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RESUMO 

 

SOUSA, L. G. Vias de síntese e degradação de proteínas na resistência à insulina induzida 

por dieta hiperlipídica: efeito da suplementação com ácidos graxos ômega-3 e do 

treinamento físico aeróbico. 2015. 99 f. tese (Doutorado em Biotecnologia). Instituto de 

Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2015. 

  

Os efeitos da obesidade no músculo esquelético estão relacionados com o desenvolvimento da 

resistência à insulina (RI), diabetes e piora da qualidade de vida. Trabalhos rescentes tem 

demonstrado que a dieta hiperlipídica (DHL) diminui a capacidade de crescimento do músculo 

esquelético. Este efeito negativo está relacionado à diminuição na ativação da via Akt/mTOR 

contribuindo para o desenvolvimento da resistência anabólica (RA). Por outro lado, estudos têm 

demonstrado um possível efeito benéfico da suplementação com o ácido graxo poliinsaturado 

ômega 3 (Ag-W3) e do treinamento físico aeróbico (TA) na prevenção e tratamento da RA. O 

objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito da suplementação com Ag-W3, do TA e da 

associação Ag-W3/TA nas vias de síntese e degradação de proteínas de camundongos com 

obesidade induzida por DHL. Os animais alimentados com DHL tiveram pior desempenho na 

distância total percorrida, atividade reduzida das enzimas citrato sintase e catepsina L, e 

diminuição da proteína Akt em comparação ao grupo alimentado com dieta balanceada (DB). 

Não houve alteração nas proteínas S6k, 4EBP1 MuRF1, MAFbx e no Proteassoma β5 nos 

animais obesos em relação aos animais submetidos a DB sedentários, indicando que o processo 

de síntese proteica no músculo gastrocnêmio não foi afetado. O tratamento com o Ag-W3 e TA 

isoladamente foram capazes de atenuar alguns parâmetros, tais como, ganho de peso, depósitos 

de gordura e glicemia de jejum. Porém, só o TA restaurou a insulinemia de jejum, melhorando a 

RI. Além disso, o TA melhorou o desempenho (distância total), aumentou a atividade da enzima 

citrato sintase e expressão de PGC1α, independentemente da suplementação com o Ag-W3, 

sugerindo uma melhora do metabolismo oxidativo. Em conclusão, o TA promove um efeito 

protetor na obesidade e RI, contribuindo para a manutenção da homeostase do músculo 

gastrocnêmio de camundongos obesos, independente da suplementação com o Ag-W3. 

 

Palavras-chave: Obesidade. Músculo esquelético. Treinamento físico aeróbico. Óleo de peixe. 

Resistência à insulina. Síntese proteica.  

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

ABSTRACT 

 

SOUSA, L.G. Protein synthesis and degradation pathways in insulin resistance induced by 

high fat diet: The effect of omega-3 fatty acid supplementation and aerobic exercise 

training. 2015. 99 p. Ph. D. thesis (Biotechnology). Instituto de Ciências Biomédicas, 

Universidade de São Paulo, São Paulo, 2015. 

 
The effects of obesity on skeletal muscle are correlated with insulin resistance (IR), diabetes and 

decreased of quality of life. Recent work has demonstrated that a high fat diet (HFD) decreases 

the ability of skeletal muscle to hypertrophy in a model of increased mechanical load. This 

negative effect on muscle growth is correlated with a decrease in activation of the Akt/mTOR 

signaling pathway, contributing to the development of anabolic resistance (AR). Furthermore, 

studies have demonstrated a possible effect of omega-3 polyunsaturated fatty acids (PUFA) and 

aerobic exercise training (AET) on prevention and treatment of obesity and IR. The objective of 

the present study was to evaluate the effects of PUFA supplementation, AET, and association 

PUFA/AET on protein synthesis and degradation pathways in mice with obesity induced by 

HFD. Animals fed with HFD showed decreased performance in a running distance test, decreased 

citrate synthase and catepsin L enzymatic activities, and decreased levels in markters of protein 

synthesis, such as Akt when compared with the group fed a standard diet (SD). There were no 

changes in S6k, 4EBP1, MuRF1, MAFbx and Proteasome β5 in obese mice compared with mice 

fed SD, suggesting that protein synthesis was not affected in the gastrocnemius muscle. The 

treatment with PUFA and AET alone were able to attenuate parameters like weight gain, fat 

content and glucose levels. However, only AET restored insulin levels, decreasing the resistance 

to insulin Furthermore, AET improved performance (distance run), increased citrate synthase 

enzyme and PGC1α expression, independent of the PUFA supplementation, suggesting an 

increase in oxidative metabolism. In conclusion, AET promotes a protective effect on obesity and 

IR and contributes to maintenance of homeostasis in gastrocnemius muscle in obese mice, 

independently of supplementation with Ag-PUFA. 

 

Keywords: Obesity. Skeletal muscle. Exercise. Insulin resistance. Protein synthesis.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Prevalência da obesidade 

 

Nos últimos 20 anos, a obesidade tem se tornado um dos principais problemas de saúde 

mundial, principalmente nos países ocidentais (SISHI et al., 2011). Dados da organização 

mundial da saúde (ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DA SAÚDE, 2015) (WHO, 2015) demonstram 

que em 2014 existiam 1,9 bilhões de pessoas com sobrepeso e 600 milhões de pessoas tinham 

obesidade. Além disso, 39% da população maior de 18 anos tinha sobrepeso e 13% eram 

consideradas obesas. Somente nos Estados Unidos, onde um terço dos adultos e 17% dos jovens 

são obesos, os custos com o tratamento da obesidade somam $147 bilhões de dólares por ano, 

totalizando 9% no total de gastos com a saúde (FINKELSTEIN et al., 2010; OGDEN et al., 

2014). No Brasil, dados do ministério da saúde apontam que, pela primeira vez, mais da metade 

dos brasileiros estão com sobrepeso (52,5%) e 17% da pulação é obesa (VIGILÂNCIA DE 

FATORES DE RISCO E PROTEÇÃO PARA DOENÇAS CRÔNICAS POR INQUÉRITO 

TELEFÔNICO) (VIGTEL, 2014). O sobrepeso e obesidade aumentam a incidência de várias 

doenças, aumentando a taxa de morbidade e mortalidade gerando um custo mensal de 500 a 

1.000 reais por paciente, gerando um grande custo com saúde para o governo. 

 

1.2 Obesidade, resistência anabólica e metabolismo de proteínas 

 

A obesidade predispõe o indivíduo a diversas condições patológicas, incluindo o diabetes 

melittus tipo 2 DMT2, doenças cardiovasculares (DCVs), resistência à insulina (RI), hipertensão 

(HAS), síndrome metabólica e alguns tipos de câncer (SILVEIRA et al., 2008; SITNICK et al., 

2009). Recentemente, a obesidade foi associada com o aumento na incidência de problemas 

relacionados ao músculo esquelético, com a redução da mobilidade e na força muscular (FALK et 

al., 2002). Apesar de não haver atrofia muscular em adultos jovens, a obesidade está associada à 

redução da força relativa (força por massa muscular) (DUVIGNEAUD et al., 2008; 

FOGELHOLM et al., 2006), inibição do crescimento infantil e exacerbação da perda de massa 
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muscular induzida pelo envelhecimento, uma condição conhecida como “sarcopenia do obeso” 

ou “sarcobesidade” (ILICH et al., 2014; PARR et al., 2013). Dados da literatura apontam para 

uma associação significativa entre a duração da obesidade e a perda de força de preensão manual 

(STENHOLM et al.). Considerando a relação direta entre a produção de força e longevidade, 

assim como o problema global da obesidade, pesquisas são necessárias para avaliar os efeitos da 

obesidade crônica na função muscular e no processo de adaptação do músculo esquelético.  

O músculo esquelético é um tecido extremamente plástico que se adapta ao longo da vida 

frente a uma variedade de sinais que modificam o seu tamanho e função. A obesidade induzida 

por dieta hiperlipídica afeta negativamente propriedades importantes do músculo esquelético, 

incluindo a deposição de glicogênio, o metabolismo oxidativo (mitocôndrias), a geração de força 

e a capacidade de crescimento (hipertrofia) (HIRABARA et al., 2010; JORGENSEN et al., 2015; 

SITNICK et al., 2009). Considerando que o músculo esquelético é o principal órgão envolvido na 

captação e utilização de glicose e ácidos graxos, bem como na locomoção, é de grande 

importância entender como a dieta hiperlipídica afeta a capacidade do músculo esquelético de 

manter a geração de força e de responder adequadamente a estímulos externos de crescimento. 

Uma menor capacidade de hipertrofia frente a uma carga mecânica tem significado clínico 

importante, uma vez que a perda de massa muscular e a redução de força afetam a mobilidade. 

Além disso, a força e a massa muscular são inversamente associadas com aumento de 

mortalidade por causas diversas, incluindo doenças cardiovasculares e câncer (RUIZ et al., 2008). 

A obesidade crônica pode reduzir a capacidade de recuperação da força e massa muscular 

após um evento que induz atrofia muscular (como internação por um longo período após lesão ou 

doença) ou manutenção da geração de força durante o processo de envelhecimento, acelerando o 

processo de sarcopenia. Por exemplo, a capacidade reduzida de recuperação do músculo 

esquelético após a fratura de quadril aumenta a probabilidade de uma nova fratura de quadril e 

diminui a atividade voluntária (AUAIS et al., 2012), elevando o risco de desenvolvimento de 

trombose venosa profunda com embolia pulmonar fatal, a causa mais comum de morte por 

fratura de quadril. 

Pacientes com obesidade severa que apresentaram diminuição da força de preensão 

manual possuem aumento de 1,4 vezes na taxa de mortalidade, sugerindo que a força é sim um 

preditor independente de mortalidade nos pacientes obesos (RANTANEN et al., 2000). 
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Considerando que o número de pessoas obesas está aumentando a cada ano e que esse aumento 

tem importantes implicações na taxa de sobrevida (RUIZ et al., 2008; STENHOLM et al., 2008), 

é necessário aprofundar o entendimento sobre os efeitos da obesidade crônica na função muscular 

e na capacidade do músculo adulto hipertrofiar frente a sinais anabólicos. 

Os processos de síntese e degradação proteica no músculo ocorrem em um processo 

contínuo com o intuito de manter a homeostase celular. Fatores como o estado nutricional, 

hormonal, neural e a mecanotransdução, determinam a velocidade com que a taxa de síntese e 

degradação ocorrem (Figura 1) (FREY et al., 2014; MARCOTTE et al., 2015). Esses dois 

processos celulares geram custo energético elevado para o nosso organismo. Em torno de 20-50% 

da taxa metabólica de repouso é direcionada para a renovação das proteínas (turnover proteico), 

com a síntese de cerca de 300 g de proteínas por dia em adultos saudáveis, sendo responsáveis 

por 1,5 kg de músculo (BAAR, 2006; FRANCH; PRICE, 2005; WATSON; BAAR, 2014; 

WELLE; NAIR, 1990). Desse modo, alterações em qualquer um desses dois processos reflete no 

metabolismo muscular. As vias celulares responsáveis pela regulação do tamanho celular sob 

condições de hipertrofia e atrofia em adultos ainda estão sendo elucidadas. No entanto, alguns 

estudos têm demonstrado que a via Akt/mTORC1 tem importante papel nessa regulação 

(BODINE et al., 2001; JEFFERSON; KIMBALL, 2001; MARCOTTE et al., 2015). A proteina 

“Mammalian target of rapamycin (mTOR) 1”, uma proteína quinase, é um importante ponto de 

convergência de sinalização por meio dos aminoácidos, fatores de crescimento, sobrecarga 

mecânica e balanço energético, tendo papel crítico na regulação da tradução do RNAm e 

crescimento celular. Dois distintos complexos da mTOR são conhecidos: o primeiro complexo, 

sensível a rapamicina, é responsável pelo controle celular e composto pela mTORC1 que, por sua 

vez, possui proteínas regulatórias associadas a mTOR (raptor), mLST8/Gβ, PRAS40 e DEPTOR; 

o segundo complexo, que não é sensível a rapamicina, é composto por DEPTOR, PROTOR, 

mLST8/Gβ e mSIN1. A importância da sinalização mediada pela mTOR no músculo esquelético 

foi primeiramente demonstrada por Baar e Esser, em 1999 (BAAR; ESSER, 1999). Nesse estudo, 

os autores reportaram forte correlação direta entre a fosforilação da mTORC1, S6K1 e hipertrofia 

muscular em ratos, durante um protocolo de treinamento físico de alta intensidade. 

Subsequentemente,  Bodine et al., 2001 demonstraram que o processo de hipertrofia do músculo 

esquelético de adultos é criticamente regulado pela ativação da mTORC1 e suas proteínas-alvo, 

S6K1 e 4E-BP1. Subsequentemente, estudos que avaliaram modelos animais e humanos 
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demonstraram uma função crítica para a ativação da mTORC1 na regulação do tamanho do 

músculo, especialmente sob condições de sobrecarga (DRUMMOND et al., 2009; 

DRUMMOND; RASMUSSEN, 2008; KIMBALL; JEFFERSON; TERZIS et al., 2008). 

 

 

Figura 1 - Diagrama esquemático ilustrando algumas das vias de sinalização que podem contribuir para a 

inibição do crescimento e adaptação muscular nos camundongos obesos com resistência à insulina. As 

proteínas destacadas em vermelho desempenham um efeito inibitório na ativação da proteína mTORC1. Fonte: 

Bodine, 2013 (Revisão). 

 

Uma capacidade reduzida para ativação da síntese proteica pode afetar a capacidade de 

aumento do tamanho celular frente a “sinais de crescimento”, como a sobrecarga mecânica. 

Alguns estudos têm sugerido que a síntese proteica pode não ser completamente ativada após um 

período de obesidade induzida por dieta, associada ou não à sobrecarga mecânica em animais 

obesos (ANDERSON et al., 2008; MASGRAU et al., 2012; TARDIF et al., 2014), caracterizando 

o quadro denominado de “resistência anabólica” (RA) (Figura 2) (PHILLIPS et al., 2009). Já 

está bem estabelecido que a obesidade é acompanhada por aumento na quantidade de ácidos 
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graxos circulantes (AG) (ADAMS et al., 2004; SILVEIRA et al., 2008). Dentre os principais AG 

que se acumulam no músculo esquelético, estão o triacilglicerol (TAG), o diacilglicerol (DAG) e 

as ceramidas. O aumento no consumo de dietas ricas em lipídeos contribui com a elevação dos 

lipídios intramiocelulares (LIM). Uma das hipóteses é que esse aumento nas concentrações de 

AG poderia atenuar a síntese proteica no indivíduo obeso, contribuindo para o desenvolvimento 

da RA. 

 

 

Figura 2 – Principais fatores que levam ao quadro de resistência anabólica no músculo esquelético. DHL: dieta 

hiperlipídica; ERO: espécies reativas de oxigênio. 

 

Recentemente, Sitnick et al., (2009) demonstraram que a capacidade do músculo 

esquelético de hipertrofiar em reposta ao aumento de sobrecarga estava reduzida em 

camundongos selvagens obesos (Figura 3). Os mecanismos responsáveis pelo desenvolvimento 

da resistência anabólica são pouco conhecidos, no entanto, hipotetiza-se que a resistência 

anabólica encontrada na obesidade está diretamente relacionada com o aumento do conteúdo 

intramiocelular de lipídios e estresse oxidativo. Nesse estudo, foi demonstrado que, após 14 dias 
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de sobrecarga funcional, os animais do grupo submetidos a DHL apresentaram redução 

significativa nas proteínas Akt e S6K quando comparado ao grupo que foi submetido à dieta com 

baixa quantidade de lipídeos. Além disso, houve redução na formação de polissomos, sugerindo 

que houve prejuízo no processo de tradução nos animais submetidos à DHL. Portanto, o músculo 

de animais submetidos à DHL por período prolongado tem capacidade reduzida de hipertrofiar 

frente ao protocolo de sobrecarga funcional que classicamente induz hipertrofia.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Outro fator que pode contribuir para o desenvolvimento da resistência anabólica e a 

inativação da mTORC1 é o estresse do retículo endoplasmático (ERE). O retículo 

endoplasmático (RE) é o local onde acontece o enovelamento e a síntese de proteínas. Diversas 

situações como o aumento na ingestão de ácidos graxos saturados, jejum e aumento na produção 

de proteínas secretoras promovem a quebra na homeostase do RE, tendo como consequência o 

acúmulo na quantidade de proteínas enoveladas (unfolded proteins) e mal enoveladas (misfolded 

proteins) (DELDICQUE, 2013). Corroborando com essa hipótese, Deldicque et al., (2010) 

demonstraram que camundongos submetidos à dieta hiperlipídica durante 6 semanas 

apresentaram elevado ERE. Esse aumento, por sua vez, pode contribui para o aumento na 

produção das proteínas mal enoveladas que estão associadas com a redução na síntese proteica, 

sensibilidade à, insulina e aumento nos marcadores inflamatórios. O mesmo grupo também 

Figura 3 - Massa do músculo plantar dos camundongos submetidos ao protocolo de sobrecarga funcional. 

Diferenças no valor absoluto entre o grupo controle e os grupos submetidos a sobrecarga funcional (functional 

overload) de camundongos alimentados com dieta com baixo teor de gordura (LFD) e dieta hiperlipídica (DHL). 

#Diferença estatística entre os grupos DB e DHL (p<0.05).  Dados foram expressos como média±desvio padrão. 

Fonte: Sitnick, 2009. 
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demonstrou que o ERE promove inibição na ativação da mTORC1, contribuindo para a redução 

da síntese proteica em células musculares. No mesmo estudo, foi demonstrado que, mesmo em 

baixos níveis, o quadro de estresse de retículo, é suficiente para prevenir o aumento na ativação 

da mTORC1 após adição de leucina em células C2C12, demonstrando, assim, que o estresse de 

retículo contribui para a resistência anabólica, prevenindo a ativação da mTORC1. Essa resposta 

foi associada à inibição na fosforilação da proteína AkT e da proteína PRAS40. A redução na 

fosforilação da Akt resulta na diminuição da fosforilação da PRAS40, um inibidor alostérico da 

mTORC1. A hipofosforilação da PRAS40 resulta em uma continuada ligação com o raptor, 

prevenindo a fosforilação dos principais alvos da mTORC1 que medeiam a síntese proteica, 

como a S6K (WANG et al., 2007). Aumento na insulinemia pode elevar a fosforilação da Akt, 

mesmo em situações em que há aumento no ERE, a ativação da mTORC1, nesse caso, é 

atenuada, mas não perdida. Portanto, sugere-se que a ativação da mTORC1 pode ser atenuada 

e/ou prevenida pelo ERE como consequência da inativação da Akt, contribuindo para a 

hipofosforilação da PRAS40. 

 

1.3 Sistemas de degradação de proteínas e atrofia muscular esquelética 

 

O aumento na degradação proteica muscular está diretamente relacionado a hiperativação 

de três principais vias proteolíticas, são elas: o sistema lisossomal/autofagia, proteínas ativadas 

por cálcio (calpaínas) e o sistema ubiquitina proteassoma dependente de ATP (SUP). O sistema 

lisossomal é responsável pela degradação de proteínas de membranas e organelas (receptores, 

canais iônicos e mitocôndrias). As calpaínas são cisteína proteases dependentes de cálcio e estão 

localizadas nos sarcômeros (linha Z). O aumento na atividade dessas proteínas é desencadeado 

pelo aumento nas concentrações de cálcio, tendo como principal função a clivagem das proteínas 

miofibrilares, dentre as principais proteínas que funcionam como substratos para as calpaínas, 

inclui-se a titina, nebulina, proteína C, vinculina, dentre outras, que, quando degradadas, causam 

desarranjo estrutural das miofibrilas, com o intuito de disponibilizar essas proteínas para o 

processo de ubiquitinação, fornecendo o substrato para a ativação do SUP, já que o mesmo não 

tem a capacidade de degradar proteínas miofibrilares intactas (JACKMAN; KANDARIAN, 
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2004). Por outro lado, a atividade das calpaínas é regulada negativamente pela proteína 

Calpastatina (GOLL et al., 2008). 

Em 1969, o grupo do pesquisador Golderbg demonstrou que o aumento na taxa de 

degradação proteica contribuía para a perda de massa muscular após submeter os animais aos 

protocolos de denervação ou tratamento com glicocorticóides (GOLDBERG, 1969). Após essa 

descoberta inicial, outros grupos demonstraram que a taxa de degradação proteica estava 

aumentada em outros modelos de estresse metabólico, como a sepse, câncer, diabetes e jejum, 

sendo que o principal responsável pelos eventos iniciais de degradação proteica era o Sistema 

Ubiquina Proteassoma dependente de ATP (SUP). O SUP é a principal via envolvida nos 

processos de atrofia do músculo esquelético, contribuindo para a clivagem de aproximadamente 

80% das proteínas citosólicas, sendo ativado pelo fornecimento de substratos pelos outros 

sistemas proteolíticos (BODINE, 2013; HERSHKO; CIECHANOVER, 1998). Estudos recentes 

demonstram que os três principais sistemas proteolíticos parecem interagir de forma simultânea 

para o processo de proteólise muscular (ATTAIX et al., 2012; BODINE, 2013; JACKMAN; 

KANDARIAN, 2004; SCHIAFFINO et al., 2013). 

 A principal função do SUP é selecionar, marcar e degradar as proteínas, auxiliando no 

controle de qualidade das proteínas mal formadas. A ativação desse sistema consiste de três 

passos altamente organizados e complexos (Figura 4). Inicialmente, a ubiquitina é ligada ao 

resíduo de cisteína da enzima ativadora, E1 (proteína ativadora), via seu terminal glicina, em um 

processo dependente de ATP. A etapa seguinte ocorre pela transferência da ubiquitina ativada 

para a enzima E2 (proteína carreadora), que tem o papel de conjugar as ubiquitinas, formando a 

cauda de poliubiquitina. Finalmente, a enzima E3 (ubiquitina ligase) liga as ubiquitinas 

conjugadas à proteína-alvo (marcação), sendo que as proteínas marcadas são reconhecidas pelo 

complexo proteasomal 26S (porção regulatória e catalítica), iniciando o processo de proteólise, 

clivando-as em pequenos polipeptídios (8-12 aminoácidos) (GLICKMAN; CIECHANOVER, 

2002; WING, 2005). Em condições patológicas, o SUP é o principal sistema envolvido na 

degradação das proteínas sarcoméricas em resposta à mudança na atividade contrátil (GLASS, 

2010; SCHIAFFINO et al., 2013). 
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Figura 4 - Principais sistemas de degradação proteica no músculo esquelético. Sistema ativado pelo aumento nas 

concentrações de cálcio intracelular (Calpaínas) que têm a função de clivar as proteínas sarcoméricas (A), Sistema de 

autofagia/lisossomal (B) e Sistema Ubiquitina proteassoma dependente de ATP (C). Fonte: Jackman e Kandarian, 

2004 (Revisão). 

 

1.4 Papel das E3 ligases MuRF1 e MAFbx no processo de atrofia muscular esquelética 

 

Após essas descobertas iniciais, dois grupos independentes identificaram duas novas E3 

ubiquitinas ligases que medeam os eventos de atrofia muscular (BODINE et al., 2001; GOMES 

et al., 2001).  Essas duas proteínas são conhecidas como muscle RING finger 1 (MuRF1) e 

Muscle atrophy F-Box (MAFbx)/atrogina1. Diversas funções do MuRF1 e MAFbx no músculo 

esquelético ainda estão sob intensa investigação, no entanto, já está bem estabelecido que essas 

duas proteínas estão envolvidas na ligação dos substratos seletivos para o processo de 

ubiquitinação e subsequente degradação pelo SUP. Assim, o aumento na expressão de MuRF1 e 

MAFbx em modelos que induzem atrofia muscular é possivelmente o principal responsável pela 

mudança do balanço proteico positivo para o balanço proteico negativo, contribuindo para a 

perda de massa muscular (BODINE, 2013).  

Desde as primeiras descobertas, ficou demonstrado que a expressão de RNA mensageiro 

do MuRF1 e MAFbx está aumentada em diversos modelos experimentais que induzem atrofia e, 
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desde então, os dois genes são utilizados como marcadores-chave do processo de atrofia com 

algumas características fundamentais: 

a) Ambos os genes são seletivamente expressos no músculo esquelético; 

b) Ambos os genes são expressos em níveis baixos em condições de repouso, 

aumentando rapidamente sob condições de estresse que induzem a perda de massa 

muscular (atrofia). 

Os domínios RING finger E3s, dos quais existem mais de 600 conhecidas no genoma 

humano, regulam a adição da ubiquitina (mono-ubiquiquitinação, multi-mono-ubiquiquitinação e 

multi-poli-ubiquiquitinação) a proteínas específicas, orientando, assim, grande variedade de 

destinos e funções, incluindo: degradação pelo proteassoma 26S, modificação da localização na 

célula, modificação das interações de proteínas, regulação da atividade de transcrição e 

propagação de sinalização transmembranar. Modificações na homeostase do sistema de controle 

de proteínas ubiquitinadas pode afetar grande variedade de funções fisiológicas e têm sido 

associadas ao envelhecimento, bem como, neurodegeneração e distrofia muscular (BODINE, 

2013). Diversos estudos têm demonstrado que aumentos na atividade do SUP contribuem para a 

perda acelerada de massa muscular em diversas condições patológicas. (ATTAIX et al., 2012; 

BODINE et al., 2001; SCHWARTZ; CIECHANOVER, 2009).  

 

1.5 Ácido graxo ômega 3, obesidade e músculo esquelético 

 

Os ácidos graxos (AG) são ácidos monocarboxílicos, geralmente com uma cadeia 

carbônica longa, não ramificada, com número par de átomos de carbono. A presença ou não de 

duplas ligações na cadeia carbônica classifica os AG em saturados, monoinsaturados ou 

poliinsaturados. As principais insaturações desses AG estão na terceira (-3), sexta posição (-

6), sétima (-7) ou na nona posição (-9), a partir do hidrocarboneto final (grupamento metila). 

Os AG poliinsaturados -3, encontrados em óleo de peixe, possuem efeitos anti-inflamatórios já 

bem estabelecidos, especialmente os ácidos eicosapentaenóico (EPA; C20:5) e o docosa-

hexaenóico (DHA; C22:6), que são precursores de eicosanoides e prostaglandinas específicos. As 

células animais podem apenas converter o ácido α-linolênico em outros ácidos da mesma série 
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AG -3, como o eicosapentaenóico e o docosa-hexaenóico, mas essa conversão é relativamente 

muito baixa em mamíferos, incluindo os humanos, sendo que a principal fonte desses AG é 

proveniente da dieta ou suplementação (DUTT et al., 2015; PHILLIPS, 2015). 

Os AG-W3 (EPA e do DHA) possuem efeito anti-adipogênico, provavelmente, por alterar 

a função metabólica das mitocôndrias dos adipócitos, incluindo aumento na eficiência da beta-

oxidação e da biogênese mitocondrial. No mesmo sentido, outro estudo demonstrou que, 

provavelmente, o EPA modula o metabolismo de lipídeos através da estimulação da lipólise, 

associada ao aumento na expressão de genes lipolíticos e supressão da expressão de genes 

adipogênicos em células 3T3-L1 (LEE et al., 2008). Além disso, os AG-W3 têm sido 

relacionados com melhora na sensibilidade à insulina por reduzir a ativação das citocinas pró-

inflamatórias, como o TNF-α, a interleucina-1 e -6, além de diminuir o estresse oxidativo e inibir 

as vias de degradação de proteínas (STORLIEN et al., 1997; WHITEHOUSE et al., 2001; 

WHITEHOUSE; TISDALE, 2001).  

Diversas intervenções nutricionais têm sido propostas para a prevenção e o tratamento da 

obesidade, RI e o diabetes mellitus. Dentre essas intervenções, os AG-W3 têm demonstrado 

diversos efeitos benéficos com respeito ao aumento na ativação das vias de síntese protéica (AkT, 

mTOR, S6k1), contribuindo para a maior taxa de síntese proteica. Além disso, diversos estudos 

têm demonstrado que o AG-W3 também é capaz de reduzir o catabolismo proteico, diminuindo a 

atividade do SUP, contribuindo, dessa maneira, para a manutenção da massa muscular 

esquelética (STORLIEN et al., 1997; WHITEHOUSE et al., 2001; WHITEHOUSE; TISDALE, 

2001; YOU et al., 2010). 

Apesar da pouca quantidade de estudos avaliando o possível efeito benéfico da 

suplementação com AG-W3, alguns grupos têm demonstrado possível efeito positivo no músculo 

esquelético. Estudos realizados com modelos animais e humanos com caquexia, demostraram que 

o EPA promove importante redução na degradação proteica, prevenindo a perda de massa 

muscular devido à redução de alguns genes relacionados com a ativação do SUP. No entanto, a 

suplementação com EPA não foi eficiente em aumentar a massa magra, como demonstrado pela 

ausência do efeito na síntese proteica (BECK et al., 1991; WHITEHOUSE et al., 2001). 

Essa redução no processo de degradação de proteínas foi associada a diminuição do 

processo inflamatório, com inibição da expressão de citocinas pró-inflamatórias, como a 
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interleucina 1 (IL-1), interleucina 6 (IL-6) e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-α). O fator 

nuclear kappa beta (NFκB) desempenha papel importante no processo de degradação proteica em 

modelos de câncer, sepsi e caquexia. Esse processo é mediado pelo aumento da atividade da IκB 

quinase. Por outro lado, o óleo de peixe promove redução na atividade dessa quinase. Como 

resultado final, há redução da translocação do NFκB do citosol para o núcleo da célula, o qual 

previne a ativação das enzimas E3 ligase MuRF1, inibindo a ativação do sistema ubiquitina 

proteassoma dependente de ATP (Figura 5) (DUTT et al., 2015).  

Na obesidade, onde geralmente é observado o quadro de inflamação crônica, a 

suplementação de AG-W3 pode ser benéfica por reduzir o grau de inflamação, prevenindo a 

possível aceleração do processo de sarcopenia em indivíduos obesos idosos (PHILLIPS, 2015). 

Porém, ainda não está bem estabelecido quais são os mecanismos envolvidos na redução do 

proteólise e aumento da síntese proteica após a suplementação com o óleo de peixe. Portanto, 

mais estudos são necessários para determinar como a utilização desses metabólitos pode 

influenciar na melhora do metabolismo de proteínas e função muscular, investigando os possíveis 

mecanismos que são ativados nesse processo (DUTT et al., 2015; PHILLIPS, 2015). 
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Figura 5 – Possíveis vias ativadas em modelos de câncer, sepse e caquexia e os benefícios associados a 

suplementação com EPA. Fonte: Dutt, 2015 (Revisão). 

 

1.6 Treinamento físico aeróbico, obesidade, resistência à insulina e músculo esquelético 

 

A incidência da obesidade na população mundial vem crescendo a cada ano e dentre os 

vários fatores que estão relacionados a esse aumento, estão os níveis elevados de sedentarismo. O 

baixo nível de atividade física está diretamente relacionado ao desenvolvimento de várias 

doenças e fatores de risco, tais como resistência à insulina (RI), diabetes mellitus tipo 2 (DM2), 

hipertensão arterial (HAS) e doenças cardiovasculares (DCVs) (DEFRONZO; ABDUL-GHANI, 

2011; DONNELLY et al., 2009; HIRABARA et al., 2010).  

O treinamento físico aeróbico é reconhecidamente uma ferramenta importante para a 

prevenção e tratamento de diversos estados patológicos, como a obesidade, DM2 e HAS, assim 

como na manutenção da saúde. Essa melhora está relacionada ao aumento no transporte e 

utilização do oxigênio pelo músculo esquelético, além da alteração na utilização do substrato 

energético (oxidação preferencial de lipídeos ao invés da glicose e glicogênio), aumento da 

densidade e número de mitocôndrias, consequentemente levando a maior capacidade de realizar 
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exercícios (COFFEY; HAWLEY, 2007; DONNELLY et al., 2009; RICHTER; HARGREAVES, 

2013; ZURLO et al., 1990). 

Dentre os vários efeitos benéficos da prática regular do exercício físico na obesidade e 

resistência à insulina, podemos citar, a melhora na captação de glicose e sensibilidade à insulina, 

aumento no transporte e oxidação de lipídeos, aumento do consumo de oxigênio, melhora da 

tolerância ao esforço e da qualidade de vida (RICHTER; HARGREAVES, 2013; STENHOLM et 

al., 2008). O músculo esquelético (ME) compõe aproximadamente 40% da massa corporal total 

de um indivíduo adulto saudável. Além disso, o ME é extremamente importante para manter a 

homeostase, sendo responsável por aproximadamente 30% da taxa metabólica de repouso 

(ZURLO et al., 1990).  

Em adição, o ME é fundamental para o controle da glicemia plasmática, sendo 

responsável por até 80% da captação de glicose plasmática (DEFRONZO; ABDUL-GHANI, 

2011; HAWLEY et al., 2014; NIELSEN; RICHTER, 2003). Desse modo, qualquer quebra na 

homeostase muscular irá afetar diretamente a captação de glicose, contribuindo para o 

desenvolvimento da obesidade e DM2, assim como, prejudicando a função muscular. Os 

mecanismos responsáveis pelo aumento da captação de glicose após uma sessão de exercício 

físico ainda não estão bem elucidados. No entanto, sabe-se que o processo de contração muscular 

(mecanotransdução), desencadeado pelo exercício físico, estimula a capitação de glicose 

independente de insulina, por estimular diretamente a translocação e ativação do transportador de 

glicose 4 (GLUT4) do citosol para a membrana celular (RICHTER; HARGREAVES, 2013; 

STANFORD; GOODYEAR, 2014).  

De fato, várias sessões de treinamento físico aeróbico estão relacionadas com um aumento 

transitório na transcrição do RNAm de várias proteínas relacionadas com a melhora do 

desempenho aeróbico (Hawley – 2014). Esse aumento transitório no conteúdo de RNAm, que é 

estimulado a cada sessão de treino, gera, cronicamente, adaptações intracelulares relacionadas à 

melhora da capacidade aeróbica (HAWLEY et al., 2014).   

 Como já mencionado, o treinamento físico aeróbico é um dos principais estímulos 

mecânicos para a regulação da massa muscular esquelética, por estimular as vias de síntese 

proteica (BAAR, 2014; COFFEY; HAWLEY, 2007), por melhorar a atividade de enzimas-chave 

no metabolismo oxidativo e glicolítico (HAWLEY et al., 2014) e a captação de glicose e por 
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aumentar o gasto energético, contribuindo para a redução do peso corporal (RICHTER; 

HARGREAVES, 2013; SPRIET, 2014). Assim é do interesse desse estudo investigar os efeitos 

do treinamento físico aeróbico nas vias de síntese e degradação de proteínas no músculo 

esquelético (gastrocnêmio) de animais obesos e suplementados com o óleo de peixe.  
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2 OBJETIVOS 

 

 Investigar os efeitos da obesidade induzida por dieta hiperlipídica no desenvolvimento da 

resistência à insulina e suas possíveis alteracões nas vias de síntese e degradação proteica no 

músculo gastrocnêmio de camundongos obesos C57BL6/J, submetidos ao protocolo de 

treinamento físico aeróbico e/ou suplementação com óleo de peixe rico em AG-W3. 
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3 JUSTIFICATIVA 

 

A obesidade e resistência á insulina, pode levar à redução no processo de síntese proteica, 

conhecido como resistência anabólica, que tem consequência direta na massa muscular, afetando 

a produção de força, a qual tem sido demonstrada estar diretamente relacionada com a 

longevidade. Assim, considerando esses efeitos e que o número de pessoas obesas vem 

aumentando a cada ano, é importante desenvolver estratégias que ajudem a prevenir e tratar a 

obesidade, melhorando a qualidade de vida do indivíduo e reduzindo gastos com a saúde. Nesse 

sentido, é importante investigar os possíveis efeitos beneficos do treinamento físico aeróbico, 

associados ou não com a suplementação de óleo de peixe, nessa populacão. 
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4 ESTRATÉGIAS EXPERIMENTAIS 

 

Foram utilizadas as seguintes estratégias experimentais: 

1) Os efeitos da dieta hiperlipídica no desenvolvimento da obesidade foram investigados 

pela avalização do aumento dos depósitos de gordura, glicemia basal, sensibilida à insulina e vias 

relacionadas a síntese e degradação proteica no músculo esquelético em camundongos C57Bl/6J;  

2) Para determinação dos efeitos do treinamento físico aerobio, os animais foram 

treinados por 12 semanas. Foi investigado se o treinamento tem algum efeito preventivo ou 

protetor no processo de ganho de peso, desenvolvimento da obesidade, resistência à insulina e 

vias de síntese e degradação de proteínas no músculo esquelético de animais submetidos à DHL;  

3) Para avaliação dos efeitos da suplementação com óleo de peixe, os animais foram 

suplementados por 12 semanas. Foi investigado se a suplementação tem algum efeito preventivo 

ou protetor no processo de ganho de peso, desenvolvimento da obesidade, resistência à insulina e 

vias de síntese e degradação de proteínas no músculo esquelético de animais submetidos à DHL;  

4) Os efeitos do treinamento físico aeróbio associados à suplementação com óleo de peixe 

também foram investigados. Os animais foram treinados e suplementados por 12 semanas. Foi 

estudado se essa associação tem efeito aditivo na prevenção ou proteção do processo de ganho de 

peso, desenvolvimento da obesidade, resistência à insulina e vias de síntese e degradação de 

proteínas no músculo esquelético de animais submetidos à DHL. 
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5 MATERIAL E MÉTODOS  

 

5.1 Animais 

 

Foram utilizados camundongos da linhagem C57BL/6J, com idade inicial 8 semanas, 

provenientes do Biotério de Camundongos do Departamento de Imunologia do ICB/USP. Todos 

os procedimentos desse estudo foram aprovados pelo Comitê de Ética em Experimentação 

Animal do Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo (protocolo número 

032/10).  

 

 

5.2 Procedimentos experimentais 

 

5.2.1 Indução da obesidade pela dieta hiperlipídica (DHL) 

 

Inicialmente, um grupo de camundongos receberam a dieta balanceada (DB) (76% de 

carboidratos, 9% de gordura e 15% de proteínas; Tabela 1), durante 4 semanas (da 1
a
 a 4

a
  

semana). Ao completar 4 semanas, uma parte desses camundongos continuou a receber a dieta 

balanceada e outra parte recebeu dieta hiperlipídica (DHL) (26% de carboidratos, 59% de 

gordura e 15% de proteínas, Tabela 1), durante 8 semanas (da 5
a
 até a 12

a
 semanas). Os 

camundongos tiveram acesso livre as duas dietas e água.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



42 

 

 

 

Tabela 1 - Composição das dietas balanceada e hiperlipídica 

  

  Composição DB   DHL   

  

  

g/Kg 

 

  

 

Amido 465,7   115,5 

 

 

Caseína 140 

 

200 

 

 

Amido dextrinizado 155 

 

132 

 

 

Sacarose 100 

 

100 

 

 

Óleo de soja 4 

 

35 

 

 

Banha suína 36 

 

315 

 

 

Fibra 50 

 

50 

 

 

Mix mineral 35 

 

35 

 

 

Mix vitamínico 10 

 

10 

 

 

L-cistina 1,8 

 

3 

   Bitartarato de colina 2,5   2,5   

 

 

5.2.2 Desenho experimental dos grupos estudados 

 

O desenho experimental está descrito abaixo, com o detalhamento dos grupos que foram 

estudados. Os camundongos C57BL6/J foram divididos em 8 grupos experimentais: 

 

1) Dieta balanceada (DB) 

2) Dieta balanceada + óleo de peixe (DB+W3) 

3) Dieta balanceada + treinamento aeróbico (DB+TA) 

4) Dieta balanceada + treinamento aeróbico + óleo de peixe (DB+TA+W3) 

5) Dieta hiperlipidica (DHL) 

6) Dieta hiperlipidica + óleo de peixe (DHL+W3) 

7) Dieta hiperlipidica + treinamento aeróbico (DHL+W3) 

8) Dieta hiperlipidica + treinamento aeróbico + óleo de peixe (DHL+TA+W3) 
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5.2.2.1 Objetivos dos grupos estudados 

 

 DB e DHL Controle: Utilizados como controles em relação aos animais submetidos ao 

protocolo de suplementação com o óleo de peixe e/ou treinamento físico aeróbico. 

 DB e DHL + óleo de peixe: Necessários para avaliar o efeito da suplementação com o óleo 

de peixe nos camundongos submetidos ou não à dieta hiperlipidica. 

 DB e DHL + treinamento aeróbico: Requeridos para avaliar as alterações metabólicas, o 

“turnover” de proteínas durante as 12 semanas de tratamento com a DHL ou a DB. 

 DB e DHL + óleo de peixe + treinamento aeróbico: Usados para avaliar um possível efeito 

de interação do óleo de peixe mais o treinamento sobre os parâmetros metabólicos nos 

camundongos submetidos ou não a dieta hiperlipídica. 

 

5.2.3 Suplementação com o óleo de peixe 

 

Uma parte dos animais submetidos à DB e à DHL recebeu, por meio de gavagem, a 

suplementação com o óleo de peixe (AG-W3) (EPA/DHA 3,7:1, proporção determinada através 

de análise cromatográfica; dados não mostrados), na dose de 2 g/kg, 3 vezes por semana, durante 

todo o procedimento experimental (da 1
a
 até a 12

a
 semana). Os animais controles (animais não 

suplementados) receberam água por gavagem durante todo o protocolo experimental para 

mimetizar a mesma condição de estresse (Figura 1). Após a quarta semana de protocolo 

experimental, os animais foram subdivididos em 8 grupos experimentais, que foram submetidos à 

DB ou à DHL por um período adicional de 8 semanas, totalizando 12 semanas de protocolo 

experimental.  

 

5.2.4 Teste de tolerância ao esforço 

 

A velocidade máxima de corrida em esteira rolante, foi estimada pela distância total 

percorrida durante o teste incremental máximo. Sucintamente, os animais foram adaptados a 

esteira rolante (10 m/min/dia), durante 5 dias com inclinação de 20
o
. O teste máximo teve início 

com velocidade de 6 m/min e a cada 3 min houve incremento na velocidade de 3 m/min (6-33 
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m/min) até a exaustão completa do animal. A exaustão foi determinada quando o animal não 

conseguiu manter o padrão de movimento na esteira.  

 

5.2.4.1 Protocolo de treinamento físico aeróbico 

 

Os camundongos iniciaram o protocolo de treinamento físico aeróbico com idade inicial 

de 8 semanas. O treinamento foi realizado em esteira rolante durante 12 semanas, com sessões de 

exercício de 60 min, cinco vezes por semana à 50% da velocidade máxima, atingida no teste de 

tolerância ao esforço, e inclinação de 20
o
.  

 

5.2.5 Avaliação da obesidade 

  

O peso corporal foi avaliado e registrado semanalmente em todos os animais. Após 48 h 

da última sessão de treinamento aeróbico o animal foi anestesiado com isofluorano e o sangue foi 

coletado via punção cardíaca após 6 horas de jejum e estocado no freezer -80
o
 para avaliação da 

glicose e insulina plasmática. 

 

5.2.6 Glicose, insulina plasmática e índice HOMA-IR 

 

 Após jejum de 6 horas para o teste de tolerância à glicose descrito abaixo, foi coletada a 

amostra capilar caudal e diluída em ácido tricloroacético (TCA) para dosagem da glicemia por kit 

colorimétrico específico (Labtest, Lagoa Santa, Minas Gerais) e em ácido etilenodiamino tetra-

acético (EDTA) para determinação da insulina por Enzyme-linked Immunosorbent Assay 

(ELISA), seguindo as instruções do fabricante (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ USA). Com 

os valores obtidos no teste de glicemia e insulinemia foi calculado o índice HOMA-IR (do inglês 

Homeostatic Model Assessment Insulin Resistance) (MATTHEWS et al., 1985), que determina a 

resistência à insulina:  

 

HOMA-IR = glicemia (mmol/L) x insulinemia (mU/L) / 22,5  
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5.2.7 Histologia 

 

Cortes seriados de 10 μm foram obtidos do músculo gastrocnêmio utilizando um criostato 

Leica CM 3050S (Leica Microsystems). Os cortes foram corados pela técnica da hematoxilina e 

eosina para análise da morfologia geral e área de secção transversa (AST). A captura das imagens 

foi realizada com magnificação objetiva de 10 vezes para determinar a área das fibras dos 

músculos. As imagens foram armazenadas em um computador acoplado a um sistema de vídeo 

por um programa de análise de imagens (Axio Vision Software - Zeiss). A AST (μm
2
) foi 

determinada pela medida da área de circunferência de ≥ 200 fibras por animal, de múltiplas 

regiões do músculo (Figura 6). 

 

 

Figura 6 – Procedimentos para confecção dos cortes histológicos. Remoção e congelamento do gastrocnêmio 

(Figuras A, B e C). Realização dos cortes e realização da técnica da hematoxilina-eosina (HE) (Figuras D, E e F).  

 

 

 

 

 

 

A B C 

D E F 
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5.2.8 Expressão proteica (Western blotting) 

 

Os músculos gastrocnêmios dos animais DB e DHL submetidos à suplementação e/ou ao 

treinamento físico aeróbico foram homogeneizados em tampão de lise do proteasoma (Tris 50 

mM, NaCl 150 mM, MgCl2 5 mM, EDTA 1 mM e DTT 0,5 mM, pH 7,5) (GOMES et al., 2012). 

O sobrenadante foi coletado após centrifugação a 12,000 g, durante 30 min e as concentrações de 

proteínas foram determinadas em triplicata, usando o método Bradford (Bio-Rad). De dez a vinte 

microgramas de proteína foi adicionada em géis de acrilamida (SDS-PAGE) de 10% e 

transferidos para membranas de nitrocelulose. As membranas foram bloqueadas com leite 

desnatado ou BSA a 3%, em solução salina Tris-tamponada com a adição de 0,1% de Tween-20 

(TBST), durante 1 h e depois incubadas com o anticorpo primário durante a noite (overnight) a 

4
◦
C. Os anticorpos para Ser473 fosfo-Akt, (1:1000 diluição), Akt (1:1000), Thr389 fosfo-S6K1 

(1:500), S6K1 (1:500), Ser9 fosfo-GSK-3β (1:1000), Thr 37/46 fosfo-4EBP1 (1:1000), 4EBP1 

(1:1000), PDI (1:1000), BiP (1:1000) e CHOP (1:1000) foram adquiridos da Cell Signalling 

Technology (Beverly, MA, USA); MuRF1 e MAFbx (1:1000) foram adquiridos da ECS (1:1000) 

e PGC1α (1:1000) da Abcam. No dia seguinte, as membranas foram lavadas e incubadas com 

anticorpos secundários conjugados à peroxidase (HRP), na diluição de 1:10.000, durante 1 h à 

temperatura ambiente. A solução quimioluminescente HRP (Millipore) foi então adicionada às 

membranas. A aquisição das imagens e a quantificação das bandas foi realizada utilizando o 

sistema para aquisição de imagens da Amersham (AI600-GE) e Image Lab 5.0 software (Biorad). 

 

5.2.9 Atividade da Catepsina L 

 

A atividade da catepsina L foi avaliada como previamente descrito (GOMES et al., 2012). 

As amostras dos animais (20-25 μg de proteínas) foram incubadas com 200 μL do substrato em 

50 mM Tris, 1 mM EDTA, 10 mM CaCl , 150 mM NaCl e 0.5 mM DTT, pH 7.5. A liberação de 

7-amino-4-metilcoumarin (AMC) foi realizada por meio do fluorímetro Fluoroskan Ascent 

(Thermo Electron) nos comprimentos de onda de 390 nm (excitação) e 460 nm (emissão). A 

intensidade de fluorescência foi avaliada a cada 15 min durante 2 h. Cada análise foi realizada na 

presença ou ausência do inibidor da Catepsina L (50 μM catepsin inhibitor IV). A atividade da 
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proteína foi avaliada pelo cálculo das diferenças das amostras com ou sem inibidor (Delta). Todas 

as análises foram lineares e cada amostra foi analisada em triplicata.  

 

5.2.10 Atividade do Proteassoma na porção β5 

 

A atividade proteassomal 26S (dependente de ATP) e 20S (independente de ATP) foi 

avaliada como previamente descrito (GOMES et al., 2012). Brevemente, o proteassoma foi 

coletado do sobrenadante após 30 min de centrifugação a 12.000 g, seguido da homogeneização 

em 300 μL de tampão contendo 50 mM Tris, 150 mM NaCl, 5 mM MgCl2, 1 mM EDTA e 0.5 

mM DTT, pH 7,5. A atividade da porcão β5 (Chymotrypsin like) foi avaliada após adição de 10 

μg de proteína e do substrato fluorescente específico SUC-LLVY-AMC (Bachem). Cada análise 

foi realizada na presença ou ausência do inibidor do proteassoma Bortezomib, na concentração 

final de 2 mM. A atividade do proteassoma 20S e 26S foi avaliada pelo cálculo das diferenças 

das amostras com ou sem inibidor (Delta). A liberação de AMC foi realizada por meio do 

fluorímetro Fluoroskan Ascent (Thermo Electron) nos comprimentos de onda de 390 nm 

(excitação) e 460 nm (emissão). A intensidade de fluorescência foi avaliada a cada 15 min 

durante 2 h. Todas as análises foram lineares e cada amostra foi analisada em triplicata.  

 

5.2.11 Atividade da citrato sintase (CS) 

 

Para a determinação da atividade máxima da enzima citrato sintase (CS), utilizou-se 

músculo gastrocnêmio previamente armazenado a -80 °C, o qual foi homogeneizado na 

proporção 1:10 em tampão de extração, constituído de 50 mM Tris Base e 1 mM de EDTA, pH 

7,4. Posteriormente, esse homogenato foi centrifugado a 1.300 g, por 15 min, a 4 
o
C. As alíquotas 

do sobrenadante foram separadas para dosagem de proteínas totais e para o ensaio enzimático. A 

atividade máxima da enzima CS foi determinada segundo o protocolo modificado de Alp et al. 

(1976) (ALP et al., 1976), a partir da quantificação do complexo amarelo formado entre a CoA 

liberada na reação (1) com o ácido 5,5-ditiobis(2-nitrobenzóico) (DTNB) presente no tampão de 

ensaio, conforme equação abaixo:  

 

 

OXALOACETATO + ACETIL-CoA + H2O             CITRATO + CoA (1)  
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Citrato Sintase 

 

O tampão de ensaio foi constituído por Tris base a 50 mM; EDTA a 1 mM; DTNB a 0,2 

mM; acetil-CoA a 0,1 mM e Triton X-100 a 1% (v/v), pH 8,1. A reação foi iniciada com a adição 

de oxaloacetato a 1 mM na solução de ensaio. O método baseia-se na reatividade do DTNB 

(reagente de Ellman) com a CoA-SH, marcando o grupo Tiol (SH), resultando em um composto 

iônico que absorve luz a 412 nm. Assim, a taxa de formação de CoA-SH pode ser avaliada nesse 

comprimento de onda. Os resultados foram expressos em nmol/min x mg de proteína-1. 

 

5.2.12 Análise estatística 

 

Para todos os experimentos, foi feita a comparação entre os grupos submetidos a dieta, 

treinamento e tratamento com o óleo de peixe utilizando a análise de variância de três vias 

(ANOVA de três vias). O pós-teste de Tukey foi utilizado para comparações múltiplas e o nível 

de significância foi fixado em p≤ 0.05.  
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6 RESULTADOS 

 

Todos os resultados apresentados são em relação ao período final das 12 semanas de 

protocolo experimental nos animais alimentados com DB ou DHL, submetidos ao protocolo de 

treinamento físico aeróbico (TA), associado ou não à suplementação com o óleo de peixe (W3). 

O protocolo de TA e a suplementação com o óleo de peixe foram iniciados quando os animais 

estavam com 8 semanas de idade (duração de 12 semanas). Já o protocolo da DHL foi iniciado 

nos respectivos grupos quando os animais atingiram 12 semanas de idade e permaneceu até o fim 

do protocolo experimental (duração de 8 semanas). 

 

6.1 Efeitos comparativos entre os grupos submetidos ao treinamento físico aeróbico, 

suplementados ou não com o óleo de peixe, sobre o ganho de peso corporal, depósitos 

de gordura e resistência à insulina 

 

6.1.1 Ganho de peso, composição corporal, índice de adiposidade, glicemia e insulinemia e índice 

HOMA-IR  

  

 Na Tabela 2 e Figura 7A estão as médias e os desvios padrões dos resultados referentes ao 

ganho de peso após 12 semanas de protocolo experimental, nos camundongos submetidos à dieta 

balanceada (DB) ou à dieta hiperlipídica (DHL), submetidos ou não ao treinamento físico 

aeróbico (TA) e/ou suplementação com o óleo de peixe (-3). Ao final das 12 semanas, o grupo 

submetido à DHL apresentou maior ganho de peso corporal comparado ao grupo submetido à 

dieta balanceada (p<0,05). Nos animais submetidos à dieta DHL, o protocolo de TA foi capaz de 

prevenir o ganho de peso corporal (p<0,05), porém o TA não foi capaz de normalizar o ganho de 

peso quando comparado ao grupo submetido à dieta balanceada (Figura 7B). O mesmo efeito 

preventivo no ganho de peso foi observado nos camundongos obesos submetidos à 

suplementação com o óleo de peixe (Figura 7C).  
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Tabela 2 - Estão demonstradas as médias e desvios padrões dos resultados do ganho de 

peso após 12 semanas de tratamento nos camundongos submetidos à dieta balanceada (DB) ou à 

dieta hiperlipídica (DHL), controle (C), submetidos ao treinamento físico aeróbico (TA) e/ou à 

suplementação com o óleo de peixe (W3). 

 DB DHL 

C 3,58 ± 1,95 11,33 ± 2,89 

TA 3,53 ± 1,56 7,49 ± 1,38 

W3 3,76 ± 1,97 8,72 ± 3,27 

TA+W3 3,68 ± 2,57 5,92 ± 1,45 

 n=10 animais por grupo 

 

 

Figura 7 - Efeitos da suplementacão com o óleo de peixe associado ou não ao treinamento físico aeróbico em 

camundongos tratados com dieta balanceada ou dieta hiperlipídica sobre o ganho de peso corporal de 

camundongos C57Bl/6J (A). Em (A), estão apresentadas as médias e os desvios padrões do ganho de peso corporal 

(g); ANOVA: Dieta x TA x AG-W3, p=0,594. Em (B), estão apresentadas as diferenças entre a massa corporal nos 

camundongos submetidos ao protocolo de treinamento físico aeróbico; ANOVA: Dieta x TA, p=0,002. Em (C), 

estão apresentadas as diferenças entre o ganho de peso corporal nos camunongos suplementados ou não com o óleo 

de peixe; ANOVA: Dieta x AG-W3, p=0,027. DB-C= dieta balanceada - controle (n=10); DB+W3 = dieta 

balanceada suplementado coms óleo de peixe (n=10); DHL-C = dieta hiperlipídica (n=10); DHL+W3 = dieta 

hiperlipídica suplementado com óleo de peixe (n=10); DB+TA = Dieta balanceada submetido ao treinamento 

aeróbico (n=10); DB+TA+W3 = Dieta balanceada submetido ao treinamento aeróbico e suplementado com óleo de 

peixe (n=10); DHL+TA = Dieta hiperlipídica submetido ao treinamento aeróbico (n=10); DHL+TA+ W3 = Dieta 
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hiperlipidica submetido ao treinamento aeróbico e suplementado com óleo de peixe (n=10). *p<0,05 (Three-Way 

ANOVA e pós-teste de Tukey). 

 

Ao final das 12
a
 semanas de protocolo experimental (Tabela 3 e Figuras 8), foi 

observado aumento significativo no peso da gordura epididimal dos camundongos submetidos à 

DHL, comparado com os camundongos submetidos à DB. Independente de qualquer outro fator, 

o óleo de peixe teve efeito preventivo no aumento do peso da gordura epididimal nos grupos 

submetidos à DHL ou à DB e associados ou não ao TA.O TA foi capaz de prevenir o aumento do 

peso da gordura epididimal somente nos animais submetidos à DHL, não tendo nenhum efeito 

nos animais submetidos à DB. 

 

Tabela 3 - Estão demonstradas as médias e desvios padrões do peso da gordura 

epididimal após 12
a
 semanas de protocolo experimental, nos camundongos submetidos e tratados 

com dieta balanceada (DB) ou dieta hiperlipídica (DHL), controle (C), submetidos ao 

treinamento físico aeróbico (TA) e/ou à suplementação com o óleo de peixe (W3). 

 DB DHL 

C 0,41 ± 0,14 1,88 ± 0,55 

TA 0,36 ± 0,07 0,85 ± 0,39 

W3 0,40 ± 0,12 1,39 ± 0,54 

TA+W3 0,33 ± 0,15 0,57 ± 0,25 

n=10 animais por grupo 
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Figura 8 - Efeitos da suplementacão com o óleo de peixe associado ou não ao treinamento físico aeróbico em 

camundongos submetidos a dieta balanceada e hiperlipídica sobre o peso do depósito de gordura epididimal 

de camundongos C57Bl/6 ao final de 12 semanas de tratamento. Em (A) estão apresentadas as médias e os 

desvios padrão do peso da gordura epididmal (g). ANOVA: Dieta x TA x W3, p=0,827. Em (B), estão apresentadas 

as diferenças no peso da gordura epididmal nos camundongos submetidos ao protocolo de treinamento físico 

aeróbico. ANOVA: Dieta x TA, p=0,001. Em (C), estão apresentadas as diferenças entre o ganho de peso corporal 

nos camunongos suplementados ou não com o óleo de peixe. ANOVA: W3, p=0,009. DB-C= dieta balanceada 

(n=10); DB+W3 = dieta balanceada mais óleo de peixe (n=10); DHL-C = dieta hiperlipídica (n=10); DHL+W3 = 

dieta hiperlipídica mais óleo de peixe (n=10); DB+TA = Dieta balanceada mais treinamento aeróbico (n=10); 

DB+TA+W3 = Dieta balanceada, treinamento aeróbico e óleo de peixe (n=10); DHL+TA Dieta hiperlipídica mais 

treinamento aeróbico (n=10); DHL+TA+ W3 Dieta hiperlipidica, treinamento aeróbico mais óleo de peixe (n=10). 

*p<0,05 (Three-Way ANOVA e pós-teste de Tukey). 

 

Na figura 9, comportamento semelhante a gordura epididimal foi observado com relação à 

gordura retroperitoneal. Os animais submetidos à DHL hiperlipídica tiveram maior ganho de peso 

nesse depósito de gordura comparado ao grupo DB. Todos os grupos que foram submetidos ao 

protocolo de TA reduziram o peso da gordura retroperitoneal em comparação aos grupos não 

treinados, independente de qualquer outro fator.A suplementação com o óleo de peixe não foi 

capaz de prevenir o ganho de peso nos camundongos obesos comparado ao DB. 
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Tabela 4 - Estão demonstradas as médias e desvio padrão dos resultados do peso da 

gordura retroperitoneal após 12 semanas de tratamento nos camundongos submetidos a dieta 

balanceada (DB) ou a dieta hiperlipídica (DHL), controle (C), submetidos ao treinamento físico 

aeróbico (TA) e/ou a suplementação com o óleo de peixe (W3). 

 DB DHL 

C 0,21 ± 0,07 0,88 ± 0,51 

TA 0,13 ± 0,06 0,45 ± 0,21 

W3 0,20 ± 0,11 0,73 ± 0,28 

TA+W3 0,13 ± 0,09 0,29 ± 0,20 

n=10 animais por grupo 

 

 

 
Figura 9 - Efeitos da suplementacão com o óleo de peixe associado ou não ao treinamento físico aeróbico em 

camundongos submetidos a dieta balanceada e hiperlipídica sobre o peso do depósito de gordura 

retroperitoneal de camundongos C57Bl/6 ao final de 12 semanas de tratamento. Em (A) estão apresentadas as 

médias e os desvios padrão do peso da gordura retroperitoneal (g). ANOVA: Dieta x TA x W3, p=0,304. Em (B), 

estão apresentadas as diferenças no peso da gordura retroperitoneal nos camundongos submetidos ao protocolo de 

DHL. ANOVA: Dieta, p=0,001. Em (C) estão apresentadas as diferenças no peso da gordura epididmal nos 

camundongos submetidos ao protocolo de treinamento físico aeróbico. ANOVA: TA, p=0,001. DB-C= dieta 

balanceada (n=10); DB+W3 = dieta balanceada mais óleo de peixe (n=10); DHL-C = dieta hiperlipídica (n=10); 

DHL+W3 = dieta hiperlipídica mais óleo de peixe (n=10); DB+TA = Dieta balanceada mais treinamento aeróbico 

(n=10); DB+TA+W3 = Dieta balanceada, treinamento aeróbico e óleo de peixe (n=10); DHL+TA Dieta hiperlipídica 

mais treinamento aeróbico (n=10); DHL+TA+W3 Dieta hiperlipidica, treinamento aeróbico mais óleo de peixe 

(n=10). *p<0,05 (Three-Way ANOVA e pós-teste de Tukey). 
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Os resultados do peso da gordura mesentérica estão apresentados na figura 10. 

Novamente, os animais tratados com dieta hiperlipídica apresentaram peso final maior quando 

comparado ao grupo submetido à DB. O TA foi capaz de prevenir o ganho de peso nesse 

depósito nos animais submetidos à DHL quando comparados aos animais do grupo DHL 

sedentários, porém o TA não normalizou o peso aos níveis dos animais submetidos à DB. Em 

relação à suplementação com o óleo de peixe, independente de qualquer outro fator, os grupos 

submetidos à suplementação preveniram o aumento da gordura mesentérica quando comparados 

aos grupos não suplementados. 

 

Tabela 5 - Estão demonstradas as médias e desvio padrão dos resultados do peso da 

gordura mesentérica após 12 semanas de tratamento nos camundongos submetidos a dieta 

balanceada (DB) ou a dieta hiperlipídica (DHL), controle (C), submetidos ao treinamento físico 

aeróbico (TA) e/ou a suplementação com o óleo de peixe (W3). 

 DB DHL 

C 0,43 ± 0,13 0,90 ± 0,30 

TA 0,43 ± 0,07 0,61 ± 0,24 

W3 0,35 ± 0,12 0,72 ± 0,22 

TA+W3 0,41 ± 0,06 0,49 ± 0,08 

n=10 animais por grupo 
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Figura 10 - Efeitos da suplementacão com o óleo de peixe associado ou não ao treinamento físico aeróbico em 

camundongos submetidos a dieta balanceada e hiperlipídica sobre o peso do depósito de gordura mesentérica 

de camundongos C57Bl/6 ao final de 12 semanas de tratamento. Em (A) estão apresentadas as médias e os 

desvios padrão do peso da mesentérica (g). ANOVA: Dieta x TA x W3, p=0,687. Em (B), estão apresentadas as 

diferenças de peso da gordura mesentérica nos camundongos submetidos ao protocolo de treinamento físico 

aeróbico. ANOVA: Dieta x TA, p=0,001. Em (C), estão apresentadas as diferenças de peso da gordura mesentérica 

nos camunongos suplementados ou não com o óleo de peixe. ANOVA: W3, p=0,014. DB-C= dieta balanceada 

(n=10); DB+W3 = dieta balanceada mais óleo de peixe (n=10); DHL-C = dieta hiperlipídica (n=10); DHL+W3 = 

dieta hiperlipídica mais óleo de peixe (n=10); DB+TA = Dieta balanceada mais treinamento aeróbico (n=10); 

DB+TA+W3 = Dieta balanceada, treinamento aeróbico e óleo de peixe (n=10); DHL+TA Dieta hiperlipídica mais 

treinamento aeróbico (n=10); DHL+TA+W3 Dieta hiperlipidica, treinamento aeróbico mais óleo de peixe (n=10). 

*p<0,05 (Three-Way ANOVA e pós-teste de Tukey). 

 

O índice de adiposidade foi maior nos animais submetidos à DHL quando comparados 

aos animais submetidos à DB (Figura 11A). O TA reduziu o aumento no índice de adiposidade 

quando comparado aos animais não treinados tratados com DHL (Figura 11B). O óleo de peixe 

preveniu o aumento no índice de adiposidade, independente de qualquer outro fator ou grupo 

(figura 11C). Desse modo, esses resultados são sugestivos de que tanto o óleo de peixe como o 

TA são capazes de prevenir o aumento no índice de adiposidade. No entanto, não houve efeito 

sinérgico ou aditivo quando o TA foi associado à suplementação com o óleo de peixe. 

 

 

 

0.0 

0.3 

0.6 

0.9 

1.2 

1.5 

C TA W3 TA+W3 

M
es

en
té

ri
ca

 (
g
) 

DB DHL 

0.0 

0.3 

0.6 

0.9 

1.2 

1.5 

s/ W3 W3 

M
es

en
té

ri
ca

 (
g
) 

*	

0.0 

0.3 

0.6 

0.9 

1.2 

1.5 

s/ TA TA 

M
es

en
té

ri
ca

 (
g
) 

DB DHL 

*	

*	

*	

A B 

C 



56 

 

 

Tabela 6 - Estão demonstradas as médias e desvio padrão dos resultados do índice de 

adiposidade após 12 semanas de tratamento nos camundongos submetidos a dieta balanceada 

(DB) ou a dieta hiperlipídica (DHL), controle (C), submetidos ao treinamento físico aeróbico 

(TA) e/ou a suplementação com o óleo de peixe (W3). 

 DB DHL 

C 1,05 ± 0,21 3,66 ± 0,86 

TA 0,91 ± 0,15 1,90 ± 0,80 

W3 0,96 ± 0,19 2,84 ± 0,85 

TA+W3 0,87 ± 0,27 1,35 ± 0,48 

n=10 animais por grupo 

 

 

Figura 11 - Efeitos da suplementacão com o óleo de peixe associado ou não ao treinamento físico aeróbico em 

camundongos submetidos a dieta balanceada e hiperlipídica sobre o índice de adiposidade de camundongos 

C57Bl/6 ao final de 12 semanas de tratamento. Em (A) estão apresentadas as médias e os desvios padrão do Índice 

de Adiposidade (g). ANOVA: Dieta x TA x W3, p=0,825. Em (B), estão apresentadas as diferenças no índice de 

adiposidade dos camundongos submetidos ao protocolo de treinamento físico aeróbico. ANOVA: Dieta x TA, 

p=0,001. Em (C), estão apresentadas as diferenças no índice de adiposidade dos camunongos suplementados ou não 

com o óleo de peixe. ANOVA: AG-W3, p=0,003. DB-C= dieta balanceada (n=10); DB+W3 = dieta balanceada mais 

óleo de peixe (n=10); DHL-C = dieta hiperlipídica (n=10); DHL+W3 = dieta hiperlipídica mais óleo de peixe 

(n=10); DB+TA = Dieta balanceada mais treinamento aeróbico (n=10); DB+TA+W3 = Dieta balanceada, 

treinamento aeróbico e óleo de peixe (n=10); DHL+TA Dieta hiperlipídica mais treinamento aeróbico (n=10); 

DHL+TA+ W3 Dieta hiperlipidica, treinamento aeróbico mais óleo de peixe (n=10). *p<0,05 (Three-Way ANOVA e 

pós-teste de Tukey). 
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Os animais submetidos à DHL apresentaram aumento da glicemia de jejum comparado 

aos camundongos submetidos à DB (Tabela 7 e Figuras 12). O protocolo de TA foi capaz de 

normalizar os níveis glicêmicos dos animais submetidos à DHL, valores esses que ficaram 

próximos aos valores dos animais controles submetidos à DB (Figura 12B). A suplementação 

com o óleo de peixe foi capaz de prevenir o aumento na glicemia, independente de qualquer outro 

fator (Figura 12C). 

 

Tabela 7 - Estão demonstradas as médias e desvio padrão dos resultados da glicemia de 

jejum após 12 semanas de tratamento nos camundongos submetidos a dieta balanceada (DB) ou a 

dieta hiperlipídica (DHL), controle (C), submetidos ao treinamento físico aeróbico (TA) e/ou a 

suplementação com o óleo de peixe (W3). 

 DB DHL 

C 185,37 ± 12,74 225,38 ± 26,84 

TA 205,91 ± 13,51 205,22 ± 16,43 

W3 173,78 ± 28,20 208,05 ± 26,12 

TA+W3 184,14 ± 19,11 181,95 ± 18,91 

n=10 animais por grupo 
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Figura 12 - Efeitos da suplementacão com o óleo de peixe associado ou não ao treinamento físico aeróbico em 

camundongos submetidos a dieta balanceada e hiperlipídica sobre a glicemia de jejum de camundongos 

C57Bl/6 ao final de 12 semanas de tratamento. Em (A) estão apresentadas as médias e os desvios padrão da 

glicemia basal (mg/dl). ANOVA: Dieta x TA x W3, p=0,842. Em (B), estão apresentadas as diferenças de glicemia 

nos camundongos submetidos ao protocolo de treinamento físico aeróbico. ANOVA: Dieta x TA, p=0,001. Em (C), 

estão apresentadas as diferenças de glicemia nos camunongos suplementados ou não com o óleo de peixe. ANOVA: 

W3, p=0,001. DB-C= dieta balanceada (n=10); DB+W3 = dieta balanceada mais óleo de peixe (n=10); DHL-C = 

dieta hiperlipídica (n=10); DHL+W3 = dieta hiperlipídica mais óleo de peixe (n=10); DB+TA = Dieta balanceada 

mais treinamento aeróbico (n=10); DB+TA+W3 = Dieta balanceada, treinamento aeróbico e óleo de peixe (n=10); 

DHL+TA Dieta hiperlipídica mais treinamento aeróbico (n=10); DHL+TA+W3 Dieta hiperlipidica, treinamento 

aeróbico mais óleo de peixe (n=10). *p<0,05 (Three-Way ANOVA e pós-teste de Tukey). 

 

Ao final da 12
a
 semana de protocolo experimental, houve aumento significante nos níveis 

de insulina plasmáticos nos animais submetidos à DHL em relação aos animais submetidos à DB 

(Tabela 8 e Figuras 13). O TA ou a suplementação com o óleo de peixe, isoladamente, não 

foram eficientes em reduzir as concentrações de insulina plasmática nos animais obesos quando 

comparados aos animais sedentários. Por outro lado, quando os TA foram associados à  

suplementação com o óleo de peixe, no entanto, foi observado efeito preventivo no aumento nas 

concentrações plasmáticas de insulina nos animais submetidos à DHL, normalizando aos níveis 

de insulina para valores próximos dos animais tratados com DB (Figura 13). Não houve 

diferença significativa entre os animais tratados com DB submetidos ou não ao TA e/ou a 

suplementação com o óleo de peixe. 

 

Tabela 8 - Estão demonstradas as médias e desvio padrão dos resultados da insulina 

plasmática após 12 semanas de tratamento nos camundongos submetidos a dieta balanceada (DB) 

ou a dieta hiperlipídica (DHL), controle (C), submetidos ao treinamento físico aeróbico (TA) e/ou 

a suplementação com o óleo de peixe (W3). 

 DB DHL 

C 185,37 ± 12,74 225,38 ± 26,84 

TA 205,91 ± 13,51 205,22 ± 16,43 

W3 173,78 ± 28,20 208,05 ± 26,12 

TA+W3 184,14 ± 19,11 181,95 ± 18,91 

n=10 animais por grupo 
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Figura 13 - Efeitos da suplementacão com o óleo de peixe associado ou não ao treinamento físico aeróbico em 

camundongos submetidos a dieta balanceada e hiperlipídica sobre as concentrações plasmáticas de insulina  

de camundongos C57Bl/6 ao final de 12 semanas de tratamento. Estão apresentadas as médias e os desvios 

padrão da insulina (ng/ml). ANOVA, Dieta x TA x AG-W3, p=0,047. C = dieta balanceada (n=10); C+W3 = dieta 

balanceada mais óleo de peixe (n=10); DHL = dieta hiperlipídica (n=10); DHL+W3 = dieta hiperlipídica mais óleo 

de peixe (n=10); C+W3 Dieta balanceada mais óleo de peixe (n=10); C+TA Dieta balanceada mais treinamento 

aeróbico; C+TA+W3 Dieta balanceada, treinamento aeróbico e óleo de peixe (n=10); DHL+N3 Dieta hiperlipidica 

mais oleo de peixe (n=10); DHL+TA+W3 Dieta hiperlipidica, treinamento aeróbico mais óleo de peixe. *p<0,05 

(Three-Way ANOVA e pós-teste de Tukey). 

 

 

O presente protocolo experimental demonstarou que 8 semanas de tratamento com DHL 

foi capaz de elevar os níveis de glicemia e insulinemia basais. O grupo submetido à DHL+W3 

não foi capaz de diminuir a resistência à insulina, como observado pelo índice HOMA-IR. Por 

outro lado, os animais submetidos ao protocolo de TA apresentaram prevenção no aumento da 

resistência à insulina, como observado nos animais submetidos à DHL, demonstrando que o TA 

promove esse efeito independentemente da suplementação com o óleo de peixe (Tabela 8 e 

Figuras 14). 
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Tabela 9 - Estão demonstradas as médias e desvio padrão dos resultados do índice 

HOMA-IR após 12 semanas de tratamento nos camundongos submetidos a dieta balanceada 

(DB) ou a dieta hiperlipídica (DHL), controle (C), submetido ao treinamento físico aeróbico (TA) 

e/ou a suplementação com o óleo de peixe (W3). 

 DB DHL 

C 3.63 ± 0,64 9,00 ± 4,18 

TA 2,91 ± 1,24 4,82 ± 2,99 

W3 3,02 ± 1,25 7,85 ± 3,39 

TA+W3 3,08 ± 1,28 2,86 ± 1,08 

n=10 animais por grupo 

 

 

 

 

Figura 14 - Efeitos da suplementacão com o óleo de peixe associado ou não ao treinamento físico aeróbico em 

camundongos submetidos a dieta balanceada e hiperlipídica sobre o índice HOMA-IR de camundongos 

C57Bl/6 ao final de 12 semanas de tratamento. Em (A) estão apresentadas as médias e os desvios padrão do índice 

HOMA-IR. ANOVA: Dieta x TA x W3, p=0,154. Em (B), está apresentada a diferença entre o índice HOMA-IR nos 

camundongos submetidos ao protocolo de treinamento físico aeróbico. ANOVA: Dieta x TA, p=0,001. DB-C= dieta 

balanceada (n=10); DB+W3 = dieta balanceada mais óleo de peixe (n=10); DHL-C = dieta hiperlipídica (n=10); 

DHL+W3 = dieta hiperlipídica mais óleo de peixe (n=10); DB+TA = Dieta balanceada mais treinamento aeróbico 

(n=10); DB+TA+W3 = Dieta balanceada, treinamento aeróbico e óleo de peixe (n=10); DHL+TA Dieta hiperlipídica 

mais treinamento aeróbico (n=10); DHL+TA+W3 Dieta hiperlipidica, treinamento aeróbico mais óleo de peixe 

(n=10). *p<0,05 (Three-Way ANOVA e pós-teste de Tukey). 

 

 

 

 

 

0 

2 

4 

6 

8 

10 

12 

14 

C TA w3 TA+w3 

H
O

M
A

-I
R

 (
U

A
) 

DB DHL 

0 

2 

4 

6 

8 

10 

12 

14 

s/ TA TA 

H
O

M
A

-I
R

 (
U

A
) 

DB DHL 

*	
*	*	

A B 



61 

 

 

6.2 Efeitos comparativos entre os grupos submetidos ao treinamento físico aeróbico, 

suplementados ou não com o óleo de peixe, sobre o peso e área de secção transversa do 

músculo gastrocnêmio 

 

6.2.1 Peso e área de secção transversa do músculo gastrocnêmio 

 

Em relação ao peso do músculo gastrocnêmio, não foram observadas diferenças 

significativas em nenhum dos grupos estudados após 12 semanas de protocolo experimental, 

demonstrando que 8 semanas de DHL não são suficientes para promover alterações no peso total 

do músculo. No mesmo sentido, 12
a
 semanas de TA, associado ou não a suplementação com o 

óleo de peixe, não foram capazes de alterar o peso do músculo (Tabela 10 e Figura 15). 

 

Tabela 10 - Estão demonstradas as médias e desvio padrão dos resultados do peso do 

músculo gastrocnêmio após 12 semanas de tratamento nos camundongos submetidos a dieta 

balanceada (DB) ou a dieta hiperlipídica (DHL), controle (C), submetido ao treinamento físico 

aeróbico (TA) e/ou a suplementação com o óleo de peixe (W3). 

 DB DHL 

C 168,89 ± 12,30 178,17 ± 14,12 

TA 173,34 ± 13,54 177,86 ± 11,26 

W3 173,73 ±  9,59 176,14 ± 12,51 

TA+W3 170,14 ± 13,30 170,24 ± 11,16 

n=10 animais por grupo 
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Figura 15 - Efeitos da suplementacão com o óleo de peixe associado ou não ao treinamento físico aeróbico em 

camundongos submetidos a dieta balanceada e hiperlipídica sobre o peso do músculo gastrocnêmio de 

camundongos C57Bl/6 ao final de 12 semanas de tratamento. Em (A) estão apresentadas as médias e os desvios 

padrão do peso do músculo gastrocnêmio (g). ANOVA: Dieta x TA x W3, p=0,825; Dieta x W3, p=0,308; Dieta x 

TA, p=0,522; Dieta, p=0,143; W3, p=0,469; TA, p=0,629. DB-C= dieta balanceada (n=10); DB+W3 = dieta 

balanceada mais óleo de peixe (n=10); DHL-C = dieta hiperlipídica (n=10); DHL+W3 = dieta hiperlipídica mais 

óleo de peixe (n=10); DB+TA = Dieta balanceada mais treinamento aeróbico (n=10); DB+TA+W3 = Dieta 

balanceada, treinamento aeróbico e óleo de peixe (n=10); DHL+TA Dieta hiperlipídica mais treinamento aeróbico 

(n=10); DHL+TA+ W3 Dieta hiperlipidica, treinamento aeróbico mais óleo de peixe (n=10). *p<0,05 (Three-Way 

ANOVA e pós-teste de Tukey). 

 

Em relação a área de secção transversa da fibra muscular, não foram observadas 

diferenças significativas entre os grupos estudados (Tabela 11 e Figuras 16). 

 

Tabela 11 - Estão demonstradas as médias e desvio padrão dos resultados da área da 

secção transversda da fibra muscular distância total percorrida (m) após 12 semanas de 

tratamento nos camundongos submetidos a dieta balanceada (DB) ou a dieta hiperlipídica (DHL), 

controle (C), submetido ao treinamento físico aeróbico (TA) e/ou a suplementação com o óleo de 

peixe (W3). 

 DB DHL 

C 1217,38 ± 47,21 1145,78 ± 245,47 

TA 1122,21 ±  196,02 1234,01 ± 67,54 

W3 1224,89 ± 269,26 1189,03 ± 82,65 

TA+W3 1170,89 ± 98,27 1211,31 ± 62,55 

 n=4 a 5 animais por grupo 
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Figura 16 - Efeitos da suplementacão com o óleo de peixe associado ou não ao treinamento físico aeróbico em 

camundongos submetidos a dieta balanceada e hiperlipídica sobre a área de secção transversa do músculo 

gastrocnêmio de camundongos C57Bl/6 ao final de 12 semanas de tratamento. Em (A) estão apresentadas as 

médias e os desvios padrão da área de secção transversa (AST) do músculo gastrocnêmio (μm
2
). ANOVA: Dieta x 

TA x W3, p=0,646; Dieta x W3, p=0,878; Dieta x TA, p=0,271; Dieta, p=0,848; W3, p=0,742; TA, p=0,868. Em 

(B), estão apresentadas os a distribuição dos animias em cada grupo estudado. DB-C= dieta balanceada (n=4); 

DB+W3 = dieta balanceada mais óleo de peixe (n=5); DHL-C = dieta hiperlipídica (n=5); DHL+W3 = dieta 

hiperlipídica mais óleo de peixe (n=4); DB+TA = Dieta balanceada mais treinamento aeróbico (n=4); DB+TA+W3 = 

Dieta balanceada, treinamento aeróbico e óleo de peixe (n=4); DHL+TA Dieta hiperlipídica mais treinamento 

aeróbico (n=4); DHL+TA+W3 Dieta hiperlipidica, treinamento aeróbico mais óleo de peixe (n=10). *p<0,05 (Three-

Way ANOVA e pós-teste de Tukey). 

 

6.3 Efeitos comparativos entre os grupos submetidos ao treinamento físico aeróbico, 

suplementados ou não com o óleo de peixe, sobre a distância total percorrida, citrato 

sintase e expressão da proteína PGC1α no músculo gastrocnêmio 

 

6.3.1 Distância total percorrida 

 

Os resultados referentes ao desempenho aeróbico e metabolismo oxidativo estão 

apresentados na Figura 17. Apesar de não ter sido observadas diferenças na AST e no peso do 

músculo gastrocnêmio, foram observadas melhoras na distância total percorrida e na atividade da 

enzima citrato sintase dos animais submetidos a 12 semanas de treinamento físico aeróbico. 

Os animais submetidos ao protocolo de TA apresentaram aumento da distância percorrida, 

observado nos animais submetidos à DB e a DHL. Porém a suplementação com o óleo de peixe 

não apresentou esse resultado (Figura 17 e Tabela 12). 

 

Tabela 12 - Estão demonstradas as médias e desvio padrão dos resultados da distância 

total percorrida (m) após 12 semanas de tratamento nos camundongos submetidos a dieta 
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balanceada (DB) ou a dieta hiperlipídica (DHL), controle (C), submetido ao treinamento físico 

aeróbico (TA) e/ou a suplementação com o óleo de peixe (W3). 

 DB DHL 

C 0,494 ± 0,082 0,395 ± 0,091 

TA 0,818 ± 0,169 0,558 ± 0,080 

W3 0,450 ± 0,093 0,382 ± 0,075 

TA+W3 0,680 ± 0,120 0,657 ± 0,085 

        n=9-11 animais por grupo 

 

 

Figura 17 - Efeitos da suplementacão com o óleo de peixe associado ou não ao treinamento físico aeróbico em 

camundongos submetidos a dieta balanceada e hiperlipídica sobre a distância total percorrida de 

camundongos C57Bl/6 ao final de 12 semanas de tratamento. Em (A) estão apresentadas as médias e os desvios 

padrão da distância percorrida (m). ANOVA: Dieta x TA x W3, p=0,032.  DB-C= dieta balanceada (n=10); DB+W3 

= dieta balanceada mais óleo de peixe (n=9); DHL-C = dieta hiperlipídica (n=11); DHL+W3 = dieta hiperlipídica 

mais óleo de peixe (n=9); DB+TA = Dieta balanceada mais treinamento aeróbico (n=10); DB+TA+W3 = Dieta 

balanceada, treinamento aeróbico e óleo de peixe (n=11); DHL+TA = Dieta hiperlipídica mais treinamento aeróbico 

(n=10); DHL+TA+W3 = Dieta hiperlipidica, treinamento aeróbico mais óleo de peixe (n=10). *p<0,05 (ANOVA, 

Tukey). 

 

6.3.2 Atividade da enzima citrato sintase 

 

Outro parâmetro avaliado relacionado ao desempenho aeróbico foi a atividade da enzima 

citrato sintase. A citrato sintase é uma enzima-chave associada ao metabolismo oxidativo. Não 

foram observadas diferenças siginificativas nos animais submetidos à DB em relação à DHL 
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(Tabela 13 e Figura 18), sugerindo que os animais submetidos à DHL não têm prejuízo na 

atividade dessa enzima. Ao final das 12
a
 semanas de TA, todos os grupos submetidos ao 

protocolo de treinamento aumentaram a atividade da citrato sintase, independente da 

suplementação com o óleo de peixe ou da dieta utilizada. Esses resultados são sugestivos de que 

o protocolo de treinamento utilizado foi eficiente em melhorar a capacidade oxidativa do músculo 

gastrocnêmio (Figura 18B). 

 

Tabela 13 - Estão demonstradas as médias e desvio padrão dos resultados da enzima 

citrato sintase após 12 semanas de tratamento nos camundongos submetidos a dieta balanceada 

(DB) ou a dieta hiperlipídica (DHL), controle (C), submetido ao treinamento físico aeróbico (TA) 

e/ou a suplementação com o óleo de peixe (W3). 

 DB DHL 

C 0,11 ± 0,02 0,12 ± 0,03 

TA 0,13 ± 0,02 0,14 ± 0,03 

W3 0,10 ± 0,02 0,12 ± 0,02 

TA+W3 0,14 ± 0,02 0,12 ± 0,03 

                    n=7-10 animais por grupo 

 

 

 

Figura 18 - Efeitos da suplementacão com o óleo de peixe associado ou não ao treinamento físico aeróbico em 

camundongos submetidos a dieta balanceada e hiperlipídica sobre a atividade da enzima citrate sintase de 

camundongos C57Bl/6 ao final de 12 semanas de tratamento. Em (A) estão apresentadas as médias e os desvios 

padrão do enzima citrato sintase (g). ANOVA: Dieta x TA x W3, p=0,188. Em (B), estão apresentadas as diferenças 

entre na atividade da citrato sintase nos camundongos submetidos ao protocolo de treinamento físico aeróbico. 

ANOVA: Dieta x TA, p=0,001. DB-C= dieta balanceada (n=9); DB+W3 = dieta balanceada mais óleo de peixe 

(n=8); DHL-C = dieta hiperlipídica (n=9); DHL+W3 = dieta hiperlipídica mais óleo de peixe (n=10); DB+TA = 

dieta balanceada mais treinamento aeróbico (n=7); DB+TA+W3 = dieta balanceada, treinamento aeróbico e óleo de 

peixe (n=8); DHL+TA = dieta hiperlipídica mais treinamento aeróbico (n=8); DHL+TA+ W3 = dieta hiperlipidica, 

treinamento aeróbico mais óleo de peixe (n=8). *p<0,05 (ANOVA, Tukey). 
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Como podemos observar na Tabela 14 e Figuras 19A e 19B, os animais obesos 

apresentaram menor expressão da proteína PGC1α, quando comparado ao grupo submetido à DB 

ao final do protocolo experimental, independentemente do TA e da suplementação com o óleo de 

peixe. Por outro lado, 12 semanas de treinamento físico aeróbico foram suficientes para aumentar 

a expressão da PGC1α em todos os grupos treinados em comparação aos grupos de animais que 

não realizaram o treinamento aeróbico (Figura 16C). Na Figura 16D está apresentada a 

membrana corada com vermelho de Ponceau S, o qual foi utilizado para normalização dos 

resultados. 

 

6.3.3 Expressão da proteína PGC1α no músculo gastrocnêmio 

 

Tabela 14 - Estão demonstradas as médias e desvio padrão dos resultados da expressão da 

proteína PGC1α após 12 semanas de tratamento nos camundongos submetidos a dieta balanceada 

(DB) ou a dieta hiperlipídica (DHL), controle (C), submetido ao treinamento físico aeróbico (TA) 

e/ou a suplementação com o óleo de peixe (W3) 

 DB DHL 

C 100 ± 8,89 95,41 ± 20,16 

TA 195 ± 50,97 131,88 ± 21,79 

W3 108 ± 25,25 77,26 ± 24,36 

TA+W3 174 ± 53,61 107,31 ± 8,91 

         n=6 animais por grupo 
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Figura 19 - Efeitos da suplementacão com o óleo de peixe associado ou não ao treinamento físico aeróbico em 

camundongos submetidos a dieta balanceada e hiperlipídica sobre a expressão proteica da PGC1α de 

camundongos C57Bl/6 ao final de 12 semanas de tratamento. Em (A) estão apresentadas as médias e os desvios 

padrão da proteína PGC1α. ANOVA: Dieta x TA x W3, p=0,410. Em (B), estão apresentadas as diferenças na 

expressão da proteína PGC1α nos camundongos submetidos a dieta, p=0,001. DB-C= dieta balanceada (n=6); 

DB+W3 = dieta balanceada mais óleo de peixe (n=6); DHL C = dieta hiperlipídica (n=6); DHL+W3 = dieta 

hiperlipídica mais óleo de peixe (n=6); DB+TA = dieta balanceada mais treinamento aeróbico (n=6); DB+TA+W3 = 

dieta balanceada, treinamento aeróbico e óleo de peixe (n=6); DHL+TA = dieta hiperlipídica mais treinamento 

aeróbico (n=6); DHL+TA+ W3 = dieta hiperlipidica, treinamento aeróbico mais óleo de peixe (n=6). *p<0,05 

(Three-Way ANOVA e pós-teste de Tukey). 

 

 

6.4 Efeitos comparativos entre os grupos submetidos ao treinamento físico aeróbico, 

suplementados ou não com o óleo de peixe, sobre as proteínas da via de síntese proteica  

no músculo gastrocnêmio 

 

6.4.1 Expressão da proteína Akt fosforilada e total (razão) 

 

Para dar início à avaliação das vias relacionadas ao processo de síntese proteica no 

músculo esquelético, foi determinada a expressão de algumas proteínas-chave no processo de 

síntese. A primeira proteína avaliada foi a Akt (Figuras 20). Para isso, foi mensurada a razão da 
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proteína fosforilada pela proteína total da Akt, para determinar a sua expressão. Nos animais 

sedentários submetidos à DHL, independente da suplementação com AG-W3, houve redução de 

35,9% versus os animais submetidos à DB dos grupos sedentários, sugerindo que 8 semanas de 

DHL é capaz de reduzir a ativação dessa proteína nos animais obesos. Também houve redução na 

expressão da Akt nos animais tratados com a DB submetidos ao protocolo de treinamento físico, 

suplementados ou não com o AG-W3, em relação ao grupo controle tratado com a DB. Não 

foram observadas diferenças entre os animais submetidos à DHL em nenhum dos grupos 

estudados. 

 

 

Figura 20 - Efeitos da suplementacão com o óleo de peixe associado ou não ao treinamento físico aeróbico em 

camundongos submetidos a dieta balanceada e hiperlipídica sobre a razão fosforilada pela total da proteína 

Akt de camundongos C57Bl/6 ao final de 12 semanas de tratamento. Em (A) estão apresentadas as médias e os 

desvios padrão da razão da proteína Akt. ANOVA: Dieta x TA x W3, p=0,319. Em (B), está apresentada a diferenças 

da razão da proteína Akt nos camundongos DB e DHL submetidos ao protocolo de treinamento físico aeróbico. 

ANOVA: Dieta x TA, p=0,016. DB-C= dieta balanceada (n=6); DB+W3 = dieta balanceada mais óleo de peixe 

(n=6); DHL-C = dieta hiperlipídica (n=6); DHL+W3 = dieta hiperlipídica mais óleo de peixe (n=6); DB+TA = dieta 

balanceada mais treinamento aeróbico (n=6); DB+TA+W3 = dieta balanceada, treinamento aeróbico e óleo de peixe 

(n=6); DHL+TA = dieta hiperlipídica mais treinamento aeróbico (n=6); DHL+TA+ W3 = dieta hiperlipidica, 

treinamento aeróbico mais óleo de peixe (n=6). *p<0,05 (Three-Way ANOVA e pós-teste de Tukey). 
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6.4.2 Expressão da proteína S6k fosforilada e total (razão) 

 

Também foi avaliada a proteína ribossomal S6k (P70S6k). O comportamento da proteína 

S6k foi semelhante aos resultados encontrados com a Akt. Nos animais treinados, submetidos à 

DB, houve redução de 45,2%, na expressão da S6k, independente da suplementação com óleo de 

peixe, quando comparado com os animais do grupo DB sedentário. Não foram observadas 

diferenças significativas em nenhum dos grupos dos animais submetidos à DHL, sugerindo que 8 

semanas de tratamento com DHL não foi capaz de induzir a resistência anabólica. (Figuras 21). 

 

 

 

Figura 21 - Efeitos da suplementacão com o óleo de peixe associado ou não ao treinamento físico aeróbico em 

camundongos submetidos a dieta balanceada e hiperlipídica sobre a razão fosforilada pela total da proteína 

S6k de camundongos C57Bl/6 ao final de 12 semanas de tratamento. Em (A) estão apresentadas as médias e os 

desvios padrão na razão da proteína S6k. ANOVA: Dieta x TA x W3, p=0,763. Em (B), estão apresentadas as 

diferenças na razões da proteína S6k nos camundongos DB e DHL submetidos ao protocolo de treinamento físico 

aeróbico. ANOVA: Dieta x TA, p=0,006. DB-C= dieta balanceada (n=6); DB+W3 = dieta balanceada mais óleo de 

peixe (n=6); DHL-C = dieta hiperlipídica (n=6); DHL+W3 = dieta hiperlipídica mais óleo de peixe (n=6); DB+TA = 

dieta balanceada mais treinamento aeróbico (n=6); DB+TA+W3 = dieta balanceada, treinamento aeróbico e óleo de 

peixe (n=6); DHL+TA = dieta hiperlipídica mais treinamento aeróbico (n=6); DHL+TA+ W3 Dieta hiperlipidica, 

treinamento aeróbico mais óleo de peixe (n=6). *p<0,05 (Three-Way ANOVA e pós-teste de Tukey).  
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6.4.3 Expressão da proteína GSk3β fosforilada e total (razão) 

 

 

A proteína GSk3β é inibida pela proteína Akt e, por esse motivo, também foi avaliada no 

presente estudo. Como observado na figura 20, não foram obeservadas diferenças significativas 

na razão da proteína fosforilada pela proteína total em nenhum dos grupos submetidos à DB. Por 

outro lado, nos animais submetidos à DHL, hove diferença significativa entre o grupo sedentário 

(DHL-C) versus o grupo suplementado com o óleo de peixe (DHL-W3). Também foram 

observadas diferenças significativas entre os grupos submetidos à DHL e DB, suplementados 

com o AG-W3 e submetidos ao TA (Figuras 22). 

 

 

 

Figura 22 - Efeitos da suplementacão com o óleo de peixe associado ou não ao treinamento físico aeróbico em 

camundongos submetidos a dieta balanceada e hiperlipídica sobre a razão fosforilada pela total da proteína 

GSk3β de camundongos C57Bl/6 ao final de 12 semanas de tratamento. ANOVA: Dieta x TA x W3, p=0,027. 

DB-C= dieta balanceada (n=6); DB+W3 = dieta balanceada mais óleo de peixe (n=6); DHL-C = dieta hiperlipídica 

(n=6); DHL+W3 = dieta hiperlipídica mais óleo de peixe (n=6); DB+TA = dieta balanceada mais treinamento 

aeróbico (n=6); DB+TA+W3 = dieta balanceada, treinamento aeróbico e óleo de peixe (n=6); DHL+TA = dieta 

hiperlipídica mais treinamento aeróbico (n=6); DHL+TA+W3 = dieta hiperlipidica, treinamento aeróbico mais óleo 

de peixe (n=6). *p<0,05 (Three-Way ANOVA e pós-teste de Tukey). 
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6.4.4 Expressão da proteína 4EBP1 fosforilada e total (razão) 

 

 

Outro possível alvo avaliado no presente projeto foi a expressão da proteína 4EBP1. A 

proteína 4EBP1 é ligada fisicamente ao fator de iniciação da tradução em eucariótico (eIF4E), o 

qual impede o processo de síntese proteica. Quando fosforilada pela proteína Akt, a proteína 

4EBP1 deixa de se ligar a proteína eIF4E, liberando a mesma para dar inicio ao processo de 

síntese proteica.  Não foi empregada análise estatística para esse paramêtro devido a falta de 

homogeneidade de variâncias.  

 

 

 

Figura 23 - Efeitos da suplementacão com o óleo de peixe associado ou não ao treinamento físico aeróbico em 

camundongos submetidos a dieta balanceada e hiperlipídica sobre a razão fosforilada pela total da proteína 

4EBP1 de camundongos C57Bl/6 ao final de 12 semanas de tratamento. Em (A) estão apresentadas as médias e 

os desvios na razão da proteína 4EBP1. DB-C= dieta balanceada (n=6); DB+ω3 = dieta balanceada mais óleo de 

peixe (n=6); DHL-C = dieta hiperlipídica (n=6); DHL+ω3 = dieta hiperlipídica mais óleo de peixe (n=6); DB+TA = 

Dieta balanceada mais treinamento aeróbico (n=6); DB+TA+ω3 = Dieta balanceada, treinamento aeróbico e óleo de 

peixe (n=6); DHL+TA Dieta hiperlipídica mais treinamento aeróbico (n=6); DHL+TA+ ω3 Dieta hiperlipidica, 

treinamento aeróbico mais óleo de peixe (n=6). 
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6.5 Efeitos comparativos entre os grupos submetidos ao treinamento físico aeróbico, 

suplementados ou não com o óleo de peixe, sobre as proteínas da via de degradação 

proteica no músculo gastrocnêmio 

 

6.5.1 Expressão da proteína MuRF1 e MAFbx 

 

As enzimas E3 ligases MuRF1 e MAFbx são uma classe de ubiquitina ligases 

determinante para o processo de degradação proteica. Para tanto, sua expressão foi avaliada no 

presente projeto para observar um possível efeito modulador da dieta, treino e suplementação. 

Não foram observadas diferenças significativas em nenhum dos grupos estudados, como 

demonstrado na figura 24A. 

 

 

 

Figura 24 - Efeitos da suplementacão com o óleo de peixe associado ou não ao treinamento físico aeróbico em 

camundongos submetidos a dieta balanceada e hiperlipídica sobre a expressão da proteína MuRF1 de 

camundongos C57Bl/6 ao final de 12 semanas de tratamento. Em (A) estão apresentadas as médias e os desvios 

padrão na expressão da proteína MuRF1. ANOVA: Dieta x TA x W3, p=0,797, Dieta x TA, p=0,579; Dieta x W3, 

p=0,648; Dieta, p=0,939; TA, p=0,513; W3, p=0,483. Em (B), esta representado o Ponceau, o qual foi utilizado para 

normalizar a proteína. DB-C= dieta balanceada (n=6); DB+W3 = dieta balanceada mais óleo de peixe (n=6); DHL-C 

= dieta hiperlipídica (n=6); DHL+W3 = dieta hiperlipídica mais óleo de peixe (n=6); DB+TA = dieta balanceada 

mais treinamento aeróbico (n=6); DB+TA+W3 = dieta balanceada, treinamento aeróbico e óleo de peixe (n=6); 

DHL+TA = dieta hiperlipídica mais treinamento aeróbico (n=6); DHL+TA+W3 = dieta hiperlipidica, treinamento 

aeróbico mais óleo de peixe (n=6). *p<0,05 (Three-Way ANOVA e pós-teste de Tukey). 
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Não foram observadas diferenças significativas em nenhum dos animais dos grupos 

submetidos a DHL (Figura 25). 

 

 

Figura 25 - Efeitos da suplementacão com o óleo de peixe associado ou não ao treinamento físico aeróbico em 

camundongos submetidos a dieta balanceada e hiperlipídica sobre a sobre a expressão da proteína MAFbx de 

camundongos C57Bl/6 ao final de 12 semanas de tratamento. Em (A) estão apresentadas as médias e os desvios 

padrão na expressão da proteína MAFbx. ANOVA: Dieta x TA x W3, p=0,532. Em (B), estão apresentadas as 

diferenças entre na expressão da proteína MAFbx nos camunongos suplementados ou não com o óleo de peixe. 

ANOVA: Dieta x W3, p=0,018. Em (C), estão apresentadas as diferenças na expressão da proteína MAFbx nos 

camundongos submetidos ao protocolo de treinamento físico aeróbico. ANOVA: Dieta x TA, p=0,001. DB-C= dieta 

balanceada (n=6); DB+W3 = dieta balanceada mais óleo de peixe (n=6); DHL-C = dieta hiperlipídica (n=6); 

DHL+W3 = dieta hiperlipídica mais óleo de peixe (n=6); DB+TA = dieta balanceada mais treinamento aeróbico 

(n=6); DB+TA+W3 = dieta balanceada, treinamento aeróbico e óleo de peixe (n=6); DHL+TA = dieta hiperlipídica 

mais treinamento aeróbico (n=6); DHL+TA+ W3 = dieta hiperlipidica, treinamento aeróbico mais óleo de peixe 

(n=6). * p<0,05 (Three-Way ANOVA e pós-teste de Tukey). 
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6.5.2 Atividade do Sistema ubiquitina Proteassoma na porção β5 

 

 Avaliando a atividade do sistema ubiquitina proteassoma na porção β5, o qual é um dos 

principais sistemas de degradação proteica no músculo esquelético, não foram observadas 

nenhuma diferença significativa em nenhm dos animiais submetidos ou não a DHL (Figura 26). 

 

 

Figura 26 - Efeitos da suplementacão com o óleo de peixe associado ou não ao treinamento físico aeróbico em 

camundongos submetidos a dieta balanceada e hiperlipídica sobre a atividade do proteassoma na porção β5 

de camundongos C57Bl/6 ao final de 12 semanas de tratamento. Em (A) estão apresentadas as médias e os 

desvios padrão da atividade do proteassoma na porção β5. ANOVA: Dieta x TA x W3, p=0,245, Dieta x TA, 

p=0,140; Dieta x W3, p=0,496; Dieta, p=0,427; TA, p=0,520; W3, p=0,545. DB-C= dieta balanceada (n=6); DB+W3 

= dieta balanceada mais óleo de peixe (n=6); DHL-C = dieta hiperlipídica (n=6); DHL+W3 = dieta hiperlipídica 

mais óleo de peixe (n=6); DB+TA = dieta balanceada mais treinamento aeróbico (n=6); DB+TA+W3 = dieta 

balanceada, treinamento aeróbico e óleo de peixe (n=6); DHL+TA = dieta hiperlipídica mais treinamento aeróbico 

(n=6); DHL+TA+W3 = dieta hiperlipidica, treinamento aeróbico mais óleo de peixe (n=6). *p<0,05 (Three-Way 

ANOVA e pós-teste de Tukey). 
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 Alguns trabalhos têm demonstrado que o sistema de autofagia contribui para as alterações 

músculo esqueléticas encontradas na obesidade. Outro importante sítio de degradação no 

músculo também foi avaliado (Figura 27). Para tanto, foi a atividade da catepsinal L foi avaliada. 

Nos animais obesos sedentários, houve uma redução na atividade da catepsina L em relação aos 

animais DB sedentários. Porém, não foram observadas diferenção nos outros grupos estudados. 

 

 

 

 

Figura 27 - Efeitos da suplementacão com o óleo de peixe associado ou não ao treinamento físico aeróbico em 

camundongos submetidos a dieta balanceada e hiperlipídica sobre a atividade da catepsina L de camundongos 

C57Bl/6 ao final de 12 semanas de tratamento. Em (A) estão apresentadas as médias e os desvios padrão na 

atividade da catepsina L. ANOVA: Dieta x TA x W3, p=0,058. Em (B), está apresentada a atividade da catepsina L 

nos camunongos DB e DHL, ANOVA: Dieta, p=0,012. DB-C= dieta balanceada (n=6); DB+W3 = dieta balanceada 

mais óleo de peixe (n=6); DHL-C = dieta hiperlipídica (n=6); DHL+W3 = dieta hiperlipídica mais óleo de peixe 

(n=6); DB+TA = dieta balanceada mais treinamento aeróbico (n=6); DB+TA+W3 = dieta balanceada, treinamento 

aeróbico e óleo de peixe (n=6); DHL+TA = dieta hiperlipídica mais treinamento aeróbico (n=6); DHL+TA+W3 = 

dieta hiperlipidica, treinamento aeróbico mais óleo de peixe (n=6). *p<0,05 (Three-Way ANOVA e pós-teste de 

Tukey).  
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6.6 Efeitos comparativos entre os grupos submetidos ao treinamento físico aeróbico, 

suplementados ou não com o óleo de peixe, sobre as proteínas de estresse de retículo 

endoplasmático no músculo gastrocnêmio 

 

6.6.1 Expressão das proteínas BiP, PDI e CHOP 

 

Uma das hipóteses do presente trabalho seria que, nos grupos tratados com DHL e 

submetidos ao protocolo de treinamento aeróbico, haveria aumento nos marcadores de estresse de 

retículo endoplasmático. Para investigar essa possibilidade, determinamos a expressão proteica 

de algumas proteínas-chave envolvidas no estresse de retículo. Uma das proteínas avaliadas foi o 

BiP (Figuras 28). Após 12 semanas de intervenção, houve redução na expressão dessa proteína 

no grupo treinado submetido à DHL em relação ao seu respective grupo controle tratado com 

DHL (78.51±10.17) em relação ao seu respective grupo controle DHL (113.88±20.59) e ao DB 

treinado (120.78±18.50). Também houve diferença no grupo tratado com DHL, treinado e 

suplementado com o óleo de peixe (87.42±10.42), em relação ao DB treinado e suplementado 

(123.96±19.91). Os valores da presente proteína, não foram alterados em nenhum dos grupos 

submetidos à DB.  

 

 

Figura 28 - Efeitos da suplementacão com o óleo de peixe associado ou não ao treinamento físico aeróbico em 

camundongos submetidos a dieta balanceada e hiperlipídica sobre a expressão da proteína BiP de 

camundongos C57Bl/6 ao final de 12 semanas de tratamento. Em (A) estão apresentadas as médias e os desvios 

padrão na expressão da proteína BiP. ANOVA: Dieta x TA x AG-N3, p=0,028. Em (B), está a imagem da proteína 

total que foi utilizada para a normalização da proteína BiP. DB-C= dieta balanceada (n=6); DB+W3 = dieta 

balanceada mais óleo de peixe (n=6); DHL-C = dieta hiperlipídica (n=6); DHL+W3 = dieta hiperlipídica mais óleo 

de peixe (n=6); DB+TA = dieta balanceada mais treinamento aeróbico (n=6); DB+TA+W3 = dieta balanceada, 
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treinamento aeróbico e óleo de peixe (n=6); DHL+TA = dieta hiperlipídica mais treinamento aeróbico (n=6); 

DHL+TA+W3 = dieta hiperlipidica, treinamento aeróbico mais óleo de peixe (n=6). *p<0,05 (Three-Way ANOVA e 

pós-teste de Tukey). 

 

Para dar continuidade, a proteína PDI, outro marcador do estresse de retículo, foi avaliada. 

Seguidas as 12 semanas de protocol experimental, a expressão da PDI foi maior nos os grupos 

DB submetidos ao protocolo de treinamento aeróbico em relação ao seu controle DB (Figuras 

29). A expressão da PDI não foi alterada nos grupos submetidos à DHL.  

 

 

Figura 29 - Efeitos da suplementacão com o óleo de peixe associado ou não ao treinamento físico aeróbico em 

camundongos submetidos a dieta balanceada e hiperlipídica sobre a expressão da proteína PDI de 

camundongos C57Bl/6 ao final de 12 semanas de tratamento. Em (A) estão apresentadas as médias e os desvios 

padrão na expressão da proteína PDI. ANOVA: Dieta x TA x AG-N3, p=0,619. Em (B), estão apresentadas as 

diferenças na expressão da proteína PDI nos camundongos submetidos ao protocolo de treinamento físico aeróbico. 

ANOVA: Dieta x TA, p=0,009. DB-C= dieta balanceada (n=6); DB+W3 = dieta balanceada mais óleo de peixe 

(n=6); DHL-C = dieta hiperlipídica (n=6); DHL+W3 = dieta hiperlipídica mais óleo de peixe (n=6); DB+TA = dieta 

balanceada mais treinamento aeróbico (n=6); DB+TA+W3 = dieta balanceada, treinamento aeróbico e óleo de peixe 

(n=6); DHL+TA = dieta hiperlipídica mais treinamento aeróbico (n=6); DHL+TA+W3 = dieta hiperlipidica, 

treinamento aeróbico mais óleo de peixe (n=6). *p<0,05 (Three-Way ANOVA e pós-teste de Tukey). 
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A última proteína avaliada relacionada ao estresse de retículo, foi a proteína CHOP. Não 

foram observadas diferenças significativas na expressão da CHOP em nenhum dos grupos 

estudados após as 12 semanas de protocol experimental (Figuras 30). Na figura 30B, está a 

imagem representativa da membrana de nitrocelulose corada com o Vermelho de Ponceau S, o 

qual foi utilizado para a normalização dos resultados. 

 

 

Figura 30 - Efeitos da suplementacão com o óleo de peixe associado ou não ao treinamento físico aeróbico em 

camundongos submetidos a dieta balanceada e hiperlipídica sobre a expressão da proteína CHOP de 

camundongos C57Bl/6 ao final de 12 semanas de tratamento. CHOP. ANOVA: Dieta x TA x W3, p=0,342, Dieta 

x TA, p=0,875; Dieta x W3, p=0,129, Dieta, p=0,087; TA, p=0,356; W3, p=0,308. DB-C= dieta balanceada (n=6); 

DB+W3 = dieta balanceada mais óleo de peixe (n=6); DHL-C = dieta hiperlipídica (n=6); DHL+W3 = dieta 

hiperlipídica mais óleo de peixe (n=6); DB+TA = dieta balanceada mais treinamento aeróbico (n=6); DB+TA+W3 = 

dieta balanceada, treinamento aeróbico e óleo de peixe (n=6); DHL+TA = dieta hiperlipídica mais treinamento 

aeróbico (n=6); DHL+TA+W3 = dieta hiperlipidica, treinamento aeróbico mais óleo de peixe (n=6). *p<0,05 (Three-

Way ANOVA e pós-teste de Tukey). 
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7 DISCUSSÃO 

 

Diversos fatores estão associados com o aumento na incidência do sobrepeso e obesidade 

no mundo, dentre os fatores mais comuns estão o baixo nível de atividade física e o aumento no 

consumo de alimentos calóricos, ricos principalmente em gorduras e carboidratos (DONNELLY 

et al., 2009; MASI et al., 2012). As dietas hipercalóricas e hiperlipídicas têm sido utilizadas como 

modelos de indução de obesidade, mimetizando as condições encontradas nos humanos 

(CATTA-PRETA et al., 2012; HARIRI; THIBAULT, 2010). No entanto, somente o aumento na 

ingestão de lipídeos não explica o desenvolvimento da obesidade per se. Alguns trabalhos têm 

demonstrado que a quantidade de ácidos graxos saturados presentes na dieta tem papel 

fundamental para o desenvolvimento da obesidade (LOVEJOY, 2002; MOUSSAVI et al., 2008). 

O ganho de peso corporal é resultado do aumento do consumo energético associado à redução do 

gasto, favorecendo o balanço energético positivo e consequente aumento do estoque de tecido 

adiposo (DONNELLY et al., 2009; HARIRI; THIBAULT, 2010). Nesse sentido, inúmeros 

trabalhos têm demonstrado correlação positiva entre o ganho de peso corporal e o aumento da 

quantidade de lipídeos na dieta, o qual favorece o desenvolvimento da obesidade em modelos 

animais e humanos (BOURGEOIS et al., 1983; HARIRI; THIBAULT, 2010; LOVEJOY, 2002). 

De maneira geral dietas que induzem obesidade normalmente utilizam de 38-70% da quantidade 

total de energia provinda dos lipídeos e carboidratos (dieta de cafeteria) (BUETTNER et al., 

2007; HARIRI; THIBAULT, 2010). No presente estudo, o total de energia provinda dos lipídeos 

foi de 59%, sendo que 90% dos lipídeos da DHL tinha como origem a banha suína, a qual é rica 

em ácidos graxos saturados e monoinsaturados. Outros 10% dos lipídeos eram provenientes do 

óleo de soja, de forma similar a outros estudos encontrados na literatura (BUETTNER et al., 

2007; HARIRI; THIBAULT, 2010).  

No presente protocolo experimental, demonstramos que 8 semanas de DHL foram 

suficientes em promover elevações no ganho de peso coporal nos animais sedentários. Esse 

aumento foi acompanhado pela elevação de todos os depósitos de gordura (gorduras epididimal, 

retroperitoneal, mesentérica) e, consequentemente, contribuiu para o aumento no índice de 

adiposidade, glicemia e insulinemia basais e o índice HOMA-IR, nos camundongos C57BL/6J 

submetidos à DHL em relação aos camundongos submetidos à DB, sugerindo que que a DHL 

utilizada no presente estudo foi eficiente em promover resistência à insulina nos animais obesos. 
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Esses dados são consistentes com outros estudos que utilizaram a DHL com objetivo de induzir o 

ganho de peso e promover alterações nos níveis glicêmicos e de insulina (HAN et al., 1997; 

LIMA et al., 2014; SAMUEL et al., 2010).  

Diversos estudos demonstram correlação positiva entre o aumento no consumo de ácidos 

graxos polinsaturados, em especial o óleo de peixe, e redução em alguns fatores de risco 

cardiovascular, obesidade, inflamação e resistência à insulina (DELARUE et al., 2004; 

HAINAULT et al., 1993; LEE et al., 2008). No presente estudo, a suplementação com o óleo de 

peixe (2 g/kg, 3 vezes por semana, durante 12 semanas) foi capaz de prevenir algumas alterações 

induzidas pela DHL, tais como: o ganho de peso corporal, depósitos de gordura, índice de 

adiposidade e glicemia quando comparado aos animais submetidos à DHL não suplementados. 

Porém, apesar de reduzir o ganho de peso corporal, os aninais tratados com DHL e 

suplementados com AG-W3 não conseguiram reestabelecer os valores normais do peso corporal, 

depósitos de gorduras (epididimal, retroperitoneal e mesentérica) e índice de adiposidade em 

relação ao seu respectivo grupo controle (animais tratadso com DB e suplementados com AG-

W3). Esses dados corroboram outros estudos que utilizaram o óleo de peixe em animais 

submetidos à DHL (HAINAULT et al., 1993; SAMANE et al., 2009). Os possíveis mecanismos 

envolvidos na redução da gordura corporal com a suplementação com o ômrga 3 ainda não estão 

completamente esclarecidos. No entanto, alguns autores sugerem que esse efeito está associado 

com o aumento na taxa da beta-oxidação nos animais submetidos à suplementção de AG-W3, 

diminuindo a síntese de triglicerídeos a partir dos ácidos graxos livres, tendo como consequência 

a redução da quantidade de lipídeos intramiocelular (LOMBARDO; CHICCO, 2006; SAMUEL 

et al., 2010). Além disso, outros trabalhos têm demonstrado que a suplementação com o AG-W3 

está envolvida no aumento na expressão de genes relacionados à melhora da função enzimática e 

mitocondrial (LOMBARDO; CHICCO, 2006). Ainda, outros autores sugerem possível efeito na 

supressão do apetite, contribuindo para os efeitos benéficos na saúde observados com a 

suplementação com AG-W3 (PARRA et al., 2008). 

Os resultados encontrados são similares aos observados em outros estudos, os quais 

avaliaram os efeitos da suplementação do óleo de peixe na prevenção do ganho de peso corporal 

(HAINAULT et al., 1993; RUZICKOVA et al., 2004). Lemieux et al. (2015) (LEMIEUX et al., 

2015) demonstraram, em camunondongos C57Bl6 que receberam DHL durante 11 semanas (45% 

do total de energia provinda da gordura), que essa dieta foi capaz de aumentar o peso corporal, 
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adiposidade, diâmetro do adipócito e a infiltração de macrófagos no tecido adiposo. Nesse 

mesmo estudo, após 6 semanas de DHL, um subgrupo recebeu a DHL rica em EPA (45% do total 

de energia provinda da gordura + 36 g/kg de EPA, DHL+EPA), por mais 5 semanas (totalizando 

11 semanas). Foi observado que a DHL rica em AG-W3 foi capaz de prevenir o ganho de peso, 

aumento da adiposidade, diâmetro do adipócito e a infiltração de macrófagos no tecido adiposo. 

Em parte, esses efeitos benéficos do EPA foram associados ao aumento no consumo de oxigênio 

e redução de alguns genes envolvidos com lipogênese/adipogênese nesses animias (LEMIEUX et 

al., 2015). 

Como já mencionado, os animias submetidos à DHL tiveram aumento na glicemia e 

insulina basais em relação aos animias submetidos à DB. De fato, diversos trabalhos têm 

demonstrado que, nas fases iniciais da obesidade, há aumento na secreção de insulina pelo 

pâncreas, com o objetivo de compensar o aumento da resistência à insulina. A princípio, esse 

efeito tem caráter benéfico, uma vez que esse aumento está relacionado com a normalização dos 

níveis glicêmicos. Por outro lado, o efeito crônico dessa hiperinsulinemia, pode levar à falência 

das células beta do pâncreas, tendo como consequência a redução da secreção de insulina pelo 

pâncreas, culminando com o aumento na glicemia plasmática, o qual caracteriza o quadro de 

DM2 (DEFRONZO; ABDUL-GHANI, 2011; DONNELLY et al., 2009; HIRABARA et al., 

2010). Em contrapartida, os animais obesos suplementados com o óleo de peixe foram 

prevenidos contra o aumento na glicemia, normalizando essa variável em relação aos animais 

tratados com DB. Outros estudos utilizando a suplementação com o óleo de peixe em animais 

obesos têm encontrado resultados similares aos aobservados no presente trabalho. Assim, o efeito 

preventivo observado nos animais submetidos à DHL e suplementados com o óleo de peixe são 

parcialmente explicados, em parte, pela redução na depleção e expressão do transportador de 

glicose 4 (GLUT4) no tecido adiposo e músculo esquelético, na redução da enzima glicose-6-

fosfato no fígado, a qual contribui para a redução na síntese de glicose e no conteúdo de lipídeos 

intramiocelulares (DELARUE et al., 2004). Em relação aos resultados no índice HOMA-IR, não 

foram observadas diferenças significativas nos animais obesos suplementados com o óleo de 

peixe. Os resultados encontrados no HOMA-IR são opostos aos observados em outros estudos 

utilizando animais obesos suplementados com o óleo de peixe, os quais demonstraram efeito 

preventivo no aumento da resistência à insulina (DELARUE et al., 2004; STORLIEN et al., 

1997). No entanto, outros estudos utilizando o óleo de peixe em modelos submetidos à DHL não 
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observaram reducões significativas na resistência à insulina (HIRABARA et al., 2010; ROCHE, 

2005). Esses efeitos contraditórios do óleo de peixe em relação à resistência à insulina ainda 

permanecem por ser elucidados. 

Já está bem estabelecido que o treinamento aeróbico moderado reduz o ganho de peso e 

inflamação, melhora a tolerância à glicose e a sensibilidade à insulina, tanto em modelos 

humanos (GLEESON et al., 2011) quanto em modelos animais (AMARAL et al., 2014; PEREZ-

MATUTE et al., 2007). De fato, o treinamento físico aeróbico é uma terapia não farmacológica 

fundamental que tem sido usado na prevenção e tratamento de diversas doenças e fatores de 

riscos (DONNELLY et al., 2009; GLEESON et al., 2011). No presente estudo, foi demonstrado 

que animais obesos submetidos a 12 semanas de protocolo de treinamento aeróbico tiveram 

menor ganho de peso corporal e depósitos de gorduras (epididimal, retroperitoneal e 

mesentérica), os quais contribuíram para a redução do índice de adiposidade, apesar do consumo 

contínuo da DHL. Além do efeito protetor no ganho de peso, o TA foi capaz de normalizar a 

glicemia basal nos animais obesos, independente da suplementação do óleo de peixe. Isso 

demonstra que o TA, per se, promove redução no ganho de peso, independente da suplementação 

de óleo de peixe. Esses resultados foram também observados em outros trabalhos que utilizaram 

o treinamento físico aeróbico em animais submetidos a DHL (GLEESON et al., 2011; JEONG et 

al., 2015). Nesse sentido, Jeong et al. (JEONG et al., 2015) demonstraram que 12 semanas de 

DHL (45% de lipídios), em camundongos C57BL/6J com idade inicial de 4 semanas, foram 

suficientes para induzir obesidade ao final do protocolo experimental. Por outro lado, os animais 

obesos submetidos ao protocolo de treinamento físico aeróbico, realizado 5 vezes por semana, 

30-60 min/dia, com velocidade de 20-22 m/min por 12 semanas, foi capaz de prevenir o ganho de 

peso nos animais submetidos à DHL, sugerindo o efeito protetor do treinamento físico no ganho 

de peso corporal. O principal mecanismo para esse efeito ainda não está bem estabelecido. 

Porém, diversos trabalhos têm demonstrado que a prática regular de treinamento físico aeróbico 

estimula a biogênese mitocondrial, consumo de oxigênio, capilarização (angiogênese), conteúdo 

de triglicerídeos intramiocelulares (TIM) eestoques de glicogênio, o que por sua vez contribui 

para a mudança no substrato utilizado, poupando glicogênio e oxidando mais lipídeos, 

contribuindo para a redução do peso corporal (DONNELLY et al., 2009; HAWLEY et al., 2014; 

STANFORD; GOODYEAR, 2014).  
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Os animais submetidos ao protocolo de treinamento aeróbico demonstraram uma melhora 

no desempenho após ao término do protocolo experimental de 12 semanas de treinamento, como 

observado pelo aumento na distância total percorrida (m). De fato, outros trabalhos que 

utilizaram o treinamento em animais obesos demonstram resultados similares na melhora do 

desempenho (DELDICQUE et al., 2013). Outro ponto importante que deve ser ressaltado é que o 

treinamento aeróbico melhorou o desempenho em todos os grupos, independente da dieta e da 

suplementação com o óleo de peixe. A melhora do desempenho observado nos animais treinados 

foi associada ao aumento na atividade da enzima citrato sintase e da proteína PGC1α, independe 

da dieta e da suplementação como AG-W3. Por outro lado, houve uma redução na expressão da 

proteína PGC1α nos animais sedentários submetidos à DHL. Uma possível explicação para essaa 

redução da proteína PGC1α nos animais obesos sedentários seria por conta do efeito lipotóoxico 

no múusculo esquelético, o qual não foi avaliado no presente estudo. De fato, já está bem 

estabelecido que o treinamento aeróbico é capaz de estimular a biogênese e função mitocondrial 

por aumentar a expressão da proteína PGC1α, além de aumentar a beta- oxidação, tendo como 

consequência uma mudança na preferência do substrato utilizado energética em exercícios com 

características submáximas (oxidação preferencial de mais lipídios ao invés poupa de glicose/a 

glicogênio), aumento da capilarização (angiogênese), tendo como consequência a melhora do 

desempenho aeróbico (CALVO et al., 2008; COFFEY; HAWLEY, 2007; HOLLOSZY, 1976). 

Não foram observadas diferenças significativas em nenhum dos grupos avaliados (sedentarion ou 

treinados) no presente estudado em relação ao peso e à área de secção transversa do músculo 

gastrocnêmio. Apesar de não terem sido observadas diferenças significativas nos parâmetros 

supracitados, ao final das 12 semanas de protocolo experimental, os animais dos grupos tratados 

com a DB ou DHL, submetidos ao protocolo de treinamento físico aeróbico, demonstraram uma 

melhora no desempenho aeróbico durante o teste para avaliar a distância total percorrida, 

independente da suplementação com o AG-W3. Demonstrando que, de fato, o treinamento é o 

fator que determinante dessa melhora. Porém, houve diferença nos animais tratados com DHL 

obesos submetidos ao protocolo de treinamento em relação ao seu respectivo grupo controle.  

Em relação ao efeito da dieta no músculo gastrocnêmio, não foram observadas diferenças 

significativas no peso do músculo e na área de secção transversa em nenhum dos grupos 

estudados. De fato, alguns trabalhos têm demonstrado que períodos curtos de DHL, 4 a 6 

semanas, podem aumentar o peso do músculo por conta do aumento do peso corporal nos animais 
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submetidos à DHL, o que mimetiza o aumento da sobrecarga similar ao treino de força, dessa 

maneira, contribuindo para o aumento maior da síntese proteica muscular (GUILLET et al., 2012; 

MASGRAU et al., 2012). Os animais precisam deslocar muito mais peso do que os animais 

controles e, associado com a hiperinsulinemia, isso iria contribuiria para o aumento da massa 

muscular similar ao treinamento. Por outro lado, em trabalhos com períodos mais longos de dieta 

(maiores que 14 semanas), são observadas reduções na síntese proteica, refletindo na redução da 

massa muscular esquelética, caracterizando a resistência anabólica (GUILLET et al., 2012; 

MASGRAU et al., 2012; TARDIF et al., 2014). Um dos possíveis efeitos relacionados a esse 

fenômeno seria o aumento no conteúdo de triglicerídeos intramiocelulares, consequência da 

saturação da capacidade de armazenamento de lipídios pelo tecido adiposo, tendo como 

consequência o direcionamento dos lipídios para o músculo esquelético, o que iria contribuir para 

o aumento na resistência à insulina por conta do possível efeito lipotóxico e da redução na função 

mitocondrial (MASGRAU et al., 2012; STEPHENS et al., 2015). Apesar da insulina não ser 

determinante no processo de síntese proteica, ela tem um efeito permissivo na ativação da via da 

mTOR, tendo um possível papel no desenvolvimento da resistência anabólica e 

consequentemente prejudicando o processo de síntese proteica (MASGRAU et al., 2012; 

SAVAGE et al., 2007; STEPHENS et al., 2015). Misgrau et al, avaliaram o efeito de 16 e 24 

semanas de uma dieta rica em lipídios e em sacarose (17% de proteínas, 45% de lipídios e 30% 

de carboidratos) no músculo sóleo (oxidativo) e tibial anterior (TA) (glicolítico) de ratos Wistar. 

Ao final de 16 semanas de protocolo experimental os pesquisadores observaram um aumento no 

ganho de peso corporal, massa gorda e na síntese proteica no músculo tibial anterior em relação 

aos animais que receberão a dieta padrão. Nessa primeira fase do estudo, os autores não 

observaram aumento no conteúdo de lipídeos intramiocelulares (LIM) no músculo tibial anterior. 

O objetivo da segunda parte do protocolo experimental foi comparar os efeitos de 16 versus 24 

semanas de DHL. Ao final da 24
a
 semana, foi observada estabilização no ganho de peso corporal 

e redução no peso do músculo tibial anterior, o qual foi associado à redução na taxa de síntese 

proteica. Essa redução na síntese pode ter relação com o aumento no conteúdo de LIM no 

músculo tibial anterior. Os autores sugerem que esse acúmulo de LIM pode ter contribuído para 

os efeitos deletérios da DHL, reduzindo a incorporação de aminoácidos no músculo esquelético. 

Apesar da razão fosforilada pela total da proteína Akt ter sido reduzida nos animais 

obesos sedentários e treinados, não foram observadas diferenças significatizas na razão da 
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proteína S6k. O qual sugere que a DHL não promoveu RA. Por outro lado houve uma redução na 

razão da S6k nos animais DB submetidos ao treinamento físico aeróbico, independente da 

suplementação com o AG-W3. Já está bem estabelecido que o treinamento aeróbico não tem 

como característica principal o aumento da massa muscular, por não estimular o aumento da 

síntese de miofibrilas, mas sim de mitocôndrias (BAAR, 2006; 2014; HAWLEY et al., 2014). Ao 

contrário das adaptações observadas com o treino de força, o treinamento aeróbico promove 

alterações metabólicas distintas, tais como aumento na razão da adenosina monofosfato versus 

adenosina trifosfato (AMP:ATP) e na nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD
+
:NADH), além 

do aumento nas concentrações de cálcio intracelulares e na produção de espécies reativas de 

oxigênio (BAAR, 2006; 2014; HAWLEY et al., 2014). Baar, k 2014-2006 – Coffey, 2007 – Fyfe, 

JJ - 2014). O aumento na razão AMP:ATP estimula a ligação da AMP com a proteína quinase 

ativada por AMP (AMPK). Uma vez ativada, a proteína AMPK promove efeito inibitório sobre a 

Akt. Essa inibição somente é observada quando a porção catalítica α1(AMPKα1) é ativada. 

Apesar da AMPKα1 não ter sido avaliada no presente estudo, estudos são sugestivos de que a 

expressão dessa proteína também tenha sido estimulada, uma vez que essa resposta é 

característica desse tipo de protocolo. Uma vez ativada, a AMPKα1 promove potente efeito 

inibitória na ativação da mTOR, por estimular a ativação da TSC2, que por sua vez inibe a 

proteína Rheb, limitando o processo de síntese proteica. Athertton et al. (2005) foram um dos 

primeiros grupos a demonstrarem, em animais de experimentação, que a estimulação elétrica em 

fibras isoladas, mimetizando as mesmas condições observadas no treino de força e o treino 

aeróbio (3h a 10Hz), promovem adaptações distintas. Eles demonstraram que a fibra isolada 

submetida a 6 séries de 3 segundos de repetição, a 100 Hz por 20 min, mimetizandoo treino de 

força, é capaz de ativar a via Akt/mTOR, tendo efeito insignificante na ativação das proteínas 

AMPK e PGC1α. Por outro lado, as fibras isoladas que foram submetidas ao protocolo que 

mimetizava o treino aeróbico, foram capazes de aumentar a fosforilação da proteína AMPK e 

PGC1α, porém os autores observaram efeito inibitório na via da Akt/mTOR. Os autores 

sugeriram que a AMPK e PGC1α estão envolvidas na inibição da via Akt/mTOR e isso 

determina as adaptações para cada tipo de treino. Ikoni et al. (2003) já haviam demonstrado, em 

2003, que a ativação da da AMPK promove a fosforilação e ativação da proteína responsável por 

inibir a ativação da Akt, a proteína tuberina (TSC2). A TSC2, quando ativada, tem potente efeito 

inibitório sobre a proteína Akt, levando, consequentemente, à inativação da proteína mTORC1 e 
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redução da ativação dos seus respectivos alvos, a proteína S6k e a 4EBP1, resultando na inibição 

da síntese proteica muscular (BAAR, 2014; COFFEY; HAWLEY, 2007; FYFE et al., 2014). Os 

estudos supracitados corroboram os resultados achados no presente estudo, onde foi demonstrado 

que o protocolo de 12 semanas de treinamento aeróbico, foi capaz de aumentar a expressão da 

PGC1α, como esperado. Outro possível mecanismo mediado pela AMPK é a ativação da quinase 

do fator de elongamento 2 (eIF2K). Já é bem estabelecido que o treinamento aeróbico é capaz de 

ativar a proteína quinase eIF2K. Uma vez ativada pela AMPK, a eIF2K fosforila e inativa a 

proteína eIF2, reduzindo o processo de síntese proteica (FYFE et al., 2014).  

Outra proteína que é estimulada pelo treinamento aeróbico e que pode influenciar no 

processo de síntese proteica é a deacetilase da família das sirtuinas, a SIRT1. Gosh et al. (2010) 

demonstraram que a proteína SIRT1 é estimulada quando há algum estresse metabólico, como 

observado no exercício aeróbico (Philp A. 2011). Diversos trabalhos têm demonstrado que a 

SIRT1 tem a capacidade de controlar a atividade da AMPK e PGC1α, o que estimularia a 

biogênese mitocondrial e melhoria o desempenho aeróbico (FYFE et al., 2014). A proteína 

SIRT1 também tem a capacidade de promover a ativação da TSC2, tendo como consequência a 

inibição da proteína Rheb, inativando a ativação da mTORC1 e seus potenciais alvos, a proteína 

S6k e a 4EBP1, reduzindo a síntese proteica. Apesar de não ter sido avaliada no presente estudo, 

já é bem estabelecido que o treinamento aeróbico estimula o aumento na atividade da SIRT1, 

sugerindo que a via AMPK/SIRT1 associada à PGC1α pode estar envolvida com a redução da 

síntese proteica observada nos animais submetidos ao protocolo de treinamento aeróbico. Além 

disso, a proteína AMPK também poderia estar envolvida no aumento da degradação proteica por 

ativar a proteína FOXO3a, que por sua vez, aumentaria a ativação da proteina Ulk1, estimulando 

o processo de autofagia (SANCHEZ et al., 2012).    

Em relação as vias de degradação proteica no músculo esquelético, não foram observadas 

diferenças significativas na expressão da proteina MuRF1 em nenhum dos grupos analisados. 

Porém, foram observadas diferenças na expressão da proteína MAFbx somente nos animais 

submetidos ao treinamento aeróbico da DB. De fato, já está bem estabelecido que o treinamento 

aeróbico promove o aumento nas vias de degradação (LO VERSO et al., 2014; SMILES et al., 

2015). Esse efeito contribuiria para a remoção das proteínas danificadas durante o treinamento. 

Essas proteínas, após serem degradadas em pequenos peptídieos, seriam posteriormente 

reincorporadas no músculo esquelético, contribuindo para a manutenção da massa muscular. Uma 



87 

 

 

das possibilidades para o não aumento observado na atividade do SUP seria o tempo da última 

sessão de treino até a eutanazia dos animais, uma vez que os trabalhos demonstram que há 

aumento imediamente após a sessão de treino, o que facilitaria a remoção das proteinas 

danificadas. No entanto, a atividade do SUP caiu ao longo do tempo (BAEHR et al., 2014). 

De fato, alguns estudos utilizando modelos de obesidade induzida pela DHL têm 

demonstrado aumento em alguns componentes relacionados a degradação proteica. Sishi et al. 

(2010) demonstraram que ratos submetidos a 16 semanas de dieta (65% de carboidratos, 19% de 

proteinas e 16% de gordura), desenvolveram resistência a insulina, inflamação e atrofia muscular 

esquelética quando comparado aos animais submetidos à DB. Os autores sugeriram que esse 

efeito foi mediado pelo fator de necrose tumoral alfa (TNFα), apoptose (via caspase 3) e elevação 

da ubiquitina ligase MuRF1. Além disso, os autores também observaram redução na fosforilação 

da proteina FOXO. Quando fosforilado, o FOXO move-se para fora do núcleo da célula, 

prevenindo a ativação dos genes relacionados à degradação proteica, como as E3 ligases MuRF1 

e MAFbx (BODINE, 2013). 

A grande diferença entre o trabalho supracitado com o nosso é a quantidade de 

carboidratos na dieta, que, classicamente, induz inflamação, e o tempo de tratamento longo (16 

semanas). Como já mencionado, os trabalhos que demostraram algum prejuízo na massa 

muscular esquelética utilizaram períodos longos de tratamento (maiores que 14 semanas). 

Associado ao tempo de tratamento, as dietas utlizadas nesses estudos, na sua grande maioria, 

induziram inflamação. Na dieta utilizada no presente projeto, não observamos elevações nos 

marcadores inflamatórios no músculo esquelético (dados não mostrados). A ausência de 

inflamação no músculo esquelético pode ter contribuído, em parte, para o não desenvolvimeto 

das anormalidades encontradas quando comparado a outras dietas que induzem inflamação. 

Outro componente importante da degradação proteica no músculo esquelético, o proteassoma, 

também não foi alterado após 12 semanas de protocolo experimental, em nenhum dos grupos 

estudados. Até o presente momento, não existem trabalhos avaliando a atividade do SUP em 

músculo esquelético de animais obesos. Por esse motivo, esse sistema foi avaliado no presente 

estudo. Porém, não foram observadas diferenças na atividade do proteassoma na porção β5 

dependente de ATP em nenhum dos grupos estudados. Em relação a catepsina L, houve redução 

na sua atividade somente no grupo tratado com DHL submetido ao treinamento aeróbio em 

relação ao grupo submetido à DB não treinado.  
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Outro fator que pode contribuir para os prejuizos observados no músculo esquelético 

observados em animais submetidos à DHL é o aumento do estresse de retículo endoplasmático 

(ERE). Diversos trabalhos têm demonstrado que animais obesos aumentam alguns marcadores do 

ERE, o qual contribui para a redução na síntese proteica muscular (DELDICQUE, 2013; 

DELDICQUE et al., 2010). No presente trabalho, 8 semanas de dieta não foram capazes de 

induzir o aumento de marcadores do ERE nos animais submetidos à DHL sem treinamento. 

Deldicque et al. (2010) realizaram dois protocolos experimentais para induzir obesidade em 

camunondgos C57Bl6/J. O primeiro protocolo utilizou a DHL (70% de gordura, 1% de 

carboidrato) por um período de 6 semanas. Após esse período, os autores observaram aumento 

em alguns marcadores do ERE, como as proteínas BiP, IRE1 e MBTPS2 no músculo sóleo e 

aumento da proteína ATF4 no músculo tibial. No segundo protocolo experimental, os 

pesquisadores utilizaramcomposição diferente da DHL (46% de gordura e 35% de carboidrato), 

por 20 semanas. Após esse período, foi observado aumentos no BiP, IRE1 e a porção fosforilada 

da proteina ERK, além de maior expressão das proteínas CHOP e XBP1. Além dos experimentos 

in vivo, os autores realizaram experimentos com células C2C12. Eles demonstraram que a adição 

de ácido palmitíco foi capaz de reduzir a fosforilação da proteína S6k, sugerindo menor ativação 

da mTORC1 e, consequentemente, redução da síntese proteica in vitro (DELDICQUE et al., 

2010). 

Por outro lado, os animais tratados com DHL obesos submetidos ao treinamento físico 

aeróbico, suplementados com AG-3, apresentaram redução na expressão da proteína BiP. 

Interessantemente, não foram observadas alterações na proteína CHOP em nenhum dos grupos 

estudados, tanto aqueles tratados com DB quanto com DHL. Nos animais tratados com DB, 

submetidos ao protocolo de treinamento físico aeróbico (independente da suplementação com o 

AG-W3), houve aumento na expressão proteica da PDI, em relção aos animais DB sedentários. 

Assim, Deldicque et al. (2012) demonstraram que 6 semanas de DHL foi capaz de aumentar o 

ERE e a inflamação, além de induzir obesidade. Em contrapartida, os animais tratados com DHL, 

submetidos ao protocolo de treinamento aerobico, tiveram redução nos níveis de inflamação, 

porém, não foram capazes de restaurar o ERE. Os autores sugeriram que o aumento no ERE nos 

animais obesos, submetidos ao treinamento, seria importante para estimular as adaptacões 

induzidas pelo exercício. 
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Com os resultados do presente estudo são sugestivos de que o óleo de peixe é capaz de 

prevenir parcialmente algumas alterações metabólicas induzidas pela dieta hiperlipídica e que o 

treinamento físico aeróbico, além de atenuar os parâmetros metabólicos, também melhora a 

capacidade funcional, prevenindo as complicações associadas à dieta hiperlipídica. A associação 

do óleo de peixe com o treinamento físico aeróbico promoveu efeitos similares aos observados 

nos grupos submetidos ao treinamento. Desse modo, os nossos resultados demonstram que o 

treinamento físico aeróbico foi capaz de atenuar e restaurar alguns parâmetros relacionados a 

DHL, independente da suplementação com o óleo de peixe. 
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8 CONCLUSÕES 

 

 Os resultados do presente estudo são sugestivos de que: 1) a suplementação com o óleo de 

peixe em camundongos C57BL6/J tratados com dieta hiperlipídica é eficiente em prevenir 

parcialmente alguns efeitos deletéiros relacionados à composição corporal e metabolismo; 2) o 

treinamento físico aeróbico é capaz de atenuar várias alterações induzidas pela DHL, 

independente da suplementação com o óleo de peixe, com relação ao ganho de peso, glicemia e 

insulina de jejum, índice HOMA-IR, além de melhorar a distância total percorrida, citrato sintase 

e expressão da prteina PGC1α; e 3) a associação entre treinamento físico aeróbico e a 

suplementação com óleo de peixe não potencializou os resultados observados nos animais 

treinados. Desse modo, o treinamento físico aeróbico é determinante na melhora das alterações 

deletérias induzidas pela dieta hiperlipidica. 
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