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RESUMO 

A intensidade de exercício físico é uma variável relevante para as respostas 
metabólicas do músculo esquelético durante e após as sessões de esforço. Os efeitos 
do exercício físico sobre a regulação de vias de sinalização envolvendo a AMPK 
(proteína quinase ativada por AMP), mTOR (proteína alvo da rapamicina em 
mamíferos) e Rock (proteína Rho-quiase), que exercem ações cruciais relacionadas 
a captação de glicose e síntese proteica no músculo esquelético têm sido alvo 
constante de investigação na ciência. O objetivo desse estudo, foi avaliar os efeitos 
de dois protocolos de exercícios agudos, sendo o primeiro de exercício contínuo de 
baixa intensidade e o segundo de exercício intervalado de alta intensidade sobre a via 
de sinalização da AMPK, mTOR e Rock em músculo extensor longo dos dedos (EDL) 
nas primeiras horas que sucedem o exercício. Foram utilizados ratos Wistar jovens (6 
semanas de vida), distribuídos nos grupos: Controle (CTL), ratos que não foram 
submetidos a nenhum protocolo de exercício físico; Exercício Contínuo (CONT), ratos 
que foram submetidos a uma sessão aguda de exercício físico contínuo de corrida em 
esteira de baixa intensidade (50% da velocidade máxima de corrida/40 min); Exercício 
Intervalado (INT), ratos que foram submetidos a uma sessão aguda de exercício físico 
Intervalado de corrida em esteira de alta intensidade (50 e 90% da velocidade máxima 
de corrida, com intervalo de 2 min/série/40 min). Foram realizadas análises de 
bioinformática, de desempenho, zoométricas, fisiológicas e de biologia molecular nos 
animais e amostras de músculo esquelético. A análise de bioinformática demonstrou 
que a AMPK e a Rock são moléculas que possuem afinidade, ambas participam da 
captação de glicose e esse fator comfirma sua ativação. Além disso, algumas 
moléculas ligadas a família da Rho-quinase ainda não tem os seus papeis totalmente 
elucidados. Já a mTOR está ligada à síntese proteica, ou seja, durante o esforço físico 
o nível de fosforilação foi reduzido devido a prioridade referente à demanda 
energética. Em adição a essa análise podemos verificar que a Akt (Proteína quinase 
B/Akt) possui participação significativa na ativação das três moléculas de interesse. 
Em relação à análise molecular, os resultados demonstraram que ambos os 
protocolos de exercício físico aumentaram a fosforilação da AMPK no músculo EDL 
imediatamente (0h) após o exercício se comparados aos ratos CTL. Também foi 
verificado que a fosforilação da Acetil-CoA carboxilase (ACC) no músculo EDL 
também aumentou nos dois grupos de ratos exercitados (CONT e INT) após 3 horas 
da sessão de exercício em relação aos seus pares controles. No entanto, apenas ratos 
que realizaram exercícios intervalados de alta intensidade apresentaram aumento na 
fosforilação da AMPK no músculo EDL 3 horas após a sessão de exercício agudo. 
Além disso, a fosforilação de mTOR e P70S6 aumentaram no músculo EDL de ratos 
do grupo INT 3 horas após o exercício físico.  Em relação à Rock, o conteúdo proteico 
aumentou no músculo EDL dos grupos de ratos exercícitados (CONT e INT) logo após 
o término da sessão de exercício (0h) em relação aos ratos do grupo controle. 
Considerando esses achados, conclui-se que o exercício físico agudo intervalado de 
alta intensidade induziu aumentos mais significativos na fosforilação de AMPK e 
mTOR no músculo EDL nas primeiras horas (0 – 3h) ao final de uma sessão aguda 
de exercício. Já o conteúdo proteico da Rock aumentou no músculo EDL dos grupos 
de ratos exercitados (CONT e INT) logo após o término da sessão de exercício (0h) 
em relação aos ratos do grupo controle (CTL). Nossos dados apontam que diferentes 
estratégias para a prescrição do exercício podem ser de grande valia para ativação 
de vias ligadas à captação de glicose e hipertrofia muscular, contudo a intensidade 
ainda parece ser a chave para prolongar essa função biológica após a prática de 
exercício físico. 



9 
 

 
Palavras-chave: Exercício Físico. Intensidade. Fibras Brancas. AMPK/mTOR. Rock 
  



10 
 

ABSTRACT 
 

Physical exercise intensity is a relevant variable for skeletal muscle metabolic 
responses during and after effort sessions. The effects of physical exercise on the 
regulation of signaling pathways involving AMPK (AMP-activated protein kinase), 
mTOR (mammalian rapamycin target protein) and Rock (Rho-quiase protein), which 
exert crucial actions related to glucose uptake and protein synthesis in skeletal muscle 
have been a constant target of research in science. The aim of this study was to 
evaluate the effects of two protocols of acute exercise, the first of continuous low-
intensity exercise and the second of high-intensity interval exercise on the AMPK, 
mTOR and Rock signaling pathway in the long extensor muscle of the fingers (EDL) in 
the first hours after the exercise. Young Wistar rats (6 weeks old) were used, divided 
into groups: Control (CTL), rats that were not submitted to any physical exercise 
protocol; Continuous Exercise (CONT), rats that were submitted to an acute session 
of continuous physical exercise running on a low intensity treadmill (50% of the 
maximum running speed/40 min); Interval Exercise (INT), rats that were submitted to 
an acute session of interval physical exercise running on a high-intensity treadmill (50 
and 90% of the maximum running speed, with an interval of 2 min/set/40 min). 
Bioinformatics, performance, zoometric, physiological and molecular biology analyzes 
were performed on animals and skeletal muscle samples. The bioinformatics analysis 
demonstrated that AMPK and Rock are molecules that have affinity, both participate 
in glucose uptake and this factor confirms their activation. Furthermore, some 
molecules linked to the Rho-kinase family still do not have their roles fully elucidated. 
On the other hand, mTOR is linked to protein synthesis, that is, during physical exertion 
the level of phosphorylation was reduced due to priority regarding energy demand. In 
addition to this analysis, we can verify that Akt (Protein kinase B/Akt) has a significant 
participation in the activation of the three molecules of interest. Regarding the 
molecular analysis, the results demonstrated that both physical exercise protocols 
increased AMPK phosphorylation in the EDL muscle immediately (0h) after exercise 
compared to CTL rats. It was also verified that the phosphorylation of Acetyl-CoA 
carboxylase (ACC) in the EDL muscle also increased in both groups of exercised rats 
(CONT and INT) after 3 hours of the exercise session in relation to their control pairs. 
However, only rats that performed high-intensity interval exercise showed an increase 
in AMPK phosphorylation in the EDL muscle 3 hours after the acute exercise session. 
Furthermore, mTOR and P70S6 phosphorylation increased in the EDL muscle of INT 
group rats 3 hours after physical exercise. Regarding Rock, the protein content 
increased in the EDL muscle of the groups of exercised rats (CONT and INT) shortly 
after the end of the exercise session (0h) in relation to the rats of the control group. 
Considering these findings, it is concluded that acute high-intensity interval physical 
exercise induced more significant increases in AMPK and mTOR phosphorylation in 
the EDL muscle in the first hours (0 – 3h) at the end of an acute exercise session. The 
Rock protein content increased in the EDL muscle of the groups of exercised rats 
(CONT and INT) shortly after the end of the exercise session (0h) in relation to the rats 
of the control group (CTL). Our data indicate that different strategies for exercise 
prescription can be of great value for activating pathways linked to glucose uptake and 
muscle hypertrophy, however intensity still seems to be the key to prolonging this 
biological function after physical exercise. 
 

Keywords: Physical Exercise. Intensity. White fibers. AMPK/mTOR. Rock 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Tem sido demonstrado que o exercício físico é um potente estimulador de 

diferentes vias moleculares e dependendo das variáveis do treinamento como volume, 

intensidade, frequência e tipo de atividade pode haver interferência em processos 

relacionados à captação de glicose, biogênese mitocondrial, oxidação de gordura e 

hipertrofia no músculo esquelético (SOHAIL et al.,2019; GOZÁLEZ-CHÁVES et 

al.,2020; SCHEFFER & LATINI, 2020; WANG & ZHOU, 2021).  

Tais adaptações orgânicas positivas ao organismo em resposta ao 

exercício físico são relevantes tanto para a saúde quanto para a performance. Dentre 

as variáveis supracitadas relacionadas ao exercício físico, a intensidade tem sido alvo 

de investigação em inúmeros estudos científicos (BLAZEK et al., 2016; KJØBSTED et 

al.,2018; FULLER et al., 2019; RYAN et al.,2020). Nesse contexto, a intensidade de 

exercício impacta na regulação de proteínas cruciais no músculo esquelético 

envolvidas com captação de glicose (FUJII et al., 2000; TREEBAK et al., 2007; ROSE 

et al., 2009; EGAN et al., 2010; BARTLETT et al., 2012; EDGE et al., 2013) e 

hipertrofia muscular (KUROSKA et al., 2012; PUGH et al., 2015; FYFE et al., 2016; 

KIKUCHI et al.,2016).  

A proteína quinase ativada por AMP (AMPK) é uma enzima chave que 

funciona como um sensor energético celular. Com o aumento da intensidade de 

exercício e consequente aumento da demanda energética (razão AMP/ATP) ocorre 

maior ativação da AMPK no músculo esquelético (GIBALA et al., 2009; RICHTER & 

RUDERMAN, 2009; HARDIE et al., 2012; O'NEILL, 2013; MARTON et al., 2015). Em 

adição, com aumento da intensidade de exercício há maior recrutamento de fibras 

musculares de contração rápida, ou seja, do tipo II (Henneman et al., 1965). A fibra 

do tipo II é predominantemente glicolítica e requer glicose e glicogênio para 

manutenção da atividade contrátil do músculo esquelético. Desse modo, a ativação 

da AMPK tem papel crítico para disposição de energia e manutenção da contração da 

fibra muscular do tipo II no exercício de alta intensidade.  

Uma vez ativada, a AMPK participa de processos de restauração 

energética da célula, ou seja, estimula a captação de glicose, oxidação de gordura 

(MERRILL et al., 1997) e simultaneamente inibe a síntese de proteínas (BOLSTER et 

al., 2002). Após fosforilação a AMPK induz a ativação de proteínas adjacentes, como 

a enzima AcetilCoA carboxilase (ACC) favorecendo a oxidação de gordura e também 
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a translocação do transportador de glicose tipo 4 (GLUT4) para o sarcolema 

aumentando a captação de glicose na musculatura esquelética (HERZIG & SHAW, 

2018; KOH et al., 2019; YUAN et al., 2019; SHRESTHA et al., 2021). A ativação da 

AMPK e a translocação do GLUT-4 através do exercício físico é um importante 

mecanismo de captação de glicose independente de insulina (PEHMØLLER et al., 

2009; FRØSIG et al., 2010; JESSEN et al., 2011; TREEBAK et al., 2014).  

Os estudos pioneiros que investigaram o papel do exercício em ativar a 

AMPK tanto em roedores (WINDER & HARDIE, 1996) quanto em humanos (CHEN et 

al., 2000; FUJII et al., 2000; WOJTASZEWSKI et al., 2000) demonstraram que essa 

molécula tem crucial impacto na homeostase metabólica (HARDIE,2007). Entretanto, 

os níveis de fosforilação da AMPK rapidamente retornam aos níveis basais ao término 

da atividade contrátil do músculo. 

Em 2015, Kristensen e colaboradores demonstraram que a regulação da 

AMPK é dependente da intensidade do exercício e do tipo de fibra muscular em seres 

humanos. Interessantemente, após exercício continuo (30 min de exercício de 

ciclismo em aproximadamente 70% do VO2pico) foi observado significativo aumento 

na fosforilação da AMPK, sem diferença entre os tipos de fibras (tipo 1 e tipo 2) 

(KRISTENSEN et. al.,2015). No entanto, imediatamente após o término do 

treinamento intervalado de ciclismo (6 séries/1,5 min a 100% do VO2pico) com 

intervalo de recuperação ativa (40% do VO2pico/por 2.5 min) a fosforilação da AMPK 

no resíduo Treonina 172 (Tre172) não teve aumento significativo em fibras do tipo 1, 

porém houve aumento significativo (184%) nas fibras do tipo 2 em homens jovens 

saudáveis. Esse ensaio aponta uma importante reflexão sobre a influência da 

intensidade do exercício e sua ativação em fibras brancas. 

Em contraste com a sinalização da AMPK a proteína alvo da rapamicina 

em mamíferos (mTOR) é uma serina/tirosina quinase integradora intracelular que 

recebe sinais de fatores de crescimento, nutrientes e do metabolismo, cuja 

fosforilação resulta em diversas atividades celulares ligadas ao crescimento celular 

(MANNING & CANTLEY, 2007; ZONCU et al., 2011; DAN et al., 2014). Sua função 

está relacionada com a tradução de RNAm e crescimento celular por meio da 

fosforilação da proteína-chave ribossomal S6K (S6K), conhecida como p70-S6K 

(PARKINGTON et al., 2003; FUJITA et al., 2007; DREYER et al., 2010).  

Estudos prévios demonstraram que o exercício físico, principalmente o 

treinamento de força, é capaz de aumentar a ativação da mTOR (BODINE et al., 2001; 
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DREYER et al., 2008; HULMI et al., 2009; APRO & BLOMSTRAND, 2010; KAKIGI et 

al., 2011). No entanto, tem sido observado que o exercício intervalado de alta 

intensidade aplicado em diferentes aparelhos (esteira, cicloergômetro, etc.) pode ser 

uma estratégia capaz de promover a ativação de vias moleculares semelhantes às 

observadas pelo exercício resistido (COFFEY et al., 2009a; MCRAE et al., 2012; 

MACINNIS & GIBALA, 2017). Dessa maneira, o exercício intervalado com variação 

da intensidade de esforço pode ser uma alterativa para aumentar a fosforilação de 

mTOR quando aplicado com uma intensidade que favoreça o aumento do 

recrutamento de unidade motora (HAMILTON & PHILP, 2013).  

Durante o exercício físico, a AMPK está mais ativa do que a mTOR, e isso 

está relacionado com as necessidades de suprir as demandas energéticas, porém 

após a realização do esforço físico a mTOR ,tem atividade intracelular aumentada, 

principalmente ligada à reconstrução muscular, com ativação permanecendo por um 

longo período (HULMI et al., 2009; KAKIGI et al., 2011; GARCIA & SHAW., 2017; 

DAMAS et al., 2018; JANZEN et al., 2018; KJOBSTED et al., 2018). 

Desse modo, compreender a regulação das vias da AMPK e mTOR em 

respostas a diferentes propostas de exercício físico pode ser promissor para obtenção 

de uma melhor resposta metabólica e para o desempenho. Além disso, explorar o 

envolvimento de outras vias moleculares capazes de promover melhorias em 

processos como a captação de glicose no músculo esquelético é muito importante 

para obtenção de avanços na área do conhecimento em ciências do exercício físico 

para que seja direcionado à saúde ou ao desempenho. 

Recentemente, uma nova molécula tem apresentando grande importância 

na via da sinalização da insulina, a proteína Rho-quinase (Rock). Essa molécula tem 

ação em tecidos periféricos (músculo, fígado e adipócitos) (FURUKAWA et al.,2005) 

assim como no sistema nervoso central (HUANG et al., 2012). Os estudos apontam 

que a Rock contribui com até 50% dos efeitos da sinalização da insulina nas células 

desses tecidos (MUÑOZ et al., 2020; MUÑOZ et al.,2021).  

Em 2005, Furukawa e colaboradores demonstraram que a inibição dessa 

proteína induzia a resistência à insulina em camundongos. A ativação dessa molécula 

sobre a via da sinalização da insulina ocorre através da fosforilação dos resíduos de 

ser632/635 do substrato 1 do receptor de insulina (IRS-1), esses resíduos fosforilados 

intensificam a via da insulina ampliando a captação de glicose no músculo esquelético 

(BEGUM et al., 2002; FARAH, 1998; FURUKAWA et al., 2005). 
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Em relação ao aumento da atividade da Rock mediada pelo exercício físico, 

Muñoz e colaboradores (2018), foram os pioneiros a analisar essa correlação. Esse 

elegante estudo utilizou ratos Fisher 344 (3 meses de idade), que foram submetidos 

a um protocolo de curta duração de natação, com um volume de duas horas por dia e 

uma intensidade de 1,5% do peso corporal. Como resultados apresentados, verificou-

se um aumento no conteúdo e na atividade da Rock. 

Além de intensificar a sinalização da insulina, a Rock tem uma relação com 

a sinalização da AMPK (KANAZAWA et al., 2009; NODA et al.,2014), que ainda 

precisa ser esclarecida em resposta ao exercício físico. Por isso, entender como se 

comportam a AMPK, mTOR e a Rock nas primeiras horas após sessão aguda de 

exercício físico, seja contínuo de baixa intensidade ou intervalado de alta intensidade 

poderá contribuir de maneira importante para elucidar das adaptações específicas 

sobre essas vias moleculares em músculo com predominância de fibras rápidas. 

Considetamos que o exercício físico de corrida em esteira intervalado de 

alta intensidade seja capaz de promover aumento na sinalização das vias da AMPK, 

mTOR e da proteína Rock nas primeiras horas após o exercício físico (0-3 horas) no 

músculo EDL em comparação ao exercício contínuo de baixa intensidade. Então, tal 

regulação das proteínas AMPK, mTOR e Rock pode contribuir para melhores 

respostas relacionadas ao metabolismo energético e reconstrução do músculo 

esquelético.   

1.1 Captação de glicose no músculo esquelético e homeostase glicêmica.  

 

Há muito tempo inúmeros estudos demostram que o exercício físico 

desempenha papel primordial para a manutenção da saúde e prevenção de doenças 

(GUALANO & TINUCCI, 2011). Esse reconhecimento já era visto na Grécia antiga nas 

obras do filósofo Hipócrates e suas reflexões mencionavam que o exercício físico 

associado com uma alimentação adequada poderia promover saúde e prevenir 

doenças (MACEDO et al, 2012). 

Apesar de Hipócrates realizar argumentos considerados modernos para 

sua época, foi somente nas últimas décadas com o surgimento de novas metodologias 

na área de biologia molecular que foi possível verificar que o exercício físico promovia 

adaptações fisiológicas e moleculares, e que adaptações acontecem durante e logo 
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após a uma sessão de esforço físico, permitindo com isso avanços consideráveis na 

compressão de mecanismos intracelulares relacionados a diferentes processos como 

captação de glicose, hipertrofia do músculo, biogênese mitocondrial, entre outros 

(GUALANO & TINUCCI,2011).  

Nesse cenário, uma das linhas de pesquisa com grande relevância na área 

do exercício é o entendimento do efeito do exercício físico em relação a captação de 

glicose, principalmente ocorrida no músculo esquelético. O músculo esquelético por 

ser abundante no organismo, tem ações relevantes sobre o metabolismo e está 

diretamente relacionado com os estímulos promovidos pelo esforço físico, sendo esse 

mecanismo alvo de inúmeros estudos científicos (PAULI et al, 2009; SAMUEL & 

SHULMAN 2012; CAMPOREZ et al, 2013). O tecido muscular esquelético representa 

por volta de 45% da massa corporal total e exerce papel fundamental no metabolismo 

da glicose, atuando na captação, metabolização e armazenamento dessa molécula 

(FEBBRAIO et al., 2004). 

O estímulo promovido pelo exercício físico de ordem regular ativa 

mecanismos moleculares envolvidos com a captação de glicose e tais mecanismos 

têm sido amplamente explorados, uma vez que a homeostase glicêmica é 

fundamental tanto para o desempenho físico como para a manutenção da saúde. O 

estudo pioneiro em verificar o efeito da contração muscular na captação de glicose foi 

promovido por Chaveau & Kaufmann (1887), onde demonstraram redução dos níveis 

de glicose em cavalos que foram submetidos a uma dosagem arteriovenosa de glicose 

durante a contração do músculo masseter no processo da mastigação em cavalos. 

Em 1926, Lawrence constatou que o exercício físico pode aumentar os 

efeitos da insulina, promovendo um aumento no consumo de glicose e internalização, 

sugerindo que o exercício físico poderia ser importante para o tratamento de pacientes 

diabéticos. A partir da década de 50, outros estudos demonstraram que o exercício 

físico aumentava a utilização de glicose tanto em animais quanto em seres humanos 

(CHRISTOPHE & MAYER, 1958; GOLDSTEIN et al., 1953). 

Nesse contexto, a captação de glicose está diretamente relacionada com o 

conteúdo e a translocação do transportador de glicose tipo 4 (GLUT-4) para a 

membrana (REN et al., 1994; HOST et al.,1998). Em relação ao exercício físico, esse 

efeito celular pode permanecer ativo por até 48 horas após o término do esforço físico, 

porém vale destacar que o volume e a intensidade do protocolo são determinantes 

para promover esse impacto (COYLE et al.,1983). Tais respostas ao exercício físico 
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geram adaptações orgânicas que são relevantes para a saúde, consequentemente a 

prática de maneira crônica promove essas ações biológicas. Após a identificação do 

GLUT-4, outros estudos foram promovidos demonstrando que o esforço físico 

aumenta a captação de glicose no músculo esquelético (CHARROM et al., 1989; 

LUCIANO et al., 2002; CHRIST-ROBERTS et al.,2004). 

Stenbit e colaboradores (1997), utilizaram animais nocaute para esclarecer 

melhor a importância do GLUT-4 na captação de glicose no músculo esquelético. Os 

camundongos nocautes para esse transportador (GLUT-4+/-) apresentaram alterações 

relevantes no metabolismo da glicose e manifestaram o diabetes tipo 2 (DM2), sendo 

tais mudanças biológicas diretamente relacionadas com a diminuição da captação de 

glicose promovida pelo tecido muscular, de modo a comprovar que o GLUT-4 é 

fundamental para a captação de glicose no músculo esquelético. 

Uma vez que as evidências demonstraram que a contração muscular 

promovia o aumento na captação de glicose, as vias independentes de insulina 

começaram a ser investigadas para verificar a sua contribuição em relação a esse 

processo promovido pelo esforço físico. Vale ressaltar que alguns ensaios foram 

capazes de constatar a captação de glicose promovida pelo exercício físico na 

ausência de insulina, propondo que o recrutamento muscular sinaliza moléculas 

intracelulares que ativam a translocação de GLUT-4 mesmo sem a liberação desse 

hormônio (UMPIERRE et al., 2011; WAY et al., 2016). 

1.2 Mecanismo de captação de glicose mediada por insulina. 

 

A insulina é um hormônio formado por 51 aminoácidos fragmentados em 

duas cadeias: cadeia A, constituída de 30 aminoácidos; e cadeia B, formada por 21 

aminoácidos. Esse hormônio é sintetizado pelas células β pancreáticas devido ao 

aumento de glicose circulante. Suas principais funções são: aumento da captação e 

glicose em tecidos insulino-dependentes; aumento na síntese de proteínas, ácidos 

graxos e glicogênio; inibição de processos catabólicos (CARTEE, G.D.,2015; 

FRITZEN, et al., 2016; FRANK et al., 2018; DUNGAN et al., 2019)   

A captação de glicose promovida pela ação da insulina ocorre quando esse 

hormônio se liga em seu receptor de membrana (receptor de insulina ou IR), ocorrendo 

uma modificação estrutural no IR ocasionando sua auto fosforilação em resíduos de 
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tirosina. Isso proporciona a transdução do sinal da insulina para o interior da célula. 

Na continuação desse mecanismo os substratos do receptor de insulina 1 e 2 (IRS-1 

e IRS-2) são fosforilados em tirosina, quando isso acontece ocorre a associação da 

fosfatidilinositol-3quinase (PI3-q) aos receptores de insulina conduzindo a fosforilação 

do fosfatidilinositol bifosfato (PIP2) para ativar o fosfatilinositol trifosfato (PIP3). Isso 

possibilita que a quinase dependete de fosfatidilinositol (PDK) seja ativada. Desse 

modo a proteína quinase B/Akt (Akt) é fosforilada nos resídos de serina/treonina, isso 

automaticamente viabiliza a ativação da AS160 (substrato da Akt de 160 Kda) 

sensibilizando a translocação do GLUT-4 do retículo sarcoplasmático para o 

sarcolema, em seguida ocorre a captação de glicose do meio extracelular para o meio 

intracelular (BOUCHER et al. 2014; LETO et al. 2012; SALTIEL et al. 2001). A figura 

1, ilustra o mecanismo de captação de glicose mediado pela insulina.  

 

Figura 1. Via de sinalização da insulina e captação de glicose no músculo 

esquelético. A insulina se liga ao receptor da membrana (IR) de insulina e com isso 

proporciona uma cascata de sinalização intracelular, ativando os substratos do receptor de 

insulina 1 e 2 (IRS-1 e IRS-2), a fosfatidilinositol-3-quinase (PI-3K), a quinase dependente de 

fosfatidilinositol de membrana (PDK), a proteína quinase B (Akt) e o transportador de glicose 

tipo 4 (GLUT-4). Em seguida acontece o efeito biológico final da translocação do GLUT-4 para 

a captação de glicose do meio extracelular para o intracelular no músculo esquelético 

(Adaptado de Pauli et al., 2009). 
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Inúmeros estudos apontam que qualquer comprometimento desta via pode 

reduzir a captação de glicose, resultando em alterações fisiológicas relevantes que 

podem contribuir para o desenvolvimento de novas patologias ligadas ao metabolismo 

como o Diabetes Mellitus do Tipo 2 (DM2) (KALWAT & COBB, 2017; RORSMAN & 

ASHCROFT, 2018; ZHAO et al., 2019; CHAWLA et al.,2020; AWAD et al., 2021).  

No entanto, o organismo pode suprir em determinado momento algum 

comprometimento que possa estar ocorrendo com a via da insulina. Em 2006, He e 

colaboradores utilizaram animais MIRKO (muscle insulin receptor knockout) para 

demonstrar que o organismo compensa a ausência do receptor de insulina por meio 

do receptor do fator de crescimento semelhante à insulina 1 (insulin like growth fator 

1ou IGF-1), contribuindo para o não desenvolvimento do diabetes severo, indicando 

que outras moléculas podem gerar esse papel compensatório diante a prejuízos de 

certos sinais metabólicos. 

Além disso, o exercício físico é um importante estimulador fisiológico na 

captação de glicose no músculo esquelético. Apesar de não aumentar a 

autofosforilação do receptor de insulina, o exercício físico é capaz de aumentar a 

fosforilação de alguns substratos desses receptores os quais ativam proteínas 

importantes no transporte da glicose (FERRARI et al., 2019; BATTISTA et al., 2021 

MCKEEGAN et al., 2021). 

O exercício físico promove aumento no fluxo sanguíneo e do recrutamento 

de capilares para aqueles grupos musculares que estão ativos. Essa vasodilatação 

amplia a superfície disponível para o transporte de glicose. No decorrer da contração 

muscular, os níveis de insulina intracelular não sofrem muitas modificações mesmo 

estando reduzidos nos níveis plasmáticos decorrente ao aumento do fluxo sanguíneo. 

Em associação à contração muscular, a ação da insulina e o aumento do fluxo 

sanguíneo contribuem para sinalizar a translocação do GLUT-4 aumentando a 

captação de glicose no tecido muscular (DEFRONZO et al., 1981). 

A sinalização da insulina aumenta a quantidade de GLUT-4 na membrana 

por ampliar o estímulo à exocitose, ao mesmo tempo que as contrações musculares 

não só fazem aumentar à exocitose, como favorecem a redução a taxa de endocitose 

do GLUT-4. Esse fator biológico é uma das justificativas para o efeito complementar 

promovido pelo exercício físico à ação da insulina na captação de glicose, 

promovendo maior sensibilidade ao hormônio no organismo (PLOUG et al.,1987). Em 

adição, o exercício físico é capaz de induzir a ativação de uma série de proteínas que 
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desencadeiam alterações funcionais e/ou estruturais de outras moléculas que 

permitem uma ativação de eventos em cascata, favorecendo a translocação do GLUT-

4 e estimulando a captação de glicose (DELA et al., 1993).  

Os efeitos adjacentes que ocorrem após a ligação da insulina no músculo 

esquelético são específicos e regulados e qualquer deficiência nessa cascata de 

sinalização pode colaborar para o aumento dos níveis de glicose circulante. Porém 

existem “caminhos alternativos” para a captação de glicose que são independentes 

da presença de insulina, como a ativação dessa sinalização mediada pelo exercício 

físico, demonstrando papel primordial para esse fenômeno biológico. 

1.3 A captação de glicose mediada pela proteína quinase ativada por AMP 

durante o exercício físico. 

 

A AMPK foi identificada na década de 80, como uma enzima fundamental 

para a manutenção energética intracelular principalmente durante a execução do 

exercício físico ou pela privação alimentar. Essa molécula heterotrimétrica contém 

uma subunidade catalítica α e duas subunidades regulatórias β e γ. A AMPK é 

fosforilada pelo resíduo de treonina na posição 172 da alça de ativação da subunidade 

α, causada pela redução energética celular. Vários estudos apontam a sinalização 

dessa via em diferentes processos metabólicos: lipólise (adiposo), metabolismo de 

lipídeos (músculo e adiposo), transporte de glicose (músculo e adiposo), metabolismo 

de glicogênio (músculo e fígado) e controle de ingestão alimentar (hipotálamo). A 

funções biológicas da AMPK em reposta ao exercício são de suma importância para 

o controle da homeostase glicêmica (HOFFMAN et al., 2015; RANA et al., 2015; 

HUYNH et al., 2016; HERZIG & SHAW, 2017; GLOSSE & FÖLLER, 2018; WU & ZOU, 

2020) 

Em respostas aos efeitos fisiológicos promovidos pelo exercício físico o 

aumento da demanda energética ocasiona uma depleção dos níveis de Adenosina 

Trifosfato (ATP), que são ressintetizados de maneira rápida e eficaz para manter a 

homeostase no organismo. Porém na formação energética o organismo não consegue 

ressistetizar a molécula de ATP na mesma velocidade de seu consumo, devido a uma 

série de fatores, entre eles a diminuição da enzima de creatina fosfato (CP) ou até 

mesmo de glicose. A contração muscular promove o aumento do consumo de glicose 
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através da Proteína Quinase Dependente de AMP (AMPK). Essa função fisiológica 

que associa a conexão das pontes de actina com a miosina proporcionam um gasto 

energético que favorece a ativação da proteína AMPK. A figura 2, ilustra a ativação 

dessa via a partir da contração muscular. 

 

 

Figura 2. Sinalização da via AMPK. O estímulo para captação de glicose ocorre através da 

contração muscular. Quando ocorre a conexão dos filamentos de actina pelos filamentos de 

miosina acontece o aumento do gasto energético. O aumento dessa razão AMP/ATP 

ocasiona a fosforilação da proteína AMPK que consequentemente expressa a ativação dos 

transportadores de glicose. (Adaptado de Pauli et al., 2009). 

 

O exercício físico promove a principal condição fisiológica para a ativação 

da AMPK. Em reposta à contração muscular, ocorre o aumento da demanda 

energética e a depleção dos níveis de ATP, que são imediatamente ressintetizados 

para manter o aporte energético. Perante a situação em que a relação AMP:ATP é 

aumentada, acontece a mudança conformacional da molécula, favorecendo sua 

ativação. Quando essa molécula está ativa ocorre o aumento de ATP e a oxidação de 

ácidos graxos e simultaneamente redução de vias metabólicas que consomem 

energia, como a formação de ácidos graxos. A fosforilação da AMPK em resposta ao 

exercício está envolvida na captação de glicose em animais e humanos, mediada pelo 

aumento da translocação do GLUT-4 para a membrana celular (TREEBAK et al., 
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2006). Está bem estabelecido que a contração muscular por eletroestimuilação (in 

situ) e a contração muscular de ratos aumentam significativamente a fosforilação da 

AMPK. Além disso, protocolos no ciclismo podem promover o aumento dessa 

molécula em humanos, porém, a ativação é dependente da intensidade e da duração 

do esforço. 

Outro fator que é determinante para influenciar a ativação dessa via é o 

condicionamento físico. Coffey e colaboradores (2006), demonstram que a ativação 

dessa via é reduzida de acordo com a adaptação do indivíduo em relação ao exercício 

e esse fator é um indicativo para melhoria na capacidade oxidativa das fibras 

musculares. Vale ressaltar que além do condicionamento físico influenciar na ativação 

da AMPK, a intensidade do exercício também possui papel relevante para essa 

sinalização; protocolos de intensidade moderada e de alta intensidade parece ser os 

mais relevantes para essa ativação. 

Experimentos com animais demonstraram que ativação da AMPK no 

músculo esquelético promove a degradação de lipídeos e o aumento da ressíntese de 

glicogênio em resposta ao treinamento de força (COFFEY et al., 2006). 

Posteriormente, foram realizados alguns ensaios utilizando inibidores para a AMPK, 

um deles foi o composto C, que comprovaram que a ação dessa proteína é necessária 

para a captação de glicose estimulada pelo ribonuncleotídeo 5-aminoimidazole – 4 – 

carboxamide (AICAR) (JENSEN, et al., 2009).  

O estímulo da contração muscular ativa a proteína AMPK favorecendo o 

aumento da captação de glicose por estimular a translocação do GLUT-4 até a 

membrana pelo processo de exocitose, além de reduzir a velocidade do processo 

inverso pelo processo de endocitose, tal função biológica é um estímulo complementar 

proporcionado pela contração muscular, contribuindo para a entrada da glicose na 

célula muscular esquelética e otimizando a utilização desse substrato (GOODYEAR 

et al., 1998).  

As ações promovidas pela fosforilação da AMPK promovem a melhora na 

sensibilidade à insulina no tecido muscular esquelético, sendo esta relação 

diretamente relacionada com a reposta ao exercício físico. Animais AMPK-MKO 

(camundongos que não expressam AMPK no músculo esquelético – AMPK Muscle 

Knockout),e portanto, não possuem atividade da AMPK, demonstraram diminuição na 

resistência ao exercício e na captação de glicose ocasionada pela contração 

muscular, porém esse fator não afetou a tolerância à glicose muito menos a 
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sensibilidade à insulina, indicando que a atividade muscular da AMPK não promove o 

desenvolvimento da resistência à insulina induzida pelo envelhecimento (BUJAK et 

al., 2014). Consequentemente o exercício físico é capaz de regular positivamente a 

ativação da via da insulina e da AMPK (figura 3), essa ação exerce um importante 

efeito na captação de glicose no músculo esquelético contribuindo para o controle da 

homeostase glicêmica do organismo. 

 

 

Figura 3. Sinalização da ativação AMPK e Insulina.  Desenho esquemático sobre a 

captação de glicose no tecido muscular esquelético após o estimulo de insulina e da 

contração muscular, com a fosforilação das proteínas intracelulares envolvidas na 

translocação do GLUT-4 para membrana celular (Adaptado de Pauli et al., 2009). 

 

É bem descrito na literatura que uma única sessão de esforço físico 

proporciona o aumento na captação de glicose na célula muscular esquelética 

(BARRILE et al, 2015; RICHTER, et al., 2004; TREADWAY et al., 1989; VANCINI et 

al, 2013). A contração muscular envolve diversos mecanismos que contribuem para a 

ativação da proteína ativada por GTPase (AS160) e subsequente a translocação de 

GLUT-4 por exocitose para a membrana da célula muscular esquelética (Jessen N, 

Goodyear LJ, 2005). Por isso logo após o esforço físico aumenta a captação de glicose 

(GULVE, et al.,1990) atrelado ao aumento da expressão de GLUT-4 no músculo 

esquelético.  
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O efeito agudo promovido pelo exercício físico sobre a captação de glicose 

pode ser avaliado em períodos variáveis, que podem se estender até 48 horas após 

a prática de exercício físiclo (HOLLOSZY, 2005; BOGARDUS et al., 1983). Todavia, 

alguns ensaios destacam que a prática frequente de exercício físico seria capaz de 

prevenir a resistência à insulina como uma medida não-farmacológica efetiva de baixo 

custo para a prevenção dessa doença (GOODYEAR et al.,1998). Analisando os 

estudos abordados e diversos outros da literatura, a proteína AMPK é um importante 

alvo de estudo para ensaios futuros pois essas metodologias podem aprimorar o 

combate de doenças crônicas não degenerativas como a obesidade e o diabetes. Em 

busca da compreensão de como combater as doenças crônicas não degenerativas, 

outras moléculas foram surgindo e apresentaram grande importância na contribuição 

da sinalização da insulina. As verificações dessas vias em resposta ao exercício 

podem ser determinantes para compreender como podemos utilizar as diferentes 

metodologias para corroborar com os tratamentos dessas patologias. 

 

1.4 Sinalização da mammalian target of rapamcycin (mTOR) e a síntese 

proteica no músculo esquelético 

 

No início dos anos 90, a identificação da proteína mTOR uma 

serina/treonina, pertencente a sinalização PI3K/Akt que realiza atividades celulares 

como: transcrição, tradução, estabilização proteica, o volume de mRNA, biogênese 

ribossomal e a organização do citoesqueleto. Essa molécula foi classificada como 

uma integradora intracelular que recebe sinais de fatores de crecimento, nutrientes e 

do metabolismo energético (CORTOT et al., 2006; MORETTI et al., 2007 SCHENONE 

et al., 2011). 

A mTOR encontra-se em dois complexos, a mTORC1 e a mTORC2. A 

mTORC1 é um complexo sensível à rapamicina, o qual inclui as proteínas mTOR, 

mLST8 (lethal with SEC13 protein 8) e Raptor (regulatory associated protein of 

mTOR). Sua função está relacionada ao controle de tradução de RNAm e ao 

crescimento celular por meio da fosforilação de proteínas-chave como S6K (ribosomal 

protein S6 kinase) (LONG et al., 2005; JIANG et al., 2008; SCHENONE et al., 2011). 

O complexo mTORC2, diferencialmente do mTORC1 não é sensível à 

rapamicina, é formado por mTOR, mLST8 e Rictor (rapamycin-insensitive companion 
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of mTOR). Uma de suas funções é fosforilar a Akt em serina na posição 473 induzindo 

a ativação completa dessa proteína. Além disso a mTORC2 está associada no 

controle da dinâmica da actina no citoesqueleto. 

A fosforilação da mTOR, possui associação com o aumento da síntese 

proteica no músculo esquelético, o aumento do recrutamento de fibras musculares 

durante a contração de exercício (figura 4), pode amplificar essa sinalização e 

favoverecer o anabolismo nesse tecido. A figura 4, ilustra a ativação dessa via após a 

prática de exercício físico. 

 

 

Figura 4. Sinalização de mTOR após a prática de exercício.  Desenho esquemático sobre 

a hipertrofia no músculo esquelético após a prática de exercício físico. Estímulo de moléculas 

que resultam na fosforilação das proteínas intracelulares envolvidas na hipertrofia muscular 

celular (Adaptado de Zeng et al., 2020). 

 

O exercício físico é uma estratégia eficaz para aumentar a força e a 

hipertrofia muscular e vários estudos demonstram que a fosforilação de mTOR é 

aumentada durante o período pós exercício físico (LIOYD et al., 2017; SONG et al., 

2017; ZENG et al., 2020; JONES et al., 2021). Por essa razão, pesquisadores 

analisam diferentes protocolos de exercício e a resposta referente à sinalização de 

mTOR. 
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A mTOR pode ser ativada em resposta à sessão aguda de exercício físico. 

Contudo, para estender sua sinalização a manipulação das variáveis de treino é fator 

crucial para prorrogar seus efeitos moleculares. O aumento da intensidade de 

exercício promove um desequilíbrio na homeostase que consequentemente leva à 

reorganização das respostas fisiológicas, favorecendo a ativação dessa molécula. 

Souza e colaboradores (2013) utilizaram ratos para investigar os efeitos 

agudos do exercício físico em diferentes protocolos e a ativação de mTOR. Esses 

autores mostraram que após 2h de exercício não houve ativação dessa molécula, 

então eles hipotetizaram que a ausência da ativação de mTOR pode estar atrelada à 

intensidade do exercício. 

Em 2014, Ogasawara e colaboradores avaliaram se a ordem dos estímulos 

influenciaria diretamente na sinalização de mTOR. Os pesquisadores utilizaram ratos 

da linhagem Sprangue-Dawley e fizeram uma avaliação temporal da fosforilação de 

mTOR e p70S6k, após a execução de diferentes sessões de exercício. Os autores 

revelaram que as respostas moleculares rápidas (0 e 120 minutos após a sessão de 

exercício físico), são influenciadas pela ordem dos estímulos aplicados. Os autores 

ainda destacaram que uma série de endurance após o exercício resistido pode reduzir 

a síntese proteica ativada pela mTOR. Essa influência é decorrente da utilização das 

magnitudes de treinamento (volume e intensidade). 

Todavia alguns ensaios destacam que a prática frequente de exercício 

físico seria capaz de favorecer as adaptações musculares e melhorar a ativação de 

mTOR. Analisando os estudos abordados e diversos outros da literatura, essa 

proteína é um importante alvo de estudo para ensaios futuros, pois essas 

metodologias podem aprimorar o combate de doenças musculoesqueléticas. Em 

busca da compreensão de como prolongar essa ativação, as verificações dessas 

moléculas em resposta ao exercício físico podem ser determinantes para 

compreender e melhorar a prescrição de exercício físico. 

 

1.5 Sinalização da Rho-quinase e captação de glicose mediada por insulina no 

músculo esquelético 

 

Nas últimas décadas tem sido demonstrado que a Rho-quinase (Rock) 

participa de maneira importante da sinalização da insulina no músculo esquelético, 
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contribuindo com um aumento de até 50% na sinalização da insulina nesse tecido 

(FURUKAWA et al., 2005). Com isso, a proteína Rock tem sido alvo de investigação 

e se mostra promissora na melhora da homeostase glicêmica (HUANG et al., 2012). 

A Rock é uma proteína serina/tireonina quinase ligante ao GTP e possui 

duas isoformas Rock1 e Rock2 (NAKAGAWA et al., 1996; LEUNG et al., 1995). A 

ativação dessa proteína é mediada por outras duas moléculas RhoA e RhoE (RIENTO 

et al., 2003). A ativação da RhoA acontece quando se liga ao GTP e inativa quando 

se liga ao GDP, sendo a reação mediada por duas enzimas, a GEF (fator de troca de 

nucleotídeos guanina) e a GAP (proteína ativadora de GTPase). Quando a GEF é 

ativada ocasiona o estímulo dos receptores acoplados a proteína G (GPCR) através 

da via Gαq e Gα12/13, para ser inativa, a RhoA sofre ação GAP promovendo hidrolise 

do GTP em GDP. Após essa ativação, a RhoA/GTP se conecta ao domínio de ligação 

presente na Rock gerando uma mudança de conformação em seu domínio quinase, 

porém em compensação quando há ligação da RhoE ao terminal N da Rock ocorre a 

inativação (RIENTO et al., 2003; RIKITAKE et al., 2005). 

Em 2005, Furukawa e colaboradores em um elegante estudo revelaram 

que a Rock colabora com o aumento da captação de glicose no músculo esquelético 

através de seu efeito sobre proteínas chaves da via de sinalização da insulina. O 

aumento do conteúdo de Rock e da sua atividade induz aumento na fosforilação dos 

resíduos de serina 632/635 do IRS-1 em resposta ao estímulo com insulina e provoca 

um aumento na fosforilação da Akt e consequentemente da captação de glicose no 

músculo esquelético (FURUKAWA et al., 2005; BEGUM et al., 2002; FARAH et al., 

1998).  

As isoformas da proteína Rock (Rock1 e Rock2), apresentam o mesmo 

peso molecular (160KDa) (RIENTO et al.,2003). Além de contribuir para a sinalização 

da insulina, essas proteínas possuem outras funções celulares como: adesão celular, 

organização da actina, motilidade celular e vascular e na contração do músculo liso 

(AMANO et al., 1996). Quando a proteína Rock está ativa, ela fosforila as cadeias 

leves de miosina (MLC), proporcionando a interação entre actina e miosina 

promovendo a contração celular. Em acréscimo às funções da Rock, ela pode inativar 

MLC fosfatase (MLCP) através da ativação da miosina fosfatase subunidade 1 

(MYPT1) nos resíduos de thr696/853 (KIMURA et al., 1996). 

A proteína Rock também participa da reorganização do citoesqueleto onde 

é mensurado pela ativação da proteína LIM-quinase (LIMK) no resíduo thr508, quando 
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é ativado a LIMK fosforila e inativa a proteína Cofilina no resíduo ser3 (YANG et el., 

1998). Os estudos pioneiros envolvendo a proteína da família Rho foram realizados 

por Chong (1994), Takai (1994) e Ridley (1994). A partir desses trabalhos surgiram as 

primeiras indicações que essas proteínas poderiam desencadear sinais intracelulares 

em diferentes tecidos (TAKAI et al., 1994; RIDLEY et al., 1994; LEE et al.,2009). Em 

adição a esses conhecimentos sobre as proteínas da família Rho, foi evidenciado uma 

relação entre a Rock com a sinalização da via da insulina no estudo por Furukawa em 

2005. Esse estudo analisou que a proteína Rock poderia atuar sobre o controle 

glicêmico através da fosforilação da proteína Akt nos tecidos muscular e adiposo. 

Essa ativação da Akt é decorrente de uma sinalização anterior, ou seja, a Rock 

interage na fosforilação do IRS-1 (resíduo de ser632/935), potencializando a captação 

de glicose. Essa hipótese foi confirmada graças a deleção dessa proteína 

corroborando com a diminuição da captação de glicose em células musculares e em 

adipócitos, proporcionando a resistência à insulina no músculo esquelético 

(FURUKAWA et al.,2005).  

Nessa mesma década, Lee em 2009, avaliou os efeitos da inibição da 

proteína Rock em camundongos machos e fêmeas, verificando que 

independentemente do animal, ambos tiveram tendência em desenvolver a resistência 

à insulina, com diminuição na fosforilação do IRS-2 em ser632/635 e menor atividade 

da PI3-q (LEE et al., 2009). Estudos com seres humanos já demonstraram que em 

indivíduos hiperglicêmicos com os níveis de RNA mensageiro de insulina aumentado, 

assim como o elevado nível de transcrição do gene da insulina, isso ocorre pela 

supressão da via Rho/Rock (NAKAMURA et al., 2006). Nessa perspectiva foi 

observado que o tecido muscular de indivíduos magros e obesos classificados como 

não diabéticos, após o estímulo com insulina há aumento na ativação da via da Rock, 

porém vale ressaltar que a capacidade da insulina em aumentar essa sinalização está 

atenuada em indivíduos obesos e diabéticos (CHUN et al., 2011).  

Por outro lado, o exercício físico também promove ativação da família Rock. 

Muñoz e colaboradores (2017), analisaram que o exercício de natação de curta 

duração em ratos Fischer 344, favoreceu a melhora da sensibilidade à insulina e 

aumentou a ativação de proteínas envolvidas nessa sinalização. Esse estudo foi 

pioneiro em abordar o papel da Rho-quinase. A figura 5 ilustra a ativação da proteína 

Rock. 
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Figura 5 Sinalização da Rock em resposta ao exercício. Desenho esquemático sobre a 

captação de glicose no tecido muscular esquelético em resposta ao exercício pela via Rho-

quinase aumentando a translocação do GLUT-4 para membrana celular (Adaptado de Muñoz 

et al., 2017). 

 

A proteína Rock pode ser um grande aliado para o controle da homeostase 

glicêmica. Dessa forma, entender a resposta dessa molécula no músculo esquelético 

em diferentes métodos de exercício pode esclarecer o tempo de ativação e sua 

participação nesse mecanismo. Ademais, se faz necessário compreender a influência 

do volume e da intensidade do exercício em relação ao metabolismo da Rock, pois 

até o momento não foram utilizados métodos intervalados de alta intensidade para 

analisar a resposta dessa via em relação ao aumento do esforço físico. 

1.6 Caracterização dos métodos de treinamento: contínuo e intervalado de alta 

intensidade.  

 

O método contínuo de treinamento físico, foi sistematizado em 1952 na 

Austrália, fundamentado na experiência de Perry Wells Cerutty, treinador de atletismo 

nas décadas de 50 e 60 (DANTAS, 1985).  Esse método é definido pela realização de 

esforço físico em alguma intensidade previamente estabelecida sem oscilações ou 
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interrupções durante um determinado período (DAUSSIN et al., 2007; GOBBI; 

VILLAR; ZAGO, 2005; SZMUCHROWSKI, 1999). O treinamento contínuo é realizado 

eminentemente em modalidades cíclicas, caracterizado pelo predomínio do volume 

sobre a intensidade corroborando com o desenvolvimento da resistência muscular 

(DANTAS, 2003; TUBINO & MOREIRA, 2003). Em adição, o método contínuo 

geralmente é aplicado abaixo do limiar anaeróbio (LAn), promovendo trabalhos 

predominantemente aeróbio. As principais intensidades utilizadas no método contínuo 

são prescritas entre 50 a 75% do VO2máx, em ritmo cadenciado e a principal adaptação 

fisiológica analisada é o aumento no transporte de oxigênio nas células musculares 

favorecendo o aumento da resistência aeróbia. O método contínuo é um dos mais 

atribuídos para proporcionar a adaptação a métodos mais intensos, muitos estudos 

utilizam dessa estratégia para que o indivíduo consiga desenvolver uma adaptação 

base para suportar intensidades mais elevadas. 

Um dos principais parâmetros para a prescrição do método continuo é a 

utilização do VO2máx. Em 1968, Kenneth H. Cooper, um preparador físico norte-

americano desenvolveu um protocolo para verificar o nível de condicionamento físico 

de soldados das forças armadas. Esse protocolo consiste em uma corrida constante 

e seu resultado pode determinar e classificar o VO2máx. Após convalidar esse 

protocolo, vários profissionais de diferentes áreas aderiram esse teste para mensurar 

a resistência aeróbia de atletas e não atletas. O teste de Cooper é referenciado nos 

dias atuais para quem busca iniciar a prática nos exercícios para quantificar a 

intensidade de treino. Após a constatação que a utilização do VO2máx era relevante 

para análise e prescrição do exercício, alguns pesquisadores começaram a verificar 

as diferentes intensidades utilizadas no método contínuo e acompanhar os efeitos 

proporcionados por esse método.  

Em 2004, Fernandez e colaboradores observaram a influência do exercício 

contínuo em adolescentes entre 15 a 19 anos, submetidos a um protocolo no 

cicloergômetro durante 50 minutos, cujos resultados mostraram redução no IMC e na 

porcentagem de gordura. Nesse mesmo ano, Sabia e colaboradores (2004), verificam 

o efeito do exercício aeróbio associado à orientações alimentares em adolescentes 

obesos submetidos a protocolos de caminhada. Os resultados mostram que além da 

alimentação potencializar. Os resultados os adolescentes tiveram melhora satisfatória 

na composição corporal e na resistência aeróbia.   
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A resistência aeróbia. é considerada um dos pilares das capacidades 

físicas. Indivíduos que conseguem suportar intensidades de treino por períodos 

prolongados podem desenvolver adaptações nos componentes centrais e periféricos 

do sistema cardiorrespiratório aprimorando o fornecimento de oxigênio pela 

musculatura recrutada. Em 1984, Pate e Kriska já destacavam que existem três 

contextos que influenciam a resistência aeróbia: o Limiar de lactato, a economia de 

corrida e o consumo máximo de oxigênio (VO2máx). O VO2máx, apresenta a mais 

elevada quantidade de oxigênio que pode ser captada, transportada e metabolizada, 

para Valenzula e colaboradores (2022), o VO2máx  pode ser um marcador interessante 

para avaliar o condicionamento aeróbio. Contudo, para avaliar e quantificar os níveis 

de treinamento e periodizar um protocolo consistente vale complementar as análises 

utilizando a potência crítica ou até mesmo o Lan (PODLOGAR et al., 2022). 

Os métodos contínuos foram conhecidos popularmente como exercícios 

aeróbios, que eram destacados por reduzir significativamente a porcentagem de 

massa gorda e melhorar o condicionamento cardiorrespiratório (AHLERT et al, 2019).  

Ao longo do tempo, surgiram diversos estudos relatando as intensidades utilizadas no 

método contínuo para diferentes indivíduos de acordo com seu condicionamento 

físico.  

Em relação a AMPK o método contínuo já foi utilizado para quantificação 

da sua fosforilação. Em 2015, Combes e colaboradores utilizaram nove homens ativos 

em um protocolo de 30min a uma intensidade de 70% da taxa de trabalho pico no 

cicloergômetro. Esse estudo demonstrou aumento na AMPK imediatamente após o 

término da sessão, porém não relatou aumento significativo 3h após o término do 

esforço físico. Em relação a Rock, são poucos estudos que discutem volume e 

intensidade sobre o aumento do conteúdo proteico dessa via. Por isso, analisar outros 

parâmetros de aplicação desse método pode contribuir para os avanços em relação à 

prescrição de exercício para ativação das vias independentes de insulina. 

O treinamento intervalado de alta intensidade (higth intensity intermittent 

training – HIIT), já tem seu histórico descrito na literatura a partir da década de 1920. 

É um interessante método onde proporciona um volume curto de exercício, com uma 

intensidade mais elevada. O HIIT é definido como o uso do esforço físico em alta 

intensidade (acima do limiar anaeróbio) em períodos de curta duração, seguidos de 

períodos de descanso ativo (em baixa intensidade) ou passivo (repouso), com a 
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proposta de recuperar parcialmente as reservas energéticas a cada esforço 

(LAURSEN et al.,2006).  

A ideia dessa metodologia não é apenas diminuir as longas sessões de 

treinamento aeróbio, que visam o aumento da capacidade aeróbia e/ou 

emagrecimento, mas também propor um esforço físico relevante que consiga 

estressar a musculatura em uma magnitude muito maior, possibilitando as adaptações 

promovidas pelo exercício físico em sessões mais curtas, podendo ser realizada em 

diversas modalidades como: corrida, natação e ciclo ergômetros.  

De forma gradual, as pausas entre o esforço físico de alta intensidade pode 

ser reduzidas, de modo que o metabolismo anaeróbio aumente sua ativação de 

maneira significativa para formação de energia pela metabolização do lactato via de 

ciclo Cori e da ressíntese de fosfocreatina (PCr), quando ocorre o aumento da 

produção energética por essas vias, fisiologicamente as vias do metabolismo aeróbio 

também aumentam sua resistência (LINOSSIER et al., 1993; MACDOUGALL et al., 

1998).  

Para prescrever uma metodologia de treino, recomenda-se a manipulação 

de algumas variáveis metodológicas, pautadas de acordo com o objetivo do sujeito e 

as principais adaptações fisiológicas que precisam ser melhoradas. Essas variáveis 

de treino são: intensidade, intervalo de recuperação, volume (número de séries), 

densidade (pausa entre séries), amplitude de movimento e ação muscular, que podem 

ser utilizadas para a prescrição de qualquer metodologia de treino (BUCHHEUT et al., 

2013). Considerando que os efeitos positivos do exercício promovidos pelo HIIT são 

similares ao treinamento de endurance e nesse sentido, é relevante entender as 

principais adaptações fisiológicas promovidas por essa metodologia. 

Primeiramente, uma das principais adaptações é a biogênese mitocondrial, 

mediada pelo aumento das enzimas Citocromo C Oxidase (COX) e Cintrato Sintase 

(CS), além do prolongamento do conteúdo do fator de transcrição mitocondrial A 

(TFAM) e de Sirt1 (GIBALA et al., 2010). Com o aumento do conteúdo da atividade 

mitocondrial na musculatura exercitada, há também um aumento na taxa de oxidação 

de lipídeos e no transporte de ácidos graxos, proporcionando um efeito secundário 

pelo HIIT (TALANIAN et al.,2006). 

De acordo com a adaptação do indivíduo ao treinamento, é analisada a 

melhora no desempenho do esforço realizado, bem como a capacidade de 

tamponamento e a tolerância à acidose metabólica promovida pelo esforço físico de 
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alta intensidade (GIBALA et al.,2006). Além disso, verídica-se o aumento do pico do 

VO2máx, da potência máxima atingida, a diminuição da frequência cardíaca média e 

da ventilação em esforço, relacionado à menor oxidação de carboidratos e maior 

oxidação de gorduras durante o esforço físico (BURGOMASTER et al., 2008). 

Alguns estudos apontam o aumento nos níveis de IL-6 (Interleucina 6) 

circulante, associando os efeitos antiinflamatórios promovidos pelo exercício físico, 

proporcionando a melhora da resistência à insulina (Leggate et al.,2010). Em relação 

às moléculas envolvidas na captação de glicose, sugere-se que o HIIT melhore essa 

captação no tecido muscular por aumento da expressão do GLUT-4 e PGC-1α, além 

de aumentar a fosforilação (e consequente ativação) da AMPK, aumentando a beta-

oxidação, maior biogênese mitocondrial, aumento na atividade cardiorrespiratória e 

melhora na sensibilidade à insulina na musculatura treinada (GIBALA et. al., 2010; 

TALANIAN et al.,2006; GIBALA et al.,2006; BURGOMASTER et al., 2008; LEGGATE 

et al.,2010; BURGOMASTER et al., 2006).  

O HIIT aparenta ser uma metodologia de treino eficaz, pois proporciona 

uma sessão mais curta (acessível para pessoas com pouca disponibilidade de tempo) 

e mais dinâmica, além de poder ser utilizada em qualquer modalidade. Vale ressaltar 

que essa metodologia precisa de cautela, principalmente em sujeitos portadores de 

alguma enfermidade ou limitação, porém pode ser utilizada por indivíduos treinados, 

especialmente os que querem atingir um maior recrutamento de fibras tipo II, 

proporcionando ganhos metabólicos e neuromusculares. 

Tem sido demonstrado que o exercício intervalado de alta intensidade pode 

aumentar a fosforilação da AMPK. Coffey e colaboradores (2005), demonstraram que 

esse método prolonga a sinalização da AMPK em seres humanos treinados, contudo 

ainda se faz necessário verificar os efeitos promovidos por esse método em um tempo 

maior de esforço. Especulamos que o exercício físico de corrida em esteira intervalado 

de alta intensidade seja capaz de promover maior ativação da AMPK, mTOR e Rock 

nas primeiras horas após o exercício físico (0-3 horas) no músculo EDL em 

comparação ao exercício contínuo de baixa intensidade. Então, tal regulação dessas 

proteínas pode contribuir para melhor resposta relacionada ao metabolismo 

energético e reconstrução do músculo esquelético. Em relação a Rock, não existem 

estudos correlacionando sua ativação mediada pelo treinamento intervalado de alta 

intensidade, estudos mostram que essa molécula possui relação com a fosforilação 

de AMPK. 
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2 OBJETIVO 

2.1 Objetivo Geral 

Investigar os efeitos do exercício físico agudo contínuo de baixa 

intensidade e intervalado de alta intensidade sobre a via de sinalização da AMPK, 

mTOR e Rock em fibras musculares de contração rápida em ratos. 

2.2 Objetivo Específicos 

 

Etapa 1: Avaliar a sinalização da via da AMPK e da mTOR. 

Avaliar os efeitos do exercício contínuo de baixa intensidade sobre a 

fosforilação das proteínas AMPK, ACC, mTOR e P70S6K, imediatamente e três horas 

após o término do protocolo. 

Avaliar os efeitos do exercício intervalado de alta intensidade sobre a 

fosforilação das proteínas AMPK, ACC, mTOR e P70S6K, imediatamente e três horas 

após o término do protocolo. 

Comparar a fosforilação de AMPK e mTOR nos dois métodos de 

treinamento (contínuo e intervalado de alta intensidade), imediatamente e três horas 

após o término dos protocolos. 

Etapa 2: Avaliar a sinalização da via da Rock. 

Avaliar os efeitos do exercício contínuo de baixa intensidade sobre o 

conteúdo proteico das proteínas Rock1, Rock2, RhoA e RhoE imediatamente e três 

horas após o término do protocolo. 

Avaliar a atividade da Rock no exercício contínuo de baixa intensidade 

através da fosforilação da MYPT-1 imediatamente e três horas após o término do 

protocolo. 

Avaliar os efeitos do exercício intervalado de alta intensidade sobre o 

conteúdo proteico das proteínas Rock1, Rock2, RhoA e RhoE imediatamente e três 

horas após o término do protocolo. 

Avaliar a atividade da Rock no exercício intervalado de alta intensidade 

através da fosforilação da MYPT-1 imediatamente e três horas após o término do 

protocolo. 
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Avaliar os efeitos do exercício contínuo de baixa intensidade sobre a 

fosforilação das proteínas Akt, IRS1S632/635 e IRS1Y612, imediatamente e três horas 

após o término do protocolo. 

Avaliar os efeitos do exercício intervalado de alta intensidade sobre a 

fosforilação das proteínas Akt, IRS1S632/635 e IRS1Y612, imediatamente e três horas 

após o término do protocolo. 
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3 METODOLOGIA 

3.1 Animais 

Foram utilizados vinte e quatro ratos Wistar machos com seis semanas de 

vida, provenientes do Biotério Central da Unicamp (CEMIB). Os experimentos foram 

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

n° 11.794, de outubro de 2008). O projeto de pesquisa foi submetido e aprovado pela 

Comissão de Ética no uso de Animal (CEUA 4621-1/2017), do Instituto de Ciências 

Biológicas, UNICAMP – Campinas – SP. 

Os animais foram mantidos em gaiolas de polietileno individuais (n=4 por 

caixa) sob circunstâncias adequadas tais como ciclo claro-escuro (12/12h), livre 

consumo de água e ração convencional, luz acionada às 06:00h e desligada às 

18:00h. Com seis semanas de vida os animais foram distribuídos aleatoriamente nos 

grupos: controle (CTL), exercício agudo contínuo (CONT) e exercício agudo de alta 

intensidade (INT). Os animais dos grupos exercitados foram eutanasiados 

imediatamente ao término (tempo 0) e após 3 horas da sessão de exercício físico 

(tempo 3 h). A figura 6 ilustra sumariamente o desenho experimental. 

 

 

Figura 6 – Desenho experimental. 

 

3.2 Adaptação ao ergômetro e ao exercício físico de corrida 

Previamente à sessão de exercício, os animais foram submetidos ao 

período de adaptação de seis dias em esteira motorizada (Projeto AVS, São Carlos, 

São Paulo, Brasil). No primeiro dia os animais permaneceram por 5 minutos na esteira 
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para adaptação ao ergômetro e o equipamento permaneceu desligado. No segundo 

dia, os animais foram colocados na esteira e realizaram o exercício de corrida na 

velocidade de 3 metros/min. No dia seguinte os ratos permaneceram por mais 5 

minutos na velocidade de 3 metros/min. No terceiro dia foi mantido o volume e 

aumentada a intensidade para 6 metros/min. No quarto dia o volume foi aumentado 

para 10 minutos e foi mantida a intensidade de exercício do dia anterior. No quinto dia 

foi mantido o volume e a intensidade aumentou de maneira progressiva. No sexto dia 

também ocorreu aumento apenas da velocidade de corrida de maneira progressiva 

(adaptado de Moraska et al, 2000). A figura 7, ilustra o protocolo de adaptação ao 

exercício realizado no estudo. 

 

Figura 7 – Protoclo de adaptação ao exercício em esteira rolante. 

 

3.3 Teste de Carga Incremental de corrida em esteira rolante 

Os animais foram submetidos ao teste de carga incremental para 

determinar a velocidade máxima de corrida. O teste foi iniciado na velocidade 6 m/min, 

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

voluntária dos animais. A exaustão foi definida quando o animal encostou 5 vezes no 

final da esteira durante o tempo de 1 minuto (FERREIRA et al., 2007). A maior 

velocidade de corrida atingida foi considerada como a velocidade máxima de corrida 

no teste e foi utilizada para o cálculo da intensidade de corrida dos animais nos 

diferentes protocolos de exercício (contínuo e intervalado). 
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3.4 Protocolo de Exercício Agudo de Corrida 

 

3.4.1 Protocolo Contínuo em Esteira 

O protocolo de exercício contínuo consistiu em uma sessão única de 

corrida em esteira por 40 minutos. Os animais realizaram o exercício de corrida na 

velocidade correspondente a 50% da velocidade máxima de corrida obtida no teste 

de carga incremental. 

 

3.4.2 Protocolo Intervalado de Alta Intensidade em Esteira 

Assim como o exercício contínuo o protocolo intervalado constituiu de uma 

única sessão de 40 minutos, porém a intensidade do exercício era alterada a cada 2 

minutos de corrida e as intensidades correspondiam a 50% e 90% da velocidade 

máxima de corrida obtida no teste de carga incremental. Ao final do protocolo os 

animais totalizaram 20 séries de alta intensidade durante a realização do exercício. 

3.5 Análise da Lactacidemia 

Amostras de sangue foram coletadas da cauda dos ratos para realizar as 

análises da lactacidemia antes, imediatamente ao término e após 3 horas da sessão 

aguda de exercício. Para análise da concentração de lactato, foram coletados 25 µL 

de sangue em capilares heparinizados, prontamente desproteinizado em ácido 

tricloroacético (TCA) 4% e analisado no lactímetro Accutrend® (Roche). 

 

3.6 Teste de tolerância à glicose (TTG) 

O TTG foi realizado após um período de jejum de 8h e 3h após a realização 

da sessão de exercício. As amostras de sangue foram coletadas da cauda dos animais 

e realizada em um tempo 0 e logo após os animais receberem uma injeção 

intraperitoneal de solução de glicose 2g/kg de massa corporal, seguido pela coleta de 

sangue nos tempos 30, 60, 90 e 120 minutos. Os valores de glicemia obtidos durante 

o teste foram determinados pelo glicosímetro Accu-Check Active (Roche®, 

Switzerland). A área sobre a curva foi calculada pelo método trapezoidal no software 

Microsoft Excel 2013 (Mattews et al, 1990). O valor obtido no tempo 0 do teste foi 

utilizado como valor de glicemia em jejum. 
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3.7 Extração tecidual e análise de Imunoblotting 

Após o período experimental, os animais foram submetidos ao 

procedimento de extração, permaneceram em jejum prévio de 8 horas apenas com 

acesso livre a água no momento do procedimento. Previamente aos procedimentos 

cirúrgicos e de extração tecidual os animais foram anestesiados através da injeção 

intraperitoneal (i.p.) de cloridrato de cetamina (40-87 mg/kg; Ketalar; Parke-Davis®, 

Ann Arbor, MI) e xilazina (5-13 mg/kg; Rompun; Bayer®, Leverkusen). Após 

confirmada a anestesia pelo reflexo corneal, utilizando-se de balança analítica foi 

avaliada o peso da massa corporal e o comprimento dos animais (distância naso-

anal), em seguida foi realizado o processo de decaptação. O músculo EDL foi extraído 

e colocado em nitrogênio líquido, e as amostras foram armazenadas no ultrafreezer (-

80ºC). As amostras de EDL foram lisadas (~50mg) em tampão de extração, 

homogenizadas utilizando o TissueLyser II (Qiagen®) e submetidas ao protocolo SDS-

PAGE como descrito por Muñoz e colaboradores (Muñoz et al.,2018). Os anticorpos 

usados foram: anti-pAMPKThr172 [rabbit #2535], anti-AMPK [rabbit #50081), anti-

pAccSer79 [rabbit #3661], anti-Acc [rabbit #3662], anti-pmTORSer2448 [rabbit #5536], 

anti-mTOR [rabbit #2972], anti-pP70S6KSer371 [rabbit #9208], anti-p70S6K [rabbit # 

9202], RhoA [Rabbit #2117], RhoE [Mouse #3664], pIRS1 S632/635 [2388s], anti-IRS1 

[rabbit #2382] pAkt S473 [9271L], anti-Akt [rabbit #9272]  e anti-GAPDH [rabbit #5174], 

todos da empresa Cell Signaling Technology®; os anticorpos Rock1 (sc5560) e Rock2 

(sc-5561) provenientes da Santa Cruz Biotechnology®; anticorpos pMYPT1 T696 

(ABS45) e Anti-MYPT1 [rabbit  SAB4501948]  provenientes da Sigma-Aldrich® e 

pIRS1 T612 (44816G) da Life Technology®. Para cada figura (Imagem), medimos o 

controle de blots (isto é, proteína total ou proteína endógena (GADPH)). Para cada 

figura relacionada com as proteínas experimentais, usamos 4 amostras para o grupo 

controle, 5 amostras para os animais do exercício contínuo e 5 amostras para os 

animais do grupo exercício intervalado. Para quantificar as imagens foi utilizado o 

software UN267 SCAN-IT gel 6.1. 

3.8 Atividade da Rock 

A atividade da Rock foi avaliada pela fosforilação de seu substrato o MYPT-

1. 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 
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protocolo convencional de western blotting (MOURA et al., 2013). A atividade da Rock 

foi mensurada de acordo com a expressão do phospho-MYPT-1 (CHUN et al., 2011). 

3.9 Análise da Bioinformática 

Previamente à realização dos experimentos foram verificadas as interações 

envolvendo as proteínas de interesse. Em um primeiro momento foram analisadas as 

proteínas envolvidas na via da AMPK e Rock, a seguir mTOR e Rock e para finalizar 

AMPK, Rock e mTOR, compilando-se os dados que envolvessem essas vias para 

verificar as principais proteínas envolvidas em suas respectivas sinalizações. 

A análise inicial da Bioinformática foi realizada através do software 

Genemania (https://genemania.org), cujo sistema relaciona um conjunto de genes 

utilizando um banco de dados. As associações utilizadas foram interações físicas, 

preditas e vias de sinalizações compartilhadas. Como gene de entrada foi utilizada a 

primeira combinação entre as moléculas Prkaa1, Rock1, Rock2, Akt1 e Akt2 seguida 

pela análise da combinação de mTOR, Rock1, Rock2, Akt1 e Akt2 e Rattus 

Norvegicus como organismo analisado. Em seguida, foi realizada as mesmas 

combinações entre moléculas com o mesmo tecido de entrada para verificar a 

“interação física” entre as moléculas foi utilizada a cor vermelho, “previstas” cor laranja 

e “caminho” foi quantidicado utilizando a cor azul. Os métodos de análise foram de no 

máximo 10 genes resultantes associados aos genes de entrada e no máximo 10 

atributos resultantes. Apesar de não identificados, os genes foram agrupados no 

programa por função biológica (Biological Function) através do Gene Ontology. Após 

realizar as interações entre as moléculas, foram verificadas quais proteínas estavam 

envolvidas na captação de glicose e na hipertrofia do músculo esquelético. 

GEPIA é um software interativo disponibilizado online que serve para 

analisar os dados de expressão RNA por sequenciamento obtidos através dos 

projetos TCGA e GTEx. Os dados de correlação de expressão entre os genes foram 

feitos utilizando correlação de Spearman e Pearson comparando Rock1 e AMPK, 

Rock 2 e AMPK, Rock1 e mTOR e Rock2 e mTOR em tecidos de músculo esquelético 

(base de dados GTEx). 

STRING (https://string-db.org) é um banco de dados de interações 

proteína-proteína conhecidas e previstas. As interações incluem associações diretas 

(físicas) e indiretas (funcionais) e se originam de previsões computacionais, da 
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transferência de dados entre organismos e de interações agregadas de outros bancos 

de dados (primários).  

A análise foi feita utilizando os genes Rock, Prkaa1 e mTOR como genes 

de entrada em modelo Rattus Norvegicus. Em relação à análise foram verificadas as 

interações físicas e funcionais entre as moléculas de acordo com a força de evidências 

do dado. O nível de confiança mínima inserida no sistema foi de 0.7 (alto) com 10 

interactores primários máximos para os genes alvo (Prkaa1, mTOR e Rock) e 10 

interactores secundários máximos, as linhas sólidas representam o nível de confiança.  

Em relação ao “node color”, cada isoforma de splicing representa todas as 

proteínas produzidas por um único locus gênico codificador de proteína. As proteínas 

que estão sinalizadas com cores e possuem “colored nodes” são moléculas que 

possuem interação principal nas respectivas sinalizações, enquanto as moléculas que 

estão na cor branco e possuem “white nodes”, são consideradas moléculas 

secundárias. As moléculas que estão marcadas na cor branco e possuem “filled 

nodes” são proteínas que possuem alguma estrutura 3D conhecida ou prevista, 

enquanto as moléculas na cor branco com “empyt nodes” possuem suas em 

estruturas 3D desconhecidas.  

As fontes de dados são baseadas em textmining, databases, experiments 

e neighbourhood. Cada via possui um código específico e um valor de FDR respectivo 

à análise. mTOR signaling (MMU-165159, FDR= 1.43 e-18), Cell death signaling via 

NRAGE, NRIF and NADE (MMU-204998, FDR= 0.00028), PIP3 activates Akt signaling 

(MMU-1257604, FDR = 3.69 e-05) e Signaling by Rho GTPases (MMU-194315, FDR 

= 8.31 e-08).  

Em adição a esses dados foi realizada uma análise de interação molecular 

onde é possível verificar quais proteínas já possuem interações que já são conhecidas 

e previstas pela literatura. As bordas indicam as proteínas que estão diretamente 

ligadas e fazem parte do mesmo complexo físico, a espessura da borda determina o 

“nível de confiança” da interação molecular. Para completar a análise, foi adicionado 

um filtro de cores para separar as sinalizações por grupamento, a confecção dos 

resultados foi o MCL onde o sistema confecciona o layout da imagem e as moléculas 

são agrupadas em relação às interações diretas. 

3.10 Análise Estatística 
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Os dados foram apresentados com média ± desvio padrão (DP). A 

distribuição gaussiana dos dados foi avaliada usando o teste W de Shapiro-Wilk e 

analisada pelo teste t de Student. As múltiplas comparações foram realizadas por 

ANOVA de duas vias com post-hoc de Tukey. A significância foi considerada quando 

p<0,05. A análise estatística e os gráficos obtidos foram gerados pelo GraphPad Prism 

8.0.1® 
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4 RESULTADOS 

 

4.1 Análise da Bioinformática por Genemania 

A análise de bioinformática utilizando o software Genemania 

(https://genemania.org), revelou que ao relacionar os genes de interesse Prkaa1, 

Akt1, Akt2, Rock1 e Rock2 em Rattus Norvegicus como tecido analisado mostra uma 

interação física de 41,31% (rosa) e interações previstas de 35,48% (laranja) (Figura 

7A). As principais interações envolvendo essas moléculas durante a prática de 

exercício físico está ligado ao aumento da demanda energética aumento a captação 

de glicose no tecido muscular. 

 Utilizando o mesmo tecido de entrada foi verificado as interações entre 

mTOR, Akt1, Akt2, Rock1 e Rock2. O sistema apresentou interação física de 41,31% 

(vermelho) e previstas de 35,48% (laranja). Analisando os dados brutos, conseguismo 

verificar que a Rock1 e Rock2 tem “domínios” de compartilhando entre as moléculas 

Akt1 e Akt2 (peso de 0.019973563) ou seja, essas moléculas estão correlacionadas 

nas vias de interesse. Verificamos também que a mTOR possui uma relação prevista 

média com a Akt, ou seja, essas moléculas estão sendo ativadas de forma sequencial 

em relação ao estímulo. 

Em adição a esses resultados, foi realizado “um filtro” em relação as funções 

biológicas (captação de glicose e hipertrofia muscular) e as proteínas de interesse no 

músculo esquelético. Os dados brutos apresentam um nível de confiança alto em 

relação a resposta à insulina (0.09259492071963775) e um nível baixo em relação a 

hipertofia (0.04314263873750933). Esses dados revelam que a sinalização da 

hipertrofia do tecido muscular pode ter uma “intereferência” mais fácil do que a 

captação de glicose.  Esse fato é decorrente devido à resistência à insulina ocorrer de 

forma degenerativa pela inatividade física ou quando outras patologias estão 

envolvidas. Já a hipertrofia muscular em resposta ao exercício físico pode ser 

influenciada de várias maneiras como: um alimento de alto índice glicêmico ou até 

pelas horas conturbardas do sono. Considerando esses fatores, entendemos que o 

ambiente influiencia de maneira aguda interação molecular dos sinais de hipertrofia e 

crônica referente aos sinais de captção de glicose.
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Figura 8. Análise da Genemania. Análise das interações moleculares entre Prkaa1, Akt1, Akt2 Rock1 e Rock2 (A) e mTOR, Akt1, Akt2, Rock1 e Rock2 (B) no 

tecido muscular. Verificação das moléculas envolvidas na captação de glicose e na hipertrofia do tecido muscular.
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4.2 Análise da Bioinformática por GEPIA 

Posteriormente, utilizamos o GEPIA para verificar a correlação de expressão 

entre os genes. A Prkaa1 e a Rock1 tiveram uma correção média (Figura 8A), porém 

a Prkaa1 e a Rock2 tiveram uma correlação fraca nos resultados obtidos por Pearson 

(Figura 8B).  

Em relação a correção por Spearman, os dados apresentam que a Prkaa1 e 

a Rock1 possuem uma correlação moderada (Figura 8C) e a Prkaa1 com a Rock2 

uma correlação fraca (Figura 8D). A correlação entre mTOR e Rock1 e também mTOR 

e Rock2 foram consideradas fracas (Figura 8E – H) em relação as duas análises. 
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Figura 9. Análise da GEPIA. Correção Prkaa1 e Rock1 (A); Prkaa1 e Rock2 (B) por Pearson; 

Prkaa1 e Rock1 (C); Prkaa1 e Rock2 (D) por Spearman; mTOR e Rock1 (E); mTOR e Rock2 

(F) por Pearson; mTOR e Rock1 (G) e mTOR e Rock2 (H) por Spearman. 

 

Em relação a análise pelo GEPIA, verificamos a correlação entre as 

proteínas de interesse, esses resultados refinam os dados obtidos no Genemania 

demonstrando a relação entre as proteínas de interesse. 

  

4.3 Análise da Bioinformática por STRING 

Concluindo a análise da Bioinformática, utilizamos o STRING (https://string-

db.org) para verificar as interações diretas e indiretas das proteínas de interesse. Essa 

análise permitiu averiguar quais proteínas participavam de uma ou mais funções 
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moleculares. Na figura 9, verificamos que a média coeficiente do grupamento foi de 

0,759, isso significa que suas proteínas têm mais interações entre si do que seria 

esperado para um conjunto aleatório de proteínas do mesmo tamanho e distribuição 

de grau retiradas do genoma. Tal enriquecimento indica que as proteínas estão pelo 

menos parcialmente conectadas biologicamente, como um grupo. 

Em relação a funções específicas verificamos que em resposta a contração 

muscular os dados mostram uma força estatística de 1.55 ou seja praticamente 5 

moléculas respondem diretamente aos estímulos de contração muscular. Em relação 

as respostas biológicas consideradas positivas em relação a contração muscular a 

força estatística aumenta para 2.26 ou seja 8 moléculas corroboram no aumento nos 

níveis de massa muscular.  

Em relação aos processos biológicos ligados a manutenção do tecido 

muscular, foi verificado que 6 moléculas estão ligadas diretamente a esse processo 

(1.26 da força estatística). Além da verificação em relação a contração muscular, foi 

verificado a resposta relacionado a captação de glicose, os dados apontam que 3 

moléculas contribuem para as respostas diretas ligadas a captação de glicose (força 

estatística de 1.18). A figura a seguir ilustra as informações geradas pelo String.



56 

 

Figura 9. Análise da STRING. Análise das interações biomoleculares entre as moléculas de interesse.
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Essa análise permitiu verificar as análises previstas entre as moléculas e 

suas principais funções. A média do coeficiente dessa análise em relação aos 

agrupamentos foi de 0.715. As espessuras das bordas indicam a confiança da 

interação molecular, isso significa que as proteínas diretamente ligadas fazem parte 

do mesmo complexo físico; comumente em grandes complexos, isso pode não 

significar que eles estão se ligando diretamente um ao outro.  

Essa análise demonstrou que a proteína Akt e mTOR tem uma alta 

confiança de relação entre os principais caminhos moleculares diretos ou indiretos, a 

Akt regula muitos processos, incluindo metabolismo, proliferação, sobrevivência 

celular, crescimento e angiogênese, mediada pela fosforilação de serina e/ou treonina. 

A Akt é responsável pela regulação da captação de glicose mediando a translocação 

de GLUT- 4 induzida por insulina.  

A proteína mTOR como um regulador central do metabolismo celular, 

crescimento e sobrevivência em resposta a hormônios, fatores de crescimento, 

nutrientes, energia e sinais de estresse regula direta ou indiretamente a fosforilação 

de pelo menos 800 proteínas. Funciona como parte de 2 complexos de sinalização 

estrutural e funcionalmente distintos mTORC1 e mTORC2 (complexo mTOR 1 e 2). O 

mTORC1 ativado regula positivamente a síntese de proteínas fosforilando os 

principais reguladores da tradução do mRNA e da síntese de ribossomos.  

O Prkaa1 subunidade alfa-1 catalítica da proteína quinase ativada por 5'-

AMP; subunidade catalítica da proteína quinase ativada por AMP (AMPK), uma 

proteína quinase sensora de energia que desempenha um papel fundamental na 

regulação do metabolismo energético celular. Em resposta à redução dos níveis 

intracelulares de ATP, a AMPK ativa as vias produtoras de energia e inibe os 

processos que consomem energia: inibe a biossíntese de proteínas, carboidratos e 

lipídios, bem como o crescimento e a proliferação celular. A AMPK atua via 

fosforilação direta de enzimas metabólicas e por efeitos de longo prazo via fosforilação 

de reguladores da transcrição. 

A Rock é um regulador do citoesqueleto de actina e da polaridade celular. 

Envolvido na captação de glicose, regulação da contração do músculo liso, 

organização do citoesqueleto de actina, fibra de estresse e formação de adesão focal, 

retração de neuritos e adesão celular. Em relação aos “node color”, podemos destacar 

que a Rock1 ainda não está totalmente esclarecida já a Rock2 ainda está com menos 

empty nodes em seu interior isso mostra que essa molécula ainda possui algunas 
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estrutas em 3D que são desconhecidas. Em adição a essa análise verificamos o nível 

de confiança entre as moléculas de interesse, a relação AMPK e mTOR possui um 

alto nível de confiança porém AMPK e Rock está em um nível médio de confiança ou 

seja essa interação precisa ser mais elucidada pela ciência. 

Em conclusão com as análises de bioinformática, selecionandos as 

proteínas de interesse (AMPK, mTOR e Rock), essa escolha foi pautada nas funções 

ligadas a captação de glicose e a hipertrofia muscular em respota ao exercício físico.  

 

4.4  Exercício agudo de corrida de alta intensidade induz estresse metabólico 

mais significativo em ratos.  

O peso corporal, comprimento e índice de Lee dos animais dos grupos CTL, 

CON e INT não apresentaram diferença significativa entre os grupos de estudo (Fig. 

11 A-C). Da mesma forma, a velocidade e a distância do teste de carga incremental 

não apresentaram diferença significativa entre os grupos CON e INT (fig. 11 D e E). 

No entanto, os dados obtidos durante a sessão de exercício agudo mostraram uma 

diferença no volume da sessão e na distância entre os grupos CONT e INT (fig. 11 F 

e G). Além disso, a análise da lactacidemia (fig. 11 H) mostrou aumento dessas 

variáveis fisiológicas após o término da sessão de exercícios em relação ao grupo 

controle; no entanto, apenas os ratos INT mostraram um aumento significativo. Além 

disso, a análise realizada 3 horas após o término da sessão de exercício mostrou que 

os valores de lactato do grupo INT ainda eram maiores que os do grupo CTL. 

Posteriormente, três horas após a sessão de exercício foi realizado o teste de 

tolerância à glicose. Observou-se diferença entre os animais que realizaram o esforço 

físico em relação ao grupo CTL (Fig 11 I e J). 
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Figura 11. Parâmetros fisiológicos e de desempenho de ratos.  Medida da massa corporal 

(A), comprimento focinho-ânus (B) e índice de Lee (C). Análise da velocidade máxima de 

corrida em esteira (D), distância máxima (E) no teste incremental, a carga total da sessão 

aguda de exercício (volume vs. intensidade) (F), distância total na sessão aguda de exercício 

(G), lactacidemia (H) e Teste de Tolerância a glicose (I) com a análise da área sobre a curva 

(J). Os gráficos de barras representam a média ± desvio padrão de cada grupo experimental 

(CTL, n = 4, CONT, n = 10 e INT, n = 10). * p <0,05 vs. CTL e # p <0,05 vs. CONT A-C, H, 

teste de Tukey e teste t de Student F-G.  

 

4.5  O exercício agudo de corrida contínua de baixa intensidade aumentou a 

fosforilação da AMPK imediatamente após o exercício no músculo EDL de 

ratos 

Em seguida, foi analisado o efeito agudo do exercício de baixa intensidade 

sobre as atividades das proteínas AMPK, ACC, mTOR e P70 no músculo EDL. Um 

aumento de AMPK foi encontrado imediatamente após (0h) a sessão de exercício 
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agudo em ratos CONT vs.ratos CTL (Fig. 12A). Em relação à fosforilação do ACC, foi 

observado um aumento no músculo EDL em ratos exercitados (CONT) imediatamente 

(0 hora) e 3 horas após a sessão aguda de exercício em comparação com o grupo 

controle (Fig. 12B). Não houve alterações das proteínas mTOR (Fig. 12C) e P70S6K 

(Fig. 12D) entre os grupos. 

 

Figura 12. Efeitos do exercício agudo contínuo de baixa intensidade na via de 

sinalização AMPK e mTOR no músculo EDL de ratos Wistar A - Fosforilação da AMPK 

(Thr172) normalizada para o conteúdo total da AMPK, B – Fosforilação de ACC (Ser79) 

normalizada para conteúdo total de ACC, C - fosforilação de mTOR (Ser2448) normalizada 

para o conteúdo total de mTOR, D - Fosforilação de P70S6K (Ser371) normalizada para 

conteúdo total de P70S6K. Os gráficos de barras representam a média ± DP dos animais 

submetidos ao protocolo de exercício. Os ratos foram distribuídos da seguinte forma: grupo 

CTL (n=4), grupo CONT 0h (n=5) e grupo CONT 3h (n=5). *p<0,05 vs CTL, # p<0,05 vs CONT 

0h, seguido pelo teste de Tukey. 

 

4.6 Exercício agudo de corrida intervalado de alta intensidade aumentou a 

fosforilação da AMPK e mTOR no músculo EDL. 

 

Posteriormente, foram avaliadas as fosforilações de AMPK e mTOR no 

músculo EDL de ratos submetidos a uma sessão aguda de exercício de corrida de 

alta intensidade. Uma diferença estatística foi observada nas fosforilações de AMPK 
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(Fig. 13A) e ACC (Fig. 13B) imediatamente após o final da sessão de exercício, com 

um aumento mais significativo nas fosforilações de AMPK e ACC no músculo EDL 0h 

e 3 horas após final do exercício de corrida em esteira em ratos INT quando 

comparados ao grupo controle. As fosforilações de mTOR (Fig. 13C) e P70S6K (Fig. 

13D) foram maiores no músculo EDL 3 horas após o final da sessão aguda de corrida 

em esteira em ratos INT quando comparados ao grupo controle. 

 

 

Figura 13. Efeitos do exercício intervalado agudo de baixa e alta intensidade na via de 

sinalização AMPK e mTOR no músculo EDL de ratos Wistar.  A - Fosforilação da AMPK 

(Thr172) normalizada para o conteúdo total da AMPK, B – Fosforilação de ACC (Ser79) 

normalizada para conteúdo total de ACC, C - fosforilação de mTOR (Ser2448) normalizada 

para o conteúdo total de mTOR, D - Fosforilação de P70S6K (Ser371) normalizada para 

conteúdo total de P70S6K. Os gráficos de barras representam a média ± DP dos animais 

submetidos ao protocolo de exercício. Os ratos foram distribuídos da seguinte forma: grupo 

CTL (n=4), grupo INT 0h (n=5) e grupo INT 3h (n=5). Teste de Tukey seguido por *p<0,05 vs 

CTL, #p<0,05 vs INT 0h 

 

4.7  O exercício intervalado agudo de alta intensidade induziu aumento 

significativo nas fosforilações de AMPK e mTOR no músculo EDL de ratos 

Wistar jovens 
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Uma análise comparativa entre ratos submetidos a uma sessão de 

exercício mostrou que a fosforilação de AMPK (Fig. 14A) e mTOR (Fig. 14B) no 

músculo EDL foram significativamente maiores em ratos submetidos a exercício 

agudo de corrida intervalada de alta intensidade (INT) do que em ratos submetidos 

exercício contínuo de baixa intensidade (CONT) e ratos CTL. Esses resultados 

indicam que o exercício de corrida de alta intensidade induz um aumento significativo 

nos níveis de fosforilação de AMPK e mTOR no músculo esquelético com 

predominância de fibras de contração rápida (EDL). Além disso, esse aumento ainda 

foi observado 3 horas após o término do protocolo de exercício de corrida em esteira 

em ratos INT em comparação com ratos CONT e CTL. 

Figura 14. Fosforilação da AMPK e mTOR 3h após a sessão aguda de exercício físico.  

A - Fosforilação da AMPK (Thr172) normalizada para o conteúdo total da AMPK, B -  

Fosforilação de mTOR (Ser2448) normalizada para o conteúdo total de mTOR, D. Os gráficos 

de barras representam a média ± DP dos animais submetidos ao protocolo de exercício. Os 

ratos foram distribuídos da seguinte forma: grupo CTL (n=4), grupo CONT 3h (n=5) e grupo 

INT 3h (n=5). Teste de Tukey seguido de *p<0,05 vs CTL, #p<0,05 vs CONT 3h. 

 

4.8 Exercício agudo de corrida contínuo de baixa intensidade aumentou o 

conteúdo proteico de Rock1 e Rock 2 no músculo EDL 

 

Posteriormente, foram analisadas as proteínas relacionadas a via da Rho-

quinase. Assim, foi verificada diferença estatística ao conteúdo de RhoA (Fig. 15A) 

logo após o término do exercício e a RhoE com diferença 3 horas após o término da 

sessão tanto no grupo CTL quando no grupo CONT 0h (Fig. 15B). Em relação à Rock1 
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(Fig 15C), teve dirença imediatamente após (0h) e 3h após a sessão aguda de 

exercício. Em relação à Rock2 (Fig. 15D) foi verificado aumento no músculo EDL nos 

ratos exercitados (CONT) imediatamente após a sessão em relação ao grupo de ratos 

CTL. Com relação à fosforilação de seu substrato o MYPT-1 (Fig. 15E), foi verificado 

aumento no músculo EDL nos ratos exercitados 3h após a realização da sessão aguda 

de exercício. 

Figura 15. Efeitos do exercício agudo contínuo de baixa intensidade sobre a via de 

sinalização da Rho-quinase no músculo EDL de ratos Wistar A – conteúdo de RhoA, B – 

conteúdo de RhoE, C – conteúdo de Rock1 e D – conteúdo de Rock2. As proteínas foram 

normalizadas pelo controle endógeno (GAPDH) das respectivas membranas. E - fosforilação 

de seu substrato o MYPT-1 normalizado pelo conteúdo total. As barras representam a média 

± DP de animais que foram submetidos ao exercício. Os ratos foram distribuídos nos grupos 

CTL (n=4), grupo CON 0h (n=5) e grupo CON 3h (n=5). * p<0,05 versus grupo CTL, # p<0,05 

versus CON 0h. 

 

4.9 Exercício agudo de corrida intervalado de alta intensidade aumentou o 

conteúdo proteico de Rock 1 e Rock 2 no músculo EDL. 

 

A próxima etapa foi avaliar a fosforilação das proteínas da via Rho-quinase 

no músculo EDL dos animais que foram submetidos a sessão aguda de exercício de 

corrida de alta intensidade. Foi verificada diferença significativa no aumento de 

fosforilação RhoA (Fig. 16A), foi observado aumento imediatamente após (0h) e 3h 
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após a sessão aguda de exercício nos ratos do grupo INT em relação aos ratos do 

grupo CTL. Não houve diferença em relação à fosforilação da RhoE (Fig.16B). Em 

relação ao conteúdo proteico da Rock1 (Fig. 16C) e na Rock 2 (Fig. 16D), 

imediatamente após o término da sessão de exercício. Em relação à fosforilação de 

seu substrato o MYPT-1 (Fig. 16E), foi verificado aumento no músculo EDL nos ratos 

exercitados imediatamente após a realização da sessão aguda de exercício de alta 

intensidade. 

 

Figura 16. Efeitos do exercício agudo contínuo de alta intensidade sobre a via de 

sinalização da Rho-quinase no músculo EDL de ratos Wistar. A – conteúdo de RhoA, B – 

conteúdo de RhoE, C – conteúdo de Rock1 e D – conteúdo de Rock2. As proteínas foram 

normalizadas pelo controle endógeno (GAPDH) das respectivas membranas. E -  fosforilação 

de seu substrato o MYPT-1 normalizado pelo conteúdo total. As barras representam a média 

± DP de animais que foram submetidos ao exercício. Os ratos foram distribuídos nos grupos 

CTL (n=4), grupo INT 0h (n=5) e grupo INT 3h (n=5). * p<0,05 versus grupo CTL, # p<0,05 

versus INT 0h. 

4.10 Exercício agudo de corrida contínuo de baixa intensidade aumentou a 

fosforilação da Akt no músculo EDL 

Em seguida, avaliamos o efeito agudo do exercício de baixa intensidade 

sobre as proteínas Akt, IRS1632/635 e IRS1Y612 no músculo EDL. Foi verificada diferença 

significativa na fosforilação da Akt no músculo EDL, com um aumento observado 

imediatamente após (0h) e 3 horas após a sessão aguda de exercício nos ratos do 
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grupo CON em relação aos ratos do grupo CTL (Fig. 17A). Não foram observadas 

alterações para IRS1 em nenhum dos períodos de avaliação (Fig. 17B e 17C). 

 

 

Figura 17. Efeitos do exercício agudo contínuo de baixa intensidade sobre a sinalização 

da Akt, IRS1632/635 e IRS1Y612 no músculo EDL de ratos Wistar. A - Fosforilação da Akt 

normalizada para o conteúdo total de Akt, B – Fosforilação de IRS1 (Ser632/635) normalizada 

para conteúdo total de IRS1, C - fosforilação de IRS1 (Y612) normalizada para o conteúdo 

total de IRS1. As barras representam a média ± DP de animais que foram submetidos ao 

exercício. Os ratos foram distribuídos nos grupos CTL (n=4), grupo CON 0h (n=5) e grupo 

CON 3h (n=5). * p<0,05 versus grupo CTL, # p<0,05 versus CON 0h. 

 

4.11 Exercício agudo de corrida intervalado de alta intensidade aumentou a 

fosforilação da Akt e IRS1 no músculo EDL. 

Posteriormente, analisamos as proteínas Akt, IRS1632/635 e IRS1Y612
 no 

músculo EDL de animais que foram submetidos a sessão aguda de exercício de alta 

intensidade. Com relação a Akt e a IRS1S632/635 foi verificado aumento no músculo 

EDL nos ratos exercitados (INT) imediatamente após a sessão em relação ao grupo 

de ratos CTL (Fig. 18A e 18B). Não houve diferença significativa para IRS1Y612(Fig. 

18C). 
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Figura 18. Efeitos do exercício agudo intervalado de alta intensidade sobre a 

sinalização da Akt, IRS1632/635 e IRS1Y612 no músculo EDL de ratos Wistar A - Fosforilação 

da Akt normalizada para o conteúdo total de Akt, B – Fosforilação de IRS1 (Ser632/635) 

normalizada para conteúdo total de IRS1, C - fosforilação de IRS1 (Y612) normalizada para o 

conteúdo total de IRS1. As barras representam a média ± DP de animais que foram 

submetidos ao exercício. Os ratos foram distribuídos nos grupos CTL (n=4), grupo INT 0h 

(n=5) e grupo INT 3h (n=5). * p<0,05 versus grupo CTL, # p<0,05 versus INT 0h. 

 

 

4.12 Resumo dos resultados  

A figura abaixo apresenta um panorama referentes aos resultados 

apresentados nessa pesquisa. 
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Figura 19. Resumo dos resultados apresentados. As caixas brancas indicam que não 

houve diferença estatística, as caixas em verde indicam diferença significativa entre as 

análises.  
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5 DISCUSSÃO 

Há um consenso na literatura que a contração muscular estimula uma 

cascata de sinalização intracelular envolvida com a captação de glicose 

independentemente da presença de insulina. Por isso, um dos fatores determinantes 

para esse efeito biológico acontecer é a intensidade do exercício físico (PAULI et al. 

2009; LITTLE et al. 2011; GIABALA et al. 2012;). 

Nesse contexto, trabalhos têm sido desenvolvidos por diversos 

pesquisadores para investigar os mecanismos moleculares envolvidos nessas 

alterações metabólicas quando ocorre o aumento do esforço físico (BURGOMASTER 

et al. 2008; EGAN et al. 2010; EDGE et al. 2013). Entender e relacionar essa ativação 

com a modulação das variáveis de treino é de suma importância já que a 

individualidade biológica é um dos pontos a se considerar para a organização de um 

programa de exercício físicos (ACCATTATTO et al., 2017; CONTREPOIS et al., 2020; 

MOITINHO-SILVA et al., 2021). 

Já é conhecido o papel do exercício físico na regulação da sinalização da 

insulina no músculo esquelético e que a degradação de ATP pode promover a 

ativação de proteínas independentes dessa sinalização durante e após o esforço físico 

e isso contribuir para a captação de glicose (SYLOW et al., 2016). Recentemente 

novos mecanismos moleculares em resposta ao exercício físico no processo de 

captação de glicose vêm ganhando destaque, a Rho-quinase influencia o controle 

glicêmico por fosforilação de IRS1 em resíduos S632/635, aumentando a fosforilação 

de Akt no músculo esquelético (FURUKAWA et al.,2005). Esses mecanismos 

subjacentes ainda não estão totalmente esclarecidos quando ocorre alterações na 

prescrição das várias de treino. 

Nosso estudo demonstrou que, em ratos submetidos a exercícios 

intervalados de alta intensidade, os níveis de fosforilação de AMPK e mTOR foram 

significativamente maiores no músculo EDL 3h após o término do exercício agudo em 

esteira. Além disso, o exercício de corrida em esteira de alta intensidade manteve 

efetivamente os níveis de fosforilação de ACC e P70S6K 3h após o término da sessão 

de exercício, fato que não foi observado em ratos submetidos a exercícios contínuos 

de baixa intensidade. Esses achados destacam a importância de investigar a resposta 

intracelular de proteínas induzidas ao estresse metabólico em fibras de contração 

rápida. 
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De acordo com a análise da lactacidemia, o exercício intervalado de alta 

intensidade induziu um maior aumento na concentração de lactato sanguíneo quando 

comparado ao exercício contínuo de baixa intensidade, levando ao aumento do 

estresse metabólico. Tal aumento na lactacidemia resultou parcialmente do maior 

recrutamento de fibras do tipo II durante o exercício agudo de corrida em esteira com 

intervalo de alta intensidade do que o exercício contínuo de baixa intensidade. O efeito 

do estresse metabólico na AMPK e mTOR nas fibras de contração rápida horas após 

o término do exercício ainda não foi totalmente compreendido. No entanto, o lactato é 

um dos indicadores mais comuns da intensidade do exercício, o que influencia a 

ativação da AMPK em fibras de contração rápida (EGAN et al., 2010; KRISTENSEN 

et al., 2015). Além disso, um estudo anterior analisando diferentes tipos de fibras em 

resposta ao exercício físico mostrou que o aumento da fosforilação da AMPK em fibras 

do tipo II foi 33% maior quando comparada às fibras do tipo I em humanos (LEE-

YOUNG et al., 2009). 

Em relação ao teste de tolerância a glicose realizado três horas após o 

término do esforço físico, os animais dos grupos CONT e INT tiveram uma área sob a 

curva mais baixa em relação ao grupo CTL (Figura 10 B). Entre a infusão (0’) e o 

primeiro momento (30’) o grupo INT teve um aumento de 140 mg/dL, enquanto os 

grupos CTL e CONT tiveram um aumento de 175 mg/dL e no último momento (120’) 

os valores do grupo INT eram de 75 mg/dL já os grupos CTL e CONT eram de 100 

mg/dL (Figura 10 A), o que enfatiza a eficácia da intensidade do exercício agudo para 

a melhora da homeostase glicêmica. Em 2009, Koshinaka e colaboradores relataram 

que não encontraram aumento na captação de glicose em animais que realizaram 

uma sessão aguda de treinamento intervalado de alta intensidade. Nesse mesmo ano 

Dutra e colaboradores (2009), analisaram as respostas glicêmicas ao exercício 

intermitente realizado em esteira em diferentes intensidades e mostraram que a 

intensidade a 90% do VO2máx proporcionou uma redução na curva glicêmica após o 

término do esforço. Apesar de nossos animais realizarem uma sessão de exercício, 

entendemos que a intensidade do protocolo promove maior degradação de glicose 

após o exercício quando comparado aos níveis de repouso. 

A AMPK é uma proteína essencial envolvida na regulação do metabolismo 

energético em resposta ao exercício físico. Um estudo observou que camundongos 

AMPK Knockout (KO) no músculo esquelético apresentaram menor atividade 

locomotora na corrida voluntária em roda e redução da capacidade aeróbia avaliada 
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em exercício de corrida em esteira (O'NEILL et al., 2011). Da mesma forma, outros 

estudos que analisaram roedores com deficiência de AMPK no músculo esquelético 

também encontraram redução no desempenho durante a prática de exercícios 

(MAARBJERG et al., 2009; BECK JORGENSEN et al., 2009). Em roedores sem 

deficiência de AMPK, o exercício físico aumenta a fosforilação da AMPK, e essa 

resposta está diretamente relacionada à intensidade do exercício (WOJTASZEWSKI 

et al., 2000; EGAN et al., 2010). 

Henríquez-Olguín e colaboradores (2019), submeteram camundongos a 

um exercício agudo de corrida intervalada de alta intensidade. Eles encontraram 

aumento da fosforilação de AMPK 1h após o exercício e pACC imediatamente após 

o término do exercício no músculo quadríceps. Um estudo anterior conduzido por 

nosso laboratório encontrou um aumento na fosforilação da AMPK no músculo 

quadríceps de camundongos C57BL / 6J após sessões agudas de corrida em esteira 

em uma intensidade moderada (CRISOL et al., 2018). Os níveis de fosforilação da 

AMPK aumentaram durante e na primeira hora após o exercício físico, e a ativação 

da AMPK está ligada a fatores como volume e intensidade do exercício, ingestão de 

alimentos e nível de aptidão física (COFFEY et al., 2006; COMBES et al., 2015; 

MACINNIS & GIBALA, 2017). Em nosso estudo, os níveis de fosforilação da AMPK 

aumentaram em ambos os protocolos de exercícios logo no final da sessão (0 horas). 

No entanto, o aumento nos níveis de fosforilação da AMPK 3 horas após o exercício 

ocorreu apenas em ratos submetidos a exercícios intervalados de alta intensidade. 

O aumento da fosforilação da AMPK imediatamente após o exercício, mesmo em 

ratos que realizaram exercícios de baixa intensidade, pode ser parcialmente 

explicado pelas altas concentrações de lactacidemia em ratos logo após o término 

da sessão de exercício. No entanto, o exercício de alta intensidade induziu um 

estresse metabólico mais significativo, capaz de desencadear um aumento da 

AMPK, que permaneceu elevada por até 3 horas após a sessão de exercício agudo. 

Ao analisar o efeito do exercício em humanos saudáveis, Chen e 

colaboradores (2003), observaram que o ciclismo de 1 hora em diferentes 

intensidades (40, 60 e 80% do VO2) induziu um aumento na AMPK a 60% e 80% do 

VO2 e aumentou a ACC em todas as intensidades no músculo vasto lateral logo após 

o fim do exercício. Birk e Wojtaszewski (2006), analisaram a ativação de AMPK e ACC 

no músculo vasto lateral de homens saudáveis submetidos a três diferentes protocolos 

de exercício em cicloergômetro nas seguintes intensidades: grupo 1 - 20 min a 80% 
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do VO2pico, grupo 2 - 20 s a 110% do VO2pico e grupo 3 - 30 s. Eles encontraram 

um aumento na fosforilação de ACC em todos os grupos, mas apenas uma elevação 

significativa na fosforilação de AMPK foi observada no grupo 1. Assim, a proteína 

ACC, a jusante da AMPK, desempenha um papel vital na oxidação de gordura. Em 

2015, Combes et al. submeteram homens saudáveis a exercício em cicloergômetro 

contínuo (70% do VO2máx por 30 minutos) e os compararam a estímulos 

intermitentes (30 séries / 1 min em intensidade máxima, alternados com recuperação 

de 1 minuto). Eles descobriram que o exercício intervalado promoveu um maior 

aumento na fosforilação da AMPK no músculo vasto lateral. Juntos, esses estudos em 

roedores e humanos mostram que a intensidade é uma variável essencial para a 

fosforilação da AMPK; no entanto, o tempo de exercício e a aptidão física influenciam 

diretamente na ativação desta proteína (GIBALa et al., 2009; KRISTENSEN et al., 

2015; METCALFE et al., 2015). 

Nosso estudo mostrou que o exercício agudo de alta intensidade induz um 

aumento significativo na fosforilação de mTOR no músculo EDL 3 horas após o final 

da sessão de exercício agudo. Ogasawara et al. (2014), usaram ratos Sprague-

Dawley para comparar um protocolo agudo de corrida em esteira com intensidade 

equivalente ao limiar de lactato (60 min / 25 m / min) a um protocolo baseado em 

estímulos elétricos (SS-104J; Nihon Konden). Eles descobriram que o protocolo da 

esteira não poderia aumentar os níveis de proteína mTOR e P70S6K logo após o 

exercício. Em 2013, Souza et al. submeteram ratos Wistar a uma sessão aguda de 

corrida em esteira de 60 minutos a 60% do VO2 e não encontraram aumento da 

fosforilação de mTOR e P70S6K logo após o término da sessão e 2 horas após o 

término do exercício. Nestes dois estudos mencionados acima, o exercício físico não 

conseguiu aumentar a ativação de mTOR e p70S6k imediatamente após o exercício. 

Em geral, a proteína mTOR apresenta aumento da fosforilação poucas horas após o 

exercício, por ser uma via de sinalização com função antagônica à AMPK. Então, após 

o exercício, os níveis de AMPK começam a diminuir enquanto a via de sinalização 

mTOR aumenta. Este sistema faz todo o sentido, uma vez que a AMPK está envolvida 

no metabolismo energético e desempenha um papel vital durante e nas primeiras 

horas após o exercício. Ao mesmo tempo, o mTOR é um regulador essencial da 

reconstrução e hipertrofia do músculo esquelético, que é um processo mais lento que 

ocorre algumas horas após o exercício (ATHERTON et al., 2005; CASUSO et al., 

2017; EDMAN et al., 2019). Curiosamente, demonstramos que o exercício agudo de 
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alta intensidade aumentou a AMPK e o mTOR, que permaneceram elevados 3 horas 

após o exercício. 

France e colaboradores (2020), recentemente compararam ratos Wistar 

obesos induzidos por dieta rica em gordura, submetidos a um protocolo de exercícios 

contínuos e exercícios intervalados de alta intensidade por 4 dias. Eles encontraram 

um aumento na fosforilação de mTOR nos músculos esqueléticos (quadríceps e 

músculos gastrocnêmios) 24 horas após a última sessão de exercício. Nosso estudo 

observou um aumento na fosforilação de mTOR apenas em ratos submetidos ao 

protocolo de exercícios agudos de alta intensidade 3 horas após o término da sessão 

de exercícios. Ao analisar músculos humanos, vários autores observaram que a 

intensidade do exercício e o nível de aptidão física são variáveis que influenciam a via 

do mTOR (DREYER et al., 2010, GOSSELIN et al., 2012). Nesse sentido, Fernandez-

Gonzalo e colaboradores (2013), analisaram indivíduos treinados versus sedentários 

submetidos a um protocolo de exercício resistido comparado ao exercício combinado. 

Após uma biópsia do músculo vasto lateral, observaram um aumento significativo na 

ativação de P70S6K no grupo que realizou exercício combinado em comparação ao 

exercício de resistência. Além disso, indivíduos treinados apresentaram resposta mais 

significativa em relação ao grupo sedentário. 

Com base nos achados e evidências da literatura, exercícios agudos de 

corrida de alta intensidade podem regular mais eficazmente as vias AMPK e mTOR 

em fibras musculares de contração rápida em animais e humanos (ATHERTON et al., 

2004; CAMERA et al., 2010; GOSSELIN et al.,2012; FERNANDEZ-GONZALO et al., 

2013; SOUZA et al., 2013; COMBES et al., 2015; KRISTENSEN et al., 2015). No 

entanto, algumas lacunas ainda precisam ser preenchidas. É relevante investigar os 

efeitos do exercício intervalado de alta intensidade em diferentes fibras musculares, 

tempo-resposta após o exercício e diferentes níveis de aptidão física e tempo de 

treinamento. Tais investigações contribuirão para uma melhor compreensão e 

aplicação do exercício em diferentes contextos de saúde e desempenho. 

Além da sinalização independente de insulina, o exercício exerce 

importante ação sobre a via de transdução do sinal da insulina, sendo esse efeito 

essencial para manutenção de um bom controle glicêmico, haja vista, que os efeitos 

do exercício físico sobre a via de sinalização da insulina perduram por 24-48 horas. 

No entanto, ainda há lacunas importantes para serem preenchidas sobre os efeitos 
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do exercício físico contínuo e intervalado sobre moléculas que regulam positivamente 

o sinal da insulina no músculo esquelético. 

Descobertas recentes relatam a importância da Rho-quinase no aumento 

da captação de glicose através da sua ação sobre a fosforilação do substrato-1 do 

receptor de insulina no músculo esquelético. Foi evidenciada uma relação entre a 

Rock com a sinalização da via da insulina no estudo por Furukawa em 2005. Esse 

estudo analisou que a proteína Rock poderia atuar sobre o controle glicêmico através 

da fosforilação da proteína Akt nos tecidos muscular e adiposo. Essa ativação da Akt 

é decorrente de uma sinalização anterior, ou seja, a Rock interage na fosforilação do 

IRS-1 (resíduo de ser632/935), potencializando a captação de glicose. Em 2009, Lee 

e colaboradores confirmaram essa comunicação quando apresentaram que ratos 

Knockout Rock1 tiveram aumento na resistência à insulina e hiperinsulinemia. Em 

2014, Noda e colaboradores relataram uma relação entre a AMPK e a Rock. Nossa 

análise de Bioinformática aponta essa associação entre as sinalizações de AMPK e 

Rock. Contudo, o aumento do conteúdo proteico da Rock em resposta ao exercício 

de alta intensidade ainda não é totalmente esclarecido. Portanto, compreender a 

utilização da intensidade do esforço e verificar a reposta da via da Rock pode ser 

importante para analisar os caminhos adjacentes da captação da glicose em resposta 

ao exercício no músculo esquelético. 

Em nosso estudo, verificamos que o protocolo de corrida de baixa 

intensidade e o intervalado de alta intensidade foram capazes de aumentar o conteúdo 

proteico da Rock1 e Rock2 logo após o término do exercício. Quando comparamos os 

animais exercitados com o grupo CTL, verificamos que o exercício contínuo de baixa 

intensidade foi capaz de aumentar a atividade da Rock (pMYPT-1T696), três horas após 

o término da sessão, porém o exercício intervalado de alta intensidade aumentou essa 

sinalização logo após o término da sessão e manteve ativo durante as três horas após 

o término do esforço físico. Em relação à proteína Akt, nossos resultados apontam 

que os dois protocolos aumentaram sua fosforilação, contudo o exercício agudo de 

baixa intensidade conseguiu prolongar a sua sinalização durante três horas após o 

término do esforço. Em 2014, um estudo conduzido pelo nosso laboratório 

demonstrou que o exercício físico agudo de baixa intensidade ou de intensidade 

moderada promoveu a sinalização da Akt em animais submetidos ao exercício de 

natação (MARINHO,2014). Sobre a relação AMPK e Rock, nossos dados apresentam 

que o exercício físico contínuo de baixa intensidade e o intervalado de alta intensidade 
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foram capazes de ativar ambas moléculas logo após o término do esforço físico, 

contudo o exercício físico de alta intensidade manteve a fosforilação da AMPK 3h após 

o término do protocolo o que não ocorreu com a Rock. 

O estudo pioneiro que analisou o efeito do exercício físico sobre a via da 

Rho-quinase foi realizado em 2018 por Muñoz e colaboradores. Esse importante 

estudo utilizou ratos em um protocolo de curta duração utilizando o exercício de 

natação, cujos resultados demonstraram que a Rock1 e Rock2 eram ativas em 

animais jovens que foram submetidos ao exercício físico. No ano seguinte, esse 

mesmo grupo analisou o efeito do exercício de corrida em resposta à modulação da 

Rho-quinase e para isso submeteram ratos idosos em um protocolo de esteira com 

uma intensidade de 75% do VO2máx. Os resultados apresentados verificaram aumento 

no conteúdo proteico da Rock em resposta ao aumento de intensidade do exercício. 

Em nosso estudo sugerimos que a intensidade do exercício pode ser uma 

variável de suma importância para ativação da Rock, pois o exercício de alta 

intensidade além de aumentar o conteúdo proteico de Rock1 e Rock2, favoreceu a 

fosforilação do pIRS1S632/635. Contudo seria de suma importância a análise desse 

método em resposta ao exercício crônico. Esses dados estão de acordo com 

Furukawa e colaboradores (2005), que apresentaram que a interação entre a Rock e 

o pIRS1s632/635 promovia uma melhora subsequente na captação de glicose. 

Recentemente, nosso grupo analisou o efeito do exercício na sinalização de insulina 

de camundongos obesos que foram submetidos ao exercício em esteira. Os 

resultados apontam que o exercício físico foi capaz de aumentar o conteúdo proteico 

de Rock2 e isso é importante pelo fato que o envelhecimento e a obesidade podem 

prejudicar a sinalização da Rho-quinase (MUÑOZ et al.,2021). Em adição aos 

trabalhos publicados pelo nosso grupo, os resultados contemplados nessa 

dissertação especulam que as alterações nas variáveis de treino podem influenciar na 

atividade da Rock. As análises dessas moléculas podem ampliar o conhecimento das 

diferentes estratégias da prescrição do exercício físico sobre o metabolismo da Rock 

no tecido muscular de fibras rápidas. No entanto, se faz necessário investigar mais a 

fundo os efeitos dos diferentes métodos de prescrição do exercício físico sobre a via 

da Rock e relacionados com a fosforilação da AMPK. 

 

 



75 

6 Conclusão 

Em conclusão, o exercício físico agudo intervalado de corrida de alta 

intensidade foi mais eficiente em relação ao exercício contínuo de baixa intensidade 

em induzir aumento na fosforilação tanto de AMPK quanto de mTOR, efeito verificado 

em músculo EDL com predominância de fibras de contração rápida nas primeiras 

horas após a cessação do esforço físico em ratos Wistar jovens. Em relação às 

proteínas da via da Rock, o exercício de baixa e alta intensidade foram capazes de 

ativar as moléculas relacionadas a essa via, contudo apenas o exercício intervalado 

de alta intensidade foi capaz de aumentar a fosforilação em serina 632/635 do IRS-1 

no músculo esquelético de contração rápida em ratos. O aumento do conteúdo 

proteíco da Rock pode contribuir para as recuperações do glicogênio muscular. 
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9 - ANEXO 

Aprovação do comitê de ética. 

 

 


