papel do exercício físico no metabolismo da Rock no tecido 
hepático e muscular 

4.7 Caracterização dos animais 

Foram utilizados camundongos Swiss com 4 semanas de vida e massa corporal de 15 

a 20g, provenientes do Biotério Central da Unicamp (CEMIBE). Todos os experimentos com 

animais foram realizados de acordo com a legislação brasileira sobre o uso científico de 

animais (lei no 11.794, de 8 de outubro de 2008). Antes do início da prática experimental 

todos os protocolos experimentais foram submetidos à apreciação da Comissão de Ética no 

uso de Animal (CEUA), do Instituto de Biociências, da UNESP – Campus de Rio Claro. 

Os animais foram mantidos em gaiolas de polietileno individuais sob condições 

controladas de ciclo claro-escuro (12/12h), com livre acesso a água e ração convencional ou 

hiperlipídica. Em todas as etapas os animais foram pesados semanalmente e foi feito o 

controle da ingestão alimentar.  

 

4.8 Etapa experimental 1 

A primeira etapa foi composta por teste incremental e protocolo de exercício físico 

agudo com uso de animais controles (magros). Os animais foram adaptados ao exercício em 

esteira rolante durante 5 dias, 10min/dia na velocidade de 3m/min. Conforme padronizado por 

Ferreira e colaboradores em 2007 [69], o teste de carga incremental foi iniciado na velocidade 

de 6m/min, com 0% de inclinação e incrementos de 3m/min a cada 3min até a exaustão 

voluntária dos camundongos, que ocorrerá quando os mesmos encostarem 5 vezes no final da 

esteira no intervalo de 1min. 

A potência máxima (Pmáx) foi definida como a velocidade (m/min) de exaustão 

obtida por cada animal. Após a definição da Pmáx, os animais foram divididos em 2 

grupos experimentais: Grupo 1, animais exercitados em intensidade leve (60% da Pmáx, 

n=6): animais que foram submetidos à uma única sessão de exercício na intensidade 

correspondente a 60% da potência máxima; e Grupo 2, animais exercitados em intensidade 

moderada-alta (80% da Pmáx, n=6): animais que foram submetidos à uma única sessão de 

exercício na intensidade correspondente a 80% da potência máxima. Além disso, será 

utilizado um grupo controle sedentário (Grupo 3), que não foi submetido ao exercício físico. 

Além da intensidade, esta etapa visa determinar por quanto tempo perdura o efeito do 

exercício físico, assim o sacrifício dos animais foi realizado após 16, 24 e 36 horas após o 
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término da sessão de exercício. Objetivou-se, com isso, determinar a melhor intensidade e o 

melhor tempo após o exercício físico que foi capaz de modular os níveis proteicos da proteína 

Rock no músculo e fígado dos animais. Os resultados encontrados nesta etapa foram 

utilizados ao longo de todo o experimento com camundongos obesos induzidos por dieta 

hiperlipídica. 

 

4.9 Etapa experimental 2 

 

Nesta segunda etapa, os camundongos foram divididos em 3 grupos, sendo eles: 

Controle (C, n=6), Obeso sedentário (O-S, n=6), e Obeso treinado (OB-T, n=6). O 

treinamento aeróbio foi composto por 8 semanas divididas em 2 fases: - Fase 1 (F1): foi 

composta por 4 semanas em que o volume foi aumentado gradativamente; - Fase 2 (F2): o 

volume da última semana da fase de treinamento 1 (F1) foi mantido pelas próximas 4 

semanas; cada semana experimental foi composta por 5 dias consecutivos de treinamento e 2 

dias de repouso (conforme tabela 1). O treinamento físico teve início após a indução da 

obesidade com a dieta hiperlipídica (8 semanas) e teve duração de 8 semanas, num total de 16 

semanas de experimento. Novamente, a intensidade e o tempo de sacrifício após a sessão de 

esforço foram definidos na etapa 1. Os resultados obtidos nesta etapa permitiram comparar 

os resultados obtidos na etapa 2, permitindo observar se os efeitos do exercício físico estão 

relacionados a última sessão de exercício ou ao treinamento físico. 

1. Tabela 1. Protocolo de treinamento 

Semana de 
experimento 

Fase do 
treinamento 

Intensidade 
(%Pmax)* 

Volume 
(min) 

Sessões 
diárias 

Inclinação Intervalo entre 
as sessões (h) 

8 F1 60 15 1 0 24 

9 F1 60 30 1 0 24 

10 F1 60 45 1 0 24 

11 F1 60 60 1 0 24 

12-16 F2 60 60 1 0 24 

* Pmáx, potência máxima. A Pmáx será definida na etapa 1 do experimento.Etapa 
experimental 4 

 
4.10 Demais procedimentos experimentais 
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Na etapa 1 do presente estudo foi realizado a análise da sensibilidade á insulina 

através do teste de tolerância á insulina (TTI) e a determinação dos níveis proteicos da 

proteína Rock, através da técnica de imunoblot. Nas demais etapas foram realizadas todos os 

procedimentos descritos a seguir. 

 

4.11 Teste de tolerância à insulina (TTI) 

 

Com jejum prévio de 6 horas e após 24 horas da última sessão de treinamento físico, 

os camundongos foram submetidos ao teste de tolerância à insulina (TTI). Para isso, os 

camundongos receberam injeção intraperitoneal de insulina recombinante humana (Humulin 

R) da Eli Lilly (Indianápolis, IN, USA) na concentração de 1,5 U/kg de massa corporal. 

Amostras de sangue foram coletadas nos tempos 0, 30, 60, 90 e 120 minutos a partir da cauda 

dos animais para a determinação da glicose sérica. O tempo 0 representa o valor basal de 

glicose dos animais que antecedem a injeção de insulina. A taxa constante de captação da 

glicose plasmática (Kitt) foi calculada usando a fórmula 0,693/meia-vida biológica (t1/2). A 

glicose plasmática t1/2 foi calculada a partir da inclinação da última análise dos mínimos 

quadrados da concentração da glicose sérica durante a fase de decaimento linear [70]. 

 

4.12 Teste Tolerância ao Piruvato (TTP)e Conteúdo de glicogênio e  

 

O teste de tolerância ao piruvato (TTP) foi realizado para estimar a gliconeogênese, 

observando os seguintes passos. Os camundongos permaneceram em jejum por 16 horas, e 

depois receberam injeção intraperitoneal de piruvato (2g/kg) dissolvido em salina (Sigma®-

Aldrich, St Louis, MO, USA). Os níveis de glicose sanguínea foram coletados através da 

cauda dos animais a cada 30 min. durante 2h usando um glicosímetro (Advantage. 

Boehringer Mannheim, USA).  

O glicogênio foi quantificado no músculo e fígado dos animais através da técnica 

proposta por Duboys e colaboradores em 1956 [71]. 

 

4.13 Quantificação do perfil lipídico, glicose e insulina séricas de jejum 
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Os níveis séricos de triglicerídeos, colesterol total e suas frações foram analisados 

através de kits comerciais (Laborlab), os níveis de glicose foram determinados pelo método 

colorimétrico utilizando um glicosímetro (Advantage. Boehringer Mannheim, USA). O 

plasma foi separado por centrifugação (1100 G) por 15 minutos a 4˚C e armazenados a - 80˚C 

até serem analisadas. O perfil lipídico circulante será determinado através de Kits comerciais 

(Laborlab®). O teste de radioimunoensaio (RIA) foi utilizado para medir insulina sérica de 

acordo com a descrição prévia [72]. 

 

4.14 Incorporação de glicose marcada no músculo 

 

Visando avaliar o metabolismo da glicose, fatias musculares longitudinais pesando em 

torno de 25 - 35 mg foram incubadas em meio de Krebs-Ringer bicarbonato enriquecido com 

glicose (5,5 mM), contendo [U - 14C] glicose (25 μCi/mL), [3H] 2- deoxiglicose (0,5 μCi/mL) 

e insulina (100 mU/mL) dentro de frascos de vidro por cerca de 1 hora e meia e gaseamento 

contínuo com carbogênio O2/CO2 (95%/5%), sob agitação constante em banho-maria (37°C). 

O CO2 liberado foi captado por hiamina 10x, colocada em aparato de vidro inserido no frasco 

anteriormente citado. Foi avaliada a captação de glicose utilizando-se a 2-deoxiglicose (2-

DG) como marcador, e a incorporação do 14C a glicogênio (síntese), medindo-se a 

radioatividade do 3H da 2-DG e do 14C da glicose, respectivamente. A medida da quantidade 

de glicose oxidada foi feita através da radioatividade do 14C presente na hiamina. O 

lactato radioativo liberado no meio de incubação foi determinado por separação de 

metabólitos em coluna de troca iônica (Dowex-2, Sigma). A descrição completa dos 

procedimentos acha-se descrita em Nunes e Mello, 2005 [73]. 

 

4.15 Eutanásia dos animais 

 

Os camundongos receberam previamente aos procedimentos cirúrgicos e de extração 

dos tecidos injeção intraperitoneal (i.p.) de ketamine chlorohydrate (50 mg/kg; Ketalar; 

Parke-Davis, Ann Arbor, MI) e xylazine (20 mg/kg; Rompun; Bayer, Leverkusen), e 

eutanasiados por decapitação. Todos os animais permaneceram em jejum de 8 horas 

antes dos procedimentos de extração dos tecidos. 
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4.16 Extração dos tecidos, homogeneização e determinação do conteúdo de proteínas 
totais 

 

Amostras do músculo esquelético (gastrocnêmio) e do fígado foram retiradas após 

injeção de 1U/Kg de insulina via intraperitoneal, animais controles receberam salina. Após 

10min da injeção de insulina, amostras do tecido hepático e muscular, respectivamente, 

foram retiradas. Posteriormente elas foram homogeneizadas em tampão de extração (1% 

Triton-X 100,100 mM de Tris (pH 7,4), 100 mM pirofosfato sódico, 100 mM de fluoreto de 

sódio, 10 mM EDTA, 10 mM vanadato de sódio, 2 mM PMSF e 0,1 mg de aprotinina/mL) 

em 4 ºC com o equipamento Tissue Lyzer Polytron PTA 20S generator (Brinkmann 

Instruments model PT 10/35) operado na máxima velocidade por 30s. Os extratos foram 

centrifugados a 11000 rpm a 4˚C em um rotor Beckman 70.1 Ti (Palo Alto, CA) por 40 min 

para remover o material insolúvel, e o sobrenadante foi utilizado para o ensaio. Parte deste 

foi utilizada para determinação do conteúdo das proteínas totais através do método 

fotocolorimétrico de Biureto [74], enquanto que a outra parte foi submetida à 

imunoprecipitação (IP) e imunoblot (IB) com anticorpos específicos. O tecido adiposo 

epididimal, mesentérico, subcutâneo e retroperitoneal foram retirados e pesados em balança 

analítica para comparação entre os grupos. 

 

4.17 Imunoprecipitação 

 

Após determinação do conteúdo de proteínas totais, o sobrenadante foi utilizado para 

imunoprecipitação overnight, a 4 ºC, com anticorpos específicos. O imunoprecipitado foi 

separado com proteína A ou G- Sepharose 6 MB por 12 horas à 4 ºC. Em seguida, as 

amostras foram centrifugadas (11000 rpm, 20 minutos, 4 ºC) e submetidas à lavagem com 

tampão de lavagem por 3 vezes de 5 minutos cada (11000rpm, 4 ºC). As proteínas 

precipitadas foram tratadas com tampão de Laemmli (65) contendo 100 mmol/l de DTT e 

aquecidas em água fervente por 5-10 minutos. A seguir, quantidades iguais de proteína (5 

mg) foram submetidas à eletroforese em gel de poliacrilamida - SDS-PAGE em aparelho de 

eletroforese BIO-RAD (Mini- Protean, Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA). A 

eletrotransferência das proteínas do gel para a membrana foi realizada em 120 V em períodos 

de tempo variáveis em aparelho miniaturizado de transferência da BIO-RAD. A ligação dos 

anticorpos às proteínas não- específicas foi reduzida por pré-incubação da membrana com 
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tampão de bloqueio (5% de leite em pó desnatado; 10 mmol/L de Tris; 150 mmol/L de NaCl; 

0.02% de Tween 20) por 1 hora em temperatura ambiente, como descrito previamente 

por De Souza e colaboradores [75]. Em seguida, as membranas de nitrocelulose foram 

incubadas overnight com anticorpos específicos diluídos em solução para anticorpo, e então, 

lavadas por 15 minutos com solução basal. Em seguida, as membranas foram incubadas por 1 

horas na temperatura ambiente com o anticorpo secundário (com peroxidase-HRP diluído em 

solução basal contendo leite desnatado, 1%) referente às especificações dispostas no primeiro 

anticorpo utilizado. As membranas foram novamente lavadas por 3 vezes de 5 minutos com 

solução basal e incubadas em sala escura com substrato luminol quimioluminescente (Pierce 

Reagents) por 5 minutos e expostas a filmes fotossensíveis de RX Kodak e revelados por 

método tradicional (máquina de Raios-X). As bandas identificadas na autoradiografia foram 

quantificadas nas suas áreas utilizando-se densitometria óptica. Para tal, foi utilizado o 

programa Image J. 

 

4.18 Imunoblot 

 

Após a determinação do conteúdo de proteínas totais, ao sobrenadante foi 

acrescentado tampão de Laemmli [76] contendo 100 mM de DTT, e então aquecido por 5-10 

minutos. Em seguida, quantidades iguais de proteínas (200 μg) foram submetidas à 

eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE conforme descrito anteriormente. 

 

4.19 Avaliação da atividade da Rock 1 

 

A atividade da Rock foi avaliada através da fosforilação de seu principal substrato o 

MYPT-1. Para isso, foi realizado um ensaio onde foi adicionado: tecido muscular (~200mg de 

proteína), ATP e MYPT1 (654-880) (Millipore®). Após 30min sob agitação a 30ºC a reação 

foi neutralizada com a adição do Laemmli 4x. A seguir, as amostras foram submetidas ao 

protocolo convencional de western blotting. A atividade da Rock foi mensurada de acordo 

com a expressão do phospho-MYPT-1 [65]. 
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4.20 Anticorpos utilizados no experimento 

 

Os anticorpos usados para imunoblot serão: anti-IR, antiphospho-IR, anti-IRS-1, 

antiphospho-IRS-1, anti-phospho-IRS-1 (Ser632 e 635), anti-Akt, antiphospho [Ser473] 

Akt, anti-GSK3β, anti-phospho-GSK3β, anti-Foxo1, anti-phospho-Foxo1 (Cell Signaling 

Technology, Beverly, MA), Anti-Rock1, anti-Rock2, anti-G6Pase, anti-PGC-1α, anti-PI3-q 

e anti-α-tubulin (Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, USA). 

 

4.21 Histologia 

 

Após a eutanásia dos animais que apresentam a superativação da Rock 1 no fígado ou 

a deleção deste gene, alíquotas hepáticas foram coletadas para análise do acúmulo de gordura. 

Primeiramente, os tecidos foram incluídos em parafina e cortados em micrótiomo na 

espessura de 5µm. Posteriormente, os cortes foram submetidos a técnica de coloração de 

Hematoxilina e Eosina. Para isso, os cortes foram hidratados por 1 minuto, corados com 

hematoxilina por 10 minutos, lavados e corados com eosina por 5 minutos. Em seguida, os 

cortes foram lavados em água corrente e secados à temperatura ambiente (adaptado de 

Junqueira & Junqueira [77]). 

4.22 Análise Estatística 

 

Todos os resultados foram expressos como média ± E.P.M. Os resultados dos 

“Westerns blot ou imunoblot” foram apresentados como comparações diretas das bandas 

proteicas nas autorradiografias, as quais foram quantificadas através de densitometria usando 

o programa Image J. Os dados foram analisados através de teste “t de Student”, quando 

comparados dois grupos. E análise de variância (Anova), seguida do teste de múltiplas 

médias de Bonferroni, quando apropriado para comparar os grupos controle e experimentais. 

A significância estatística adotada foi de p<0,05. O programa Prisma foi empregado para 

efetuar as análises. 

5 RESULTADOS 
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5.1 Controle de segurança para análises de western blotting e imunopreciptação 

Com o objetivo de estabelecer um rigoroso controle nas análises de western blotting e 

imunopreciptação do presente estudo, após a homogeneização das amostras, inicialmente foi 

realizada a quantificação das proteínas totais. Para um fidedigno resultado, as amostras em 

triplicatas, foram calculadas a partir de uma curva de amostras padrão (0 - 2,5mg de 

proteína/ml) que continha 11 pontos com intervalos de 0,25mg/ml de proteína entre cada 

ponto da curva. A quantificação das proteínas para as amostras só eram calculadas uma vez 

que o “R2” da curva padrão fosse ≥ 0,90 (exemplo da curva padrão Figura 6). 

 

Figura 7. Representação da curva padrão de proteína para quantificação de proteína total das amostras para 
ensaios de wetern bolotting e imuniprecipitado. O cálculo da proteína total das amostras somente era 
realizado se o “R2” fosse ≥ 0,90. 

 

A avaliação visual da coloração da membrana após sua imersão em solução de 

ponceau, com o objetivo de comprovar que foi utilizada a mesma quantidade de proteína para 

todas as amostras, foi realizada após a quantificação de proteínas totais das amostras e das 

corridas e transferências em gel de acrilamida e membrana de nitrocelulose respectivamente. 

Dava-se continuidade ao ensaio de western blotting ou imunopreciptação somente se a 

imagem da membrana após coloração com solução de ponceau fosse homogênea entre todas 

as colunas, vide exemplos de membranas coradas na figura 7 ( Figura 7A-F). 

Após a quantificação de proteínas totais das amostras, corridas em gel de acrilamida e 

transferidas do gel para a membrana de nitrocelulose, foi realizada a avaliação visual da 

coloração da membrana após sua imersão em solução de ponceau com o objetivo de 

comprovar que foi utilizada a mesma quantidade de proteína para todas as amostras. Dava-se 

continuidade ao ensaio de western blotting ou imunopreciptação somente se a imagem da 
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membrana após coloração com solução de ponceau fosse homogênea entre todas as colunas, 

vide exemplos de membranas coradas na figura 7 ( Figura 7A-F).  

 

Figura 8 Exemplos de algumas membranas de nitrocelulose após a transferência de proteínas do gel de 
acrilamida para a membrana e após a coloração com a solução de ponceau obtidas durante o estudo. A 
homogeneidade entre as amostras foi avaliada através da similaridade da intensidade da cor vermelha 
entre as colunas. As membranas de A – E são resultantes do ensaio de western blotting e membrana F 
é derivada do ensaio de imunopreciptação. 

 

5.2 Avaliação genética da superativadade e noucaute da Rock 1 

Para a geração de animais que possuem a Rock 1 superativada, tanto no tecido 

hepático ou muscular, primeiramente é necessário que estes animais expressem o 

flanqueamento de loxP no cassete de parada (para a superatividade da Rock 1) ou 
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flanqueamento de loxP no alelo 5 e 5’ da Rock 1 (para os animais nocautes de Rock 1). Na 

figura 8A, há um exemplo de resultado encontrado nas análises genéticas para loxP, animais 

que não expressam a banda não possui os pares de flancos em sua cadeia genética, ao 

contrário animais que expressam a banda apresentam os pares de loxP para flanquear ou o 

cassete de parada nos CA-Rock 1 ou no alelo 5 e 5’ da Rock para os animais nocautes. 

A enzima Cre recombinase tem como função atuar nos flancos de loxP para retirar o 

cassete de parada nos animais CA – Rock1 ou no alelo 5 e 5’ da Rock 1 para os animais 

nocautes. A análise de sua genotipagem é exemplificada na Figura 8B. Animais que 

apresentam somente a banda superior não expressam a Cre recombinase, já os animais que 

expressam as duas bandas são animais que expressam a enzima Cre recombinase (Figura 8B). 

A enzima CA-Rock1 atua em retirar o domínio PH da molécula Rock 1 e com isso faz 

com que não ocorra a sobreposição e inativação do domínio kinase da Rock. Os animais 

geneticamente modificados que possuem ou não a expressão da CA-Rock 1 também foram 

avaliados através de genotipagem para decteção da CA – Rock 1 em sua cadeia genética. Na 

figura 8C é exemplificado os resultados encontrados durante o experimento, animais que 

apresentaram uma banda são os animais que expressam a CA-Rock1, por outro lado os 

animais que não apresentam a banda são os animais que não expressam a enzima CA-Rock1 

(Figura 8C). 

 

 

Figura 8 

 

5.3 Resultados referentes a superativação da Rock 1 no fígado 

 

Após 12 submetidos à uma dieta rica em gordura, foi possível observar que animais 

quando apresentavam a superatividade da Rock 1 no fígado ganharam mais peso corporal em 

relação a animais controles quando ambos foram submetidos a uma dieta rica em gordura 
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(Figura 9A e B). Ainda, no mesmo estudo após 12 submetidos à uma dieta rica em gordura, 

foi possível observar que animais quando apresentavam a superatividade da Rock 1 no fígado 

apresentaram maior glicemia ao longo de todo o experimento em relação a animais controles 

quando ambos foram submetidos a uma dieta rica em gordura (Figura 10A e B). Ao final do 

experimento foi possível observar que estes animais também se tornaram mais resistentes à 

insulina através do teste de tolerância à insulina (Figura 11), mais intolerantes à glicose e 

hiperinsulinêmicos (Figura 12A-C) e acumularam mais gordura no tecido hepático (Figura 

13). 

 

Figura 10. Peso corporal de animais com superativação da Rock 1 no fígado ao longo de todo o experimento 
(Figura 6A) e ao final de 12 semanas submetidos a uma dieta rica em gordura (Figura 6B). Para cada grupo 
foi utilizados 10 animais. O teste t-student foi utilizado para comparação entre as médias dos dois grupos e o 
valor de P utilizado foi de P<0,05. 
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Figura11. Glicemia de animais com superativação da Rock 1 no fígado ao longo de todo o experimento 
(Figura 7A) e ao final de 12 semanas submetidos a uma dieta rica em gordura (Figura 7B). Para cada grupo 
foi utilizados 10 animais. O teste t-student foi utilizado para comparação entre as médias dos dois grupos e o 
valor de P utilizado foi de P<0,05. 

 

 

Figura 12. Teste de tolerância à insulina realizado ao final do experimento (12 semanas). Para cada grupo foi 
utilizados 10 animais. Anova two-way foi utilizado para a comparação entre as variáveis glicemia e tempo 
durante o teste. e o valor de P utilizado foi de P<0,05. 
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Figura 13. Dados referentes ao teste de tolerância à glicose, glicemia durante o teste (Figura A) e área sob a 
curva (Figura B). Antes do início do teste, em jejum, amostras de sangue foram coletadas para análise dos 
níveis de insulina circulante (Figura C). Para cada grupo foi utilizados 10 animais. O teste t-student foi 
utilizado para comparação entre as médias e anova two-way foi utilizado para a comparação entre as 
variáveis glicemia e tempo durante o teste. O valor de P utilizado foi de P<0,05. 
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Figura 13. Análise histológica representativa do acúmulo de gordura hepático ao final do período experimental através 
da coloração com hematoxilina e eosina de animais controles e animais que apresentam a superativação da Rock 1). 
Para cada grupo foram utilizados 4 animais. 

 

5.4 Resultados referentes a deleção da Rock 1 no fígado 

 

Desde o início do período experimental foi visto que animais com deleção da Rock 1 

no tecido hepático ganham mais peso que animais controles quando ambos são submetidos a 

uma dieta rica em gordura. Este maior ganho de peso para o grupo CA – Rock 1 foi 

aumentando de acordo com tempo decorrer do projeto até sua última semana. Após 15 

semanas alimentados com dieta rica em gordura, animais com deleção da Rock 1 no fígado 

apresentaram redução do peso corporal (Figura 14), menor resistência à insulina (Figura 15) e 

menor acúmulo de gordura hepático (Figuras 16). 
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Figura 14. Análise do peso corporal de animais com deleção da Rock 1 antes e após serem submetidos a uma dieta 
hiperlipídica. Para cada grupo foi utilizados 10 animais. Anova two-way foi utilizado para a comparação entre as 
variáveis peso e tempo durante o teste, e o valor de P utilizado foi de P<0,05. 

 

Figura 15. Teste de tolerância à insulina realizado ao final do experimento. Animais controles e animais com deleção da 
Rock 1 no tecido hepático (Rock 1 KO) após 15 semanas alimentados com dieta rica em gordura. Para cada grupo foi 
utilizados 10 animais. Anova two-way foi utilizado para a comparação entre as variáveis glicemia e tempo durante o 
teste, e o valor de P utilizado foi de P<0,05. 
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Figura 16. Análise histológica representativa do acúmulo de gordura hepático ao final do período experimental através 
da coloração com hematoxilina e eosina de animais controles e com deleção da Rock 1 no fígado (Rock 1 KO). Para 
cada grupo foram utilizados 4 animais.  

 

5.5 Resultados referentes a superativação da Rock 1 no músculo em animais 
alimentados com dieta controle e hiperlipídica 

 

5.5.1.1 Efeitos da Superativação da Rock 1 no músculo de animais alimentados com dieta 

controle 
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Com 8 semanas de idade, animais controles e animais geneticamente modificados, que 

apresentam a superatividade da Rock 1 no músculo, alimentados com ração controle não 

apresentaram diferença no peso corporal bem como na sensibilidade à insulina (Figura17 A e 

B). 

 

Figura 17. Análise do peso corporal (Figura A) e da sensibilidade à insulina (Figura B) de animais controles e animais 
que apresentam a Rock 1 superativada após 8 semanas alimentados com dieta padrão ao longo de todo o experimento. 
Foi utilizado 8 animais por grupo e o teste t-student foi utilizado para comparação entre as médias. 

 

Após o estímulo com insulina a fosforilação de algumas proteínas chaves envolvidas 

na sinalização da insulina no tecido muscular mostrou que mesmo o receptor de insulina 

apresentando menor estímulo para o grupo CA-Rock1 (Figura 18A) a propagação do sinal da 

insulina parece aumentar nestes animais que mantém a Rock 1 muscular constitutivamente 

ativa, este fenômeno foi observado através da fosforilação das proteínas distais da via de 

sinalização da insulina Akt e S6K (Figuras 13B e C respectivamente), sugerindo a ação da 

Rock 1 em fosforilar o IRS-1 em serina 632/635 e com isso amplificando o sinal insulínico 

nestes animais. 
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Figura 18. Análise da fosforilação de proteínas chaves da via de sinalização da insulina de animais controles e CA-
Rock1. Dois animais de cada grupo foram utilizados sem estimulação de insulina e dois animais por grupo foram 
estimulados com insulina, com exceção da análise da proteína S6 fosforilada onde 5 animais CA-Rock 1 foram 
avaliados. A comparação das médias dos grupos estimulados foi realizada através do este t-student e o valor de P 
utilizado foi de P<0,05 ( Figuras A, B e C). 

 

5.5.1.2 Efeitos da Superativação da Rock 1 no músculo de animais alimentados com dieta 

hiperlipídica 

 

Camundongos C57/BL com 6 semanas de idade, após serem alimentados com dieta 

rica em gordura por 9 semanas, os animais não apresentaram diferença entre os grupos 

controle HFD e CA-Rock 1 no ganho de peso (Figura 19), bem como na tolerância à glicose 

(Figuras 20A e B) e sensibilidade à insulina (Figura 21A e B).  
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Figura 19. Análise do peso corporal após os animais começarem a ser alimentados com dieta rica em gordura durante 9 
semanas. Cada grupo foi composto por 8 animais/grupo. A média dos grupos foi comparada utilizando o teste t-student 
e o valor de P utilizado foi de P<0,05. 

 

 

Figura 20. Análises do teste de tolerância à glicose ao final do período experimental. Cada grupo foi composto por 8 
animais/grupo. A média dos grupos foi comparada utilizando o teste t-student e o valor de P utilizado foi de P<0,05. 
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Figura 21. Análises do teste de tolerância à insulina ao final do período experimental. Cada grupo foi composto por 8 
animais/grupo. A média dos grupos foi comparada utilizando o teste t-student e o valor de P utilizado foi de P<0,05. 

A atividade da Rock -1 foi avaliada através da fosforilação de seu principal substrato, 

o MYPT-1. Foi mostrado que animais CA- Rock1 apresentam valores até duas vezes maior 

em relação à atividade da Rock 1 em comparação ao seu controle controle (Figura 22). 

 

Figura 22. Análise da atividade da Rock 1 foi avaliada através da fosforilação de seu principal substrato, a proteína 
MYPT-1. Foram utilizados 3 animais para o grupo controle e 4 animais para o grupo CA-Rock 1. A média dos grupos 
foi comparada utilizando o teste t-student e o valor de P utilizado foi de P<0,05. 

Em relação a atividade das proteínas envolvidas na sinalização da insulina, foi visto 

maior fosforilação somente para o IRS-1 no resíduo tirosina 608 e as proteínas Akt e AS160 

apresentaram uma tendência a maior fosforilação após serem estimuladas por insulina 

(Figuras 23A, B, C e D).  
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Figura 23. Análise da fosforilação de proteínas chaves da via de sinalização da insulina de animais controles e CA-Rock1 submetidos a dieta hiperlipídica ( Figura A). Dois animais de cada 
grupo foram utilizados sem estimulação de insulina e quatro animais por grupo foram estimulados com insulina. A comparação das médias dos grupos estimulados foi realizada através do 
este t-student e o valor de P utilizado foi de P<0,05 ( Figuras B, C e D). 
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5.6 Resultados referentes às respostas do exercício físico no peso corporal, sensibilidade 
à insulina e tolerância à glicose 

 

Incialmente, na fase 1 do estudo os animais foram divididos por 6 semanas em dois 

grupos, grupo controle e grupo obeso. Durante a fase 1 os animais do grupo obeso ganharam 

mais peso que os animais do grupo controle como esperado (Figura 24 A, B e C). Após seis 

semanas alimentados com dieta rica em gordura o teste de tolerância à insulina foi realizado 

para confirmação da instalação da resistência à insulina para o grupo obeso em relação ao 

controle (Figura 25 A e B). 

Durante a fase 2, uma parte de animais do grupo obeso iniciou o protocolo de 

exercício físico e ao final do experimento foi possível observar que os animais obesos 

permaneceram adquirindo peso corporal enquanto o grupo obeso submetido ao exercício 

físico reduziu o ganho quando comparado ao obeso sedentário (Figura 24 A, D e E). 

Após a fase 2, o teste de tolerância à insulina foi realizado novamente para análise da 

sensibilidade à insulina dos animais obesos após realização do protocolo de exercício físico. 

Foi mostrado que animais obesos após a prática de exercício físico reduzem a resistência à 

insulina em comparação ao obeso sedentário (Figura 25 C e D). 

Ao final do estudo, a quantidade de tecido adiposo de diferentes regiões foi avaliada. 

Foi visto que o protocolo de treinamento físico promoveu perdas de massa adiposa nas regiões 

retroperitoneal, mesentérica e epedidimal (Figura 26). 
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Figura 24. Análise do peso corporal dos animais ao longo de todo o experimento o qual foi dividido em 2 fases, sendo a 
primeira fase (6semanas) realizada apenas para a indução da resistência à insulina e a segunda fase (6semanas) para o 
seu tratamento. Durante a primeira fase foram utilizados 12 animais para o grupo controle e 24 animais para o grupo 
obeso. Na segunda fase o grupo obeso foi divido em 2 grupos obeso e obeso treinado onde cada grupo foi composto por 
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12 animais. O teste t-student foi utilizado para comparação entre 2 médias e ANOVA one-way para comparações entre 
3 médias obtidas durante a segunda fase do experimento. 

 

 

Figura 25. Análise da sensibilidade à insulina após a primeira fase (6 semanas com dieta hiperlipídica), realizada apenas 
para a indução da resistência à insulina e após a segunda fase (6semanas com dieta hiperlipídica e seu tratamento com 
exercício físico). Durante a primeira fase foram utilizados 12 animais para o grupo controle e 24 animais para o grupo 
obeso. Na segunda fase o grupo obeso foi divido em 2 grupos obeso e obeso treinado onde cada grupo foi composto por 
12 animais. O teste t-student foi utilizado para comparação entre 2 médias e ANOVA one-way para comparações entre 
3 médias obtidas durante a segunda fase do experimento. 
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Figura 26. Análise da quantidade de tecido adiposo em diferentes regiões (retroperitoneal, mesentérica e epedidimal) 
dos grupos controle sedentário, obeso sedentário e obeso treinado. Cada grupo foi composto por 12 animais. ANOVA 
one-way foi utilizado para comparações entre 3 médias obtidas após o término do experimento. 

 

5.7 Metabolismo da glicose e da Rock no fígado de animais obesos submetidos ao 
exercício físico 

 

Como esperado, após a prática de exercício físico proteínas chaves da sinalização da 

insulina (Akt, GSK3 e piruvato carboxilase (PCB)) tiveram suas funções restauradas nos 

animais obesos exercitados quando comparado com seu controle obeso sedentário (Figuras 27 

A, B, C e H). 

Através de proteínas que ativam e desativam a molécula Rock1 foi possível observar 

que a dieta rica em gordura colabora para maior atividade da Rock 1 no tecido hepático e que 

o exercício físico é capaz de inibir essa maior atividade da Rock 1 no fígado. Animais obesos 

apresentam maior expressão de proteína ativadora da Rock 1, a RhoA e menor expressão da 

proteína inibidora, a RhoE sugerindo assim que animais obesos apresentam maior atividade da 

Rock 1 no fígado. O exercício físico foi capaz de reverter em partes esse quadro por alterar o 

balanço entre as proteínas inibidora e ativadora da Rock1. O exercício promove aumento da 

expressão de RhoE e redução da expressão de RhoA e também reduz a expressão tanto de 

Rock1 bem como de Rock 2 no tecido hepático de animais obesos submetidos ao exercício 

físico (Figuras 27 A, D, E, F e G). 
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Figura 27. Análise da fosforilação de proteínas chaves da via de sinalização da insulina e do metabolismo da Rock do fígado de animais controles, obesos e obesos treinados. O grupo 
controle foi composto por 1 animal não estimulado com insulina e 3 animais estimulados com insulina, os grupos obeso e obeso treinado foram compostos por 1 animal sem estímulo com 
insulina e 4 animais estimulados com insulina. 4 animais por grupo foram estimulados com insulina. A figura A representa as bandas obtidas para cada proteína analisada. A análise foi 
realizada em porcentagem de variação em relação ao grupo controle. A comparação das médias dos grupos estimulados foi realizada através de Anova one-way e o valor de P utilizado foi 
de P<0,05 (Figuras B-H). Além da coloração com a solução de ponceau as proteínas totais de cofilina, b-actina e GAPDH foram utilizadas como controles do presente ensaio.  
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5.8 Metabolismo da glicose e da Rock no músculo de animais obesos submetidos ao 
exercício físico 

Como esperado, após a prática de exercício físico proteínas chaves da sinalização da 

insulina (IR, IRS-1,Akt e GSK3) tiveram suas funções restauradas nos animais obesos 

exercitados quando comparado com seu controle obeso sedentário (Figuras 28 A-E). 
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Figura 28. Análise da fosforilação de proteínas chaves da via de sinalização da insulina muscular de animais controles, obesos e obesos treinados. O grupo controle foi composto por 1 
animal não estimulado com insulina e 3 animais estimulados com insulina, os grupos obeso e obeso treinado foram compostos por 1 animal sem estímulo com insulina e 4 animais 
estimulados com insulina. 4 animais por grupo foram estimulados com insulina. A figura A representa as bandas obtidas para cada proteína analisada. A análise foi realizada em 
porcentagem de variação em relação ao grupo controle. A comparação das médias dos grupos estimulados foi realizada através de Anova one-way e o valor de P utilizado foi de P<0,05 ( 
Figuras B-E). Além da coloração com a solução de ponceau as proteínas totais de Akt e GAPDH foram utilizadas como controles do presente ensaio.
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O metabolismo da Rock 2 no tecido muscular é alterado em decorrência da 

obesidade. Animais obesos parecem apresentar menor atividade da Rock 2 neste tecido, 

por ter reduzida a expressão de sua molécula ativadora (RhoA) e de sua associação com 

Rock 2 (Figura 27 A e G), culminando em uma menor associação de Rock 2 com IRS-1 e 

consequentemente menor fosforilação do IRS-1 em serina 632/635. Este fenômeno foi 

restaurado pelo exercício físico, onde mostrou-se que animais obesos submetidos ao 

exercício físico apresentam restaurados seus níveis de RhoA e Rock 2 e da associação 

RhoA+Rock 2 e menor expressão de Rhoe e de Rock 2 e da associação RhoE+Rock 2. O 

que culminou em maior associação Rock 2 com IRS-1 e consequentemente maior 

fosforilação do IRS-1 no resíduo serina 632/635 (Figura 27 A-H).  
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Figura 29. Análise do metabolismo da Rock 2 no tecido muscular de animais controles, obesos e obesos treinados. Para avaliação da expressão de RhoA, RhoE e Rock 2 foram utilizados 4 
animais controles, 5 animais obesos e 5 animais obesos treinados. A figura A representa as bandas obtidas para analises da expressão de RhoA, RhoE e Rock 2 e as figuras B,C e D 
representam a variação em porcentagem dos grupos experimentais em relação ao controle. Os ensaios realizados para avaliação de associações entre as proteínas do metabolismo da Rock 2 
foram realizados com no mínimo 1 animal sem estímulo com com insulina e no mínimo 2 animais com estímulo com insulina. A análise foi realizada em porcentagem de variação em 
relação ao grupo controle. A comparação das médias dos grupos estimulados foi realizada através de Anova one-way e o valor de P utilizado foi de P<0,05 ( Figuras B-E). A coloração com 
a solução de ponceau foi utilizada como controle do western blotting e imunoprecipitação e amostras de IgG e input também foram utilizadas como controles dos ensaios de 
imunoprecipitação. 
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6 DISCUSSÃO 

A obesidade é uma doença que cresce em um ritmo alarmante e está associada a 

resistência à insulina e desenvolvimento de doenças crônicas, como doenças cardiovasculares, 

alguns tipos de cânceres e diabetes mellitus tipo 2. Portanto, a compreensão dos mecanismos 

moleculares relacionados à sinalização da insulina torna-se essencial para reduzir ou reverter a 

progressão dessa realidade epidemiológica alarmante. A resistência à insulina pode ser 

instalada no músculo esquelético e também no tecido hepático, contribuindo substancialmente 

para iniciar uma alteração na glicemia pós-prandial e, mais tarde na glicemia em jejum. 

Recentemente, uma nova proteína foi classificada como uma mediadora da sinalização de 

insulina, melhorando os seus efeitos, esta proteína é Rho-cinase (Rock), que atua sobre os 

tecidos periféricos (músculos esqueléticos, hepático e adiposo) e no hipotálamo, contribuindo 

para até 50% a ação da insulina no ambiente intracelular. Portanto, é de suma importância o 

melhor entendimento do modo pelo qual a Rock atua no metabolismo de animais resistentes à 

insulina e se as melhorias encontradas no organismo de animais obeso após o exercício físico 

é em decorrência ou não do metabolismo da Rock. 

 

6.1 Superatividade da Rock 1 no fígado 

 

Após submeter animais que apresentam a superatividade da Rock 1 no fígado (CA- 

Rock 1) a uma dieta hiperlipídica por 12 semanas, observou-se que a Rock 1 no fígado 

apresenta ação diferente sobre a via de sinalização da insulina quando comparado aos efeitos 

da Rock no tecido muscular [11, 46], adiposo [59] e hipotalâmico [12]. A Rock nos tecidos 

muscular, adiposo e hipotalâmico tem como função colaborar com a via de sinalização da 

insulina nos tecidos periféricos e com a via de sinalização da leptina no tecido hipotalâmico, 

por outro lado, de acordo com nossos achados, no tecido hepático a Rock parece atuar 

colaborando com maior ganho de peso, hiperglicemia de jejum, resistência à insulina e 

também com o acúmulo de gordura no fígado. Dados não publicados sugerem à Rock 1 um 

papel mais específico para a via lipogênica enquanto à Rock 2 um papel mais específico para 

a homeostase da glicose no tecido hepático.  
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6.2 Deleção da Rock 1 no fígado 

 

Depois de submeter animais com deleção da Rock 1 no tecido hepático a uma dieta 

rica em gordura, observou-se que estes animais responderam de maneira contrária quando se 

superativou a Rock 1 no fígado. Estes animais com deleção da Rock 1 no fígado apresentaram 

menor peso corporal, aumento da sensibilidade à insulina e menor acúmulo de gordura no 

fígado. Assim sendo, parece que a Rock 1 quando exerce sua função no tecido hepático é 

responsável por reduzir a sensibilidade a insulina periférica, maior ganho de peso e 

consequentemente maior acúmulo de gordura hepática. Ainda nenhum estudo evidenciou a 

real mecanística da Rock 1 no fígado, mas uma hipótese criada foi a de que a Rock 1 poderia 

estar envolvida com o receptor hepático X beta ou alfa (LXR receptor). Este receptor está 

envolvido no metabolismo de lipídico hepático e atua em modular a transcrição do sterol 

regulatory element binding protein -1c (SREBP-1c) [78]. Animais nocautes para o gene 

LXRα alimentados com dieta rica em colesterol desenvolveram doenças hepáticas graves, tais 

como: insuficiência hepática, EHNA, degeneração do hepatócito degeneração, etc. Ainda, 

quando há deleção da LXRβ em animais submetidos a uma dieta rica em lipídios, estes 

animais se tornaram imunes às alterações expostas acima [79]. Portanto, uma vez que o LXRα 

e β estão envolvidos na lipogênese hepática, nosso grupo de pesquisa vem trabalhando na 

tentativa de desvendar a mecanística entre Rock 1 e LXR. Para isso iniciou-se análises de 

associação entre estas proteínas e de acordo com dados ainda não publicados parece que a 

Rock 1 se liga no LXR e assim promove o estímulo para a lipogênese hepática (resultados 

ainda não finalizados). 

 

6.3 Superativação da Rock 1 no tecido muscular 

 

Normalmente, camundongos magros têm níveis de glicose no sangue dentro do 

intervalo de normalidade, por isso, quando nós usamos animais magros que possuem a Rock 1 

superativada no músculo esquelético eles não apresentaram uma diferença significativa no 

peso corporal e também no teste de sensibilidade à insulina. Quando as proteínas da via de 

sinalização da insulina foram avaliadas, foi visto que mesmo sem apresentar diferença na 

sensibilidade à insulina, animais que possuem a Rock 1 superativada mesmo apresentando 

menor fosforilação do IR tendem a apresentar maior fosforilação da Akt e S6, esse fenômeno 
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pode ser explicado, em partes, pela função da Rock em fosfofrilar o IRS-1 e que 

consequentemente fosforilar a Akt e S6.  

 

6.4 Superativação da Rock 1 no tecido muscular de animais obesos 

 

Após 16 semanas, alimentados com dieta hiperlipídica, animais que apresentam a 

superatividade da Rock 1 no tecido muscular não apresentaram diferença no peso corporal, 

mas mostraram uma tendência a melhor tolerância à glicose e sensibilidade à insulina. Para 

explicar este fenômeno, as principais proteínas envolvidas na sinalização da insulina foram 

avaliadas e foi possível observar que mesmo sem a alteração na expressão da RhoA e Rock 1 

a fosforilação do IRS-1 em tirosina foi expressivamente maior para o grupo CA-Rock1 o que 

culminou em uma tendência a maior fosforilação de ambas as formas da Akt. No presente 

estudo, mesmo não apresentando alterações nas expressões de RhoA e Rock 1 a confirmação 

da superatividade da Rock 1 se deve ao aumento da fosforilação do seu principal substrato, o 

MYPT-1. Através da fosforilação do MYPT-1 pode-se estimar a atividade da Rock 1 [65], 

assim neste estudo observou-se que mesmo sem alteração na expressão da molécula ativadora 

da Rock 1 (RhoA) e também mesmo sem alteração da própria Rock 1 houve aumento de sua 

atividade, por termos encontrado maior fosforilação do MYPT-1. Assim, sugere-se que 

mesmo o estímulo com insulina ter respondido de maneira mais discreta para o grupo CA-

Rock 1, este grupo conseguiu uma tendência a reverter a situação pela direta fosforilação do 

IRS-1 através da molécula Rock o que vai de encontro com os dados de Furukawa em 2005 

[11]. 

 

6.5 Metabolismo da Rock no tecido hepático de animais obesos submetidos ao exercício 
físico 

 

Inicialmente, o presente estudo partiu do princípio de que o exercício físico promove 

adaptações na via de sinalização da insulina hepática de indivíduos obesos a modo de reduzir 

a formação de nova glicose para a corrente sanguínea e com isso colaborar no tratamento do 

diabetes mellitus, este efeito benéfico do exercício físico pode ser encontrado em diversos 

estudos [8, 64, 80, 81]. O modo como estas adaptações ocorrem na via insulínica ainda não foi 
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totalmente desvendado na literatura, um dos objetivos deste estudo foi avaliar se estas 

adaptações são decorrentes ou não do metabolismo da Rock. 

Após indução da resistência a insulina através da administração de dieta hiperlipídica, 

um grupo de animais foi submetido a prática de exercício físico. Como esperado, animais 

alimentados com dieta rica em gordura desenvolveram obesidade e resistência à insulina e 

após serem submetidos ao exercício físico por 6 semanas apresentaram melhora na 

sensibilidade à insulina. Esta melhora na sensibilidade a insulina periférica do obeso treinado 

em relação ao obeso sedentário foi demostrada através da maior fosforilação da Akt e GSK3 e 

menor fosforilação da piruvato carboxilase para o grupo obeso treinado quando comparado ao 

obeso sedentário, o mesmo foi encontrado por diversos autores [8, 14, 64]. 

O principal intuito do presente estudo foi avaliar o metabolismo da Rock tanto em 

tecido hepático, bem como em muscular em resposta ao exercício físico de animais obesos e 

observar se estas respostas benéficas obtidas do exercício físico na sensibilidade à insulina 

poderia ser também em decorrência da Rock. Neste estudo, foi demonstrado que animais 

obesos quando possuem a Rock1 super ativada, eles apresentam respostas nocivas ao 

organismo, como: maior ganho de peso, resistência à insulina e maior acúmulo de gordura 

hepática. Por outro lado, quando a Rock 1 é deletada do tecido hepático foi encontrado 

resultados inversos, como: menor ganho de peso, maior sensibilidade à insulina e menor 

acúmulo de gordura hepática. Assim sendo, a hipótese do presente projeto foi que em resposta 

ao exercício físico pudesse ocorrer uma redução da atividade da Rock 1 no tecido hepático de 

animais obesos.  

Através dos achados do presente estudo, pode-se sugerir que o exercício físico pode 

contribuir na sinalização da insulina hepática por reduzir a atividade da Rock 1 hepática. A 

molécula Rock pode ser ativada pela molécula RhoA ou inibida pela RhoE, neste estudo foi 

visto que animais obesos apresentam redução em média de 80% da RhoE em relação aos 

animais controles e após serem submetidos ao protocolo de treinamento físico estes animais 

conseguem restaurar a expressão da RhoE em até 40% em relação ao grupo obeso sedentário, 

ou seja, somente em média de 20% de redução quando comparado ao controle magro. Em 

relação a proteína ativadora da Rock, a RhoA não foi observada diferença entre os grupos 

sedentários controle e obeso, mas quando o grupo obeso foi submetido ao exercício físico foi 

possível observar uma redução próxima de 67% da RhoA em comparação ao controle 

sedentário. 
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Dados não publicados sugerem à Rock 1 como principal no metabolismo lipídico e à 

Rock 2 no metabolismo glicídico. No presente estudo, não foi observado efeito da dieta 

hiperlipídica na expressão de Rock 1, mas quando animais obesos foram submetidos ao 

exercício físico foi visto que estes animais reduziram a expressão de Rock 1 no fígado em 

torno de 62% quando comparado ao controle sedentário.  

 

6.6  Metabolismo da Rock no tecido muscular de animais obesos submetidos ao 
exercício físico 

 

Desde 1887, quando Chauveau e Kaufaman relataram que o tecido muscular, através 

de sua contração, poderia auxiliar na homeostase glicêmica por conseguir, sem intermédio da 

insulina, captar glicose circulante, estudos relacionando a papel da contração muscular na 

homeostase glicêmica veem sendo bastante estudados [82]. Em 1972, Froberg [83] mostrou 

que apenas uma única sessão de exercício físico pode promover efeitos benéficos para o 

metabolismo glicídico e logo depois Karlsson et al., (1974) [84] mostraram que esses efeitos 

gerados pelo exercício possuem respostas transitórias e assim, a prática regular faz com que 

estes efeitos sejam mantidos. 

Os estudos mais importantes e pioneiros que mostraram o efeito do exercício físico na 

captação de glicose em nível molecular foi realizado por Wojtaszewski e colaboradores em 

1999 [20] e Luciano e colaboradores em 2002 [49]. Wojtaszewski e co-autores mostraram que 

animais mesmo com deleção do receptor de insulina conseguiram aumentar a captação de 

glicose após o exercício físico, colaborando com estes resultados Luciano e colaboradores 

mostraram que ratos magros após uma sessão de exercício físico de natação apresentaram 

maior captação de glicose e que este fenômeno aconteceu em decorrência da maior 

fosforilação do IRS-1 em tirosina, e consequentemente, aumentou a atividade da PI3-K e Akt 

culminando na maior captação de glicose e que não houve diferença na fosforilação do 

receptor de insulina. A partir desses achados, pode-se concluir que o receptor de insulina não 

é crucial na captação de glicose após o exercício físico, uma vez que esta prática consegue 

fosforilar diretamente o IRS-1. Mas, o modo como o exercício físico consegue fosforilar 

diretamente o IRS-1, e consequentemente, colaborar para a atividade da via de sinalização da 

insulina ainda não foi desvendado. Neste sentido, a molécula Rock parece exercer importante 
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função para melhor entendimento deste fenômeno, uma vez que a Rock consegue fosforilar 

diretamente o IRS-1 e a partir disso aumentar a captação de glicose no tecido muscular [11]. 

No presente estudo, foi possível mostrar os efeitos do exercício físico sobre a via de 

sinalização da insulina e como esperado esta prática promoveu efeitos benéficos nesta via. 

Este dado foi confirmado através do aumento da fosforilação de proteínas chaves envolvidas 

na captação de glicose, a partir disso o objetivo do presente estudo foi investigar se este 

fenômeno pode ter sido atribuído ao menos em parte ao metabolismo da Rock. 

Neste estudo, foi evidenciado que a obesidade atua reduzindo a atividade da Rock 2 no 

tecido muscular e que o exercício físico promove alterações suficientes para reverter este 

quadro. Foi visto que a obesidade reduziu tanto a expressão da RhoA em 47% bem como da 

Rock 2 em 46% e também da associação entre estas moléculas (RhoA + Rock 2) em 54%. 

Uma vez que a obesidade reduziu a expressão de RhoA e sua associação com Rock 2, como 

consequência, a obesidade então reduziu também a associação da Rock 2 com IRS-1 em 37% 

e consequentemente reduziu a fosforilação do IRS-1 em serina 632/635 em 26%, culminando 

na redução da sensibilidade periférica à insulina que foi avaliada através do teste de tolerância 

à insulina.  

Por sua vez, como esperado o exercício físico conseguiu promover alterações 

suficientes para melhorar a sensibilidade periférica a insulina em animais obesos. A principal 

hipótese deste trabalho foi investigar se esta melhora era em decorrência ou não da 

participação da Rock 2. Foi visto que o exercício físico restaurou a expressão da molécula 

ativadora da Rock, a RhoA e de Rock 2 em 100% e a associação entre RhoA + Rock 2 em 

10%. O exercício também reduziu a expressão da molécula inibidora da Rock, a RhoE em 

19% e sua associação com a Rock 2 em 45%. A associação da Rock 2 com o IRS-1 foi 157% 

mais elevada para o grupo obeso treinado o que promoveu um aumento de 55% da 

fosforilação do IRS-1 em serina 632/635 para este grupo quando comparado com seu grupo 

controle obeso sedentário, o que pode ter colaborado para maior fosforilação da Akt e 

consequentemente para suas demais respostas. 

7 CONCLUSÃO 

A partir dos resultados encontrados no presente estudo, sugere-se que a Rock 1 e Rock 

2 possuem diferentes funções em diferentes tecidos. No fígado, a Rock 1 desenvolve papel 

nocivo ao organismo por colaborar com a resistência à insulina e consequentemente com o 
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aumento da atividade lipogênica. No tecido muscular, a Rock 2 desenvolve papel benéfico ao 

organismo por colaborar com a captação de glicose, e consequentemente beneficiando a 

sensibilidade à insulina. O exercício físico, por sua vez, reduz a atividade da Rock no tecido 

hepático através do controle de suas moléculas ativadoras e inibidoras e no tecido muscular o 

exercício físico também através do controle do metabolismo de RhoA e RhoE promove 

aumento da atividade da Rock o que culminou na maior fosofrilação do IRS-1 em serina 

632/635 e então maior atividade da Akt e suas demais respostas. 
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