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RESUMO 

A proteína Notch1 apresenta uma importante função no metabolismo hepático, 

atuando no controle da produção de glicose e no metabolismo lipídico, impactando 

diretamente nos danos hepáticos causados pela obesidade, tornando-a um importante 

alvo de pesquisa. Por outro lado, o exercício físico tem sido sugerido como uma 

intervenção não farmacológica altamente eficaz no controle dos agravos da obesidade, 

contudo, os mecanismos atrelados ao exercício não foram totalmente desvendados. 

Sendo assim, o presente estudo tem como objetivo verificar os efeitos do exercício 

físico na modulação da proteína Notch1 no tecido hepático de camundongos obesos e 

sua contribuição no controle da lipogênese e gliconeogênese. Assim, verificou-se que 

os animais obesos, induzidos por dieta, se mostraram resistentes à insulina e 

apresentaram aumento no conteúdo proteico e na ativação de Notch1, porém o 

exercício físico foi capaz de melhorar a homeostase glicêmica, reduzir a ativação de 

Notch1 hepática, sobretudo a expressão de Presinilina-1, importante na ativação da 

Notch1. Ainda, observou-se uma redução do conteúdo proteico das proteínas 

reguladoras da gliconeogênese e da lipogênese hepática nos animais treinados em 

relação ao grupo obeso sedentário, que também tiveram aumentos na respiração 

mitocondrial quando comparados aos animais sedentários. Tais achados, foram 

confirmados por meio da inibição do complexo γ-secretase, em que se observou uma 

atenuação da tolerância ao piruvato bem como na redução da sinalização da Notch1 

no fígado de animais obesos. Paralelamente, notou-se que camundongos obesos B6.V-

Lepob/JUnib (ob/ob), apresentaram significativo aumento da ativação da Notch1 e o 

treinamento aeróbio foi capaz de reduzir o domínio clivado da Nocth1 assim como 

proteínas chaves controladas por ela. Por fim, verificou-se que a superexpressão da 

Notch1 e do NICD em células hepáticas, resultou em aumento de enzimas da 

gliconeogênese e da lipogênese, corroborando com os resultados in vivo.  Portanto, os 

resultados encontrados no estudo elucidam novos mecanismos pelo qual o exercício 

físico atua favorecendo o metabolismo hepático bem como aponta a Notch1 como um 

potencial alvo terapêutico nos danos associados a obesidade. 



Palavras-chave: Treinamento físico; obesidade; fígado; resistência à insulina; Notch1. 



ABSTRACT 
 
The Notch1 protein plays an important role in liver metabolism, acting in the control 

of glucose production and lipid metabolism, directly impacting liver damage caused 

by obesity, making it an important research target. On the other hand, the physical 

exercise has been suggested as a highly effective non-pharmacological intervention in 

the control of obesity disorders, however, the mechanisms linked to it have not been 

fully unveiled. Therefore, this study aims to verify the effects of physical exercise on 

the modulation of Notch1 protein in the liver tissue of obese mice and its contribution 

to the control of lipogenesis and gluconeogenesis. Thus, it was found that obese 

animals, diet-induced, were resistant to insulin and showed increased Notch1 protein 

content and activation, but physical exercise was able to improve the glycemic 

homeostasis, to reduce hepatic Notch1 activation, especially the expression of 

Presinilin-1, which is important in the activation of Notch1. Furthermore, it was 

observed a reduction in the protein content of the regulatory proteins of 

gluconeogenesis and hepatic lipogenesis in trained animals besides increased 

mitochondrial respiration, compared to sedentary group. Such findings were 

confirmed through inhibition of the γ-secretase complex, where an attenuation of 

tolerance to pyruvate was observed, as well as a reduction in Notch1 signaling in the 

liver of obese animals. Nevertheless, it was noted that obese B6.V-Lepob/JUnib (ob/ob) 

mice showed a significant increase in Notch1 activation and aerobic training was able 

to reduce the cleaved domain of Nocth1 as well as key proteins controlled by it. Finally, 

it was found that the overexpression of Notch1 and NICD in liver cells resulted in an 

increase in gluconeogenesis and lipogenesis enzymes, corroborating the in vivo 

results. Therefore, the results found in the study elucidate, for the first time, new 

mechanisms by which physical exercise acts to improve liver metabolism and suggests 

Notch1 as a potential therapeutic target in the damage associated with obesity. 

 

Keywords: Physical training; obesity; liver; insulin resistance; Notch1. 
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INTRODUÇÃO 

A obesidade é uma doença caracterizada por excesso de adiposidade corporal sendo 

considerada um dos maiores problemas de saúde pública mundial. No Brasil, segundo a 

organização mundial da saúde (OMS) metade da população brasileira encontra-se acima da 

massa corporal ideal (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020). Dentre os distúrbios 

metabólicos decorrentes da obesidade, destaca-se o diabetes mellitus tipo 2 (DM2) e a doença 

hepática gordurosa não alcoólica (DHGNA), tendo a resistência à insulina como a gênese para 

o desenvolvimento de tais comorbidades (GREGOR; HOTAMISLIGIL, 2011).  

A resistência à insulina resulta no aumento da lipólise promovobendo um maior 

direcionamento de ácidos graxos livres para o fígado, culminando em acúmulo de 

triacilgliceróis (TAG) no tecido hepático e mais tardiamente o desencadeamento da DHGNA 

(SAVAGE; SEMPLE, 2010). Atualmente, expecula-se que a DHGNA atinge um bilhão de 

indivíduos no mundo todo (LOOMBA; FRIEDMAN; SHULMAN, 2021). Se não controlada de 

maneira eficiente, a DHGNA pode evoluir para esteatohepatite não alcoólica, cirrose e alguns 

tipos de carcinoma hepático (KITADE et al., 2017).  A DHGNA por si pode aumentar o risco do 

desenvolvimento de outras doenças metabólicas, como doenças cardiovasculares e DM2, 

fazendo com que os pesquisadores sugerissem renomear essa doença como metabolic 

(dysfunction) associated fatty liver disease (MAFLD). Apesar disso, os mecanismos moleculares 

associados ao desenvolvimento da doença e um tratamento efetivo continuam sendo 

debatidos, uma vez que ainda não foram totalmente elucidados (LI et al., 2015). 

Além do acúmulo de gordura hepática, a resistência à insulina favorece o aumento da 

produção hepática de glicose (PHG), uma vez que a insulina é capaz de suprimir a 

gliconeogênese através da regulação da expressão gênica de enzimas chaves da PHG 

(PETERSEN; VATNER; SHULMAN, 2017). Sendo assim, a ineficiência na supressão da 

gliconeogênese exacerbada é considerada um elemento chave para a hiperglicemia observada 

em pacientes com DM2 (PETERSEN; VATNER; SHULMAN, 2017). 

Paralelamente aos efeitos da insulina, a deleção da proteína Notch mostrou-se um 
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importante alvo terapêutico, atenuando ambos os processos metabólicos (lipogênese e 

gliconeogênese) no tecido hepático de camundongos (PAJVANI et al., 2011, 2013).  As proteínas 

da família Notch são receptores transmembranas e possuem 4 isoformas (Notch 1 - 4), sendo 

que todas as isoformas possuem três domínios, um extracelular (NECD), um transmembranar 

(TM) e um domínio intracelular (NICD) (BI; KUANG, 2015). No fígado, tanto de humanos 

como animais, há a presença de todas as isoformas dos receptores Notch, no entanto, as 

isoformas 1 e 2 são predominantemente expressas no tecido hepático (CZECH, 2013). A 

ativação da Notch é constatada por meio de sua clivagem, e uma vez clivado, o domínio NICD 

aumenta a lipogênese e a gliconeogênese no fígado por meio da interação de fatores de 

transcrição presentes no núcleo celular (PAJVANI et al., 2011, 2013 BI; KUANG, 2015). Esses 

achados evidenciam a importância de explorar o entendimento da modulação da proteína 

Notch, uma vez que ela está diretamente relacionada com o acúmulo de lipídios e a produção 

de glicose no fígado (VALENTI et al., 2013). 

Nesse cenário, o exercício físico, seja ele aeróbio ou de força, também tem sido utilizado 

como intervenção com efeitos relevantes sobre o metabolismo de glicose e gordura no fígado 

(GASPAR et al., 2019a; KNUDSEN et al., 2016; MARINHO et al., 2012; PEREIRA et al., 2019). 

No entanto, os mecanismos moleculares de ação e que levam a estes efeitos mediados pelo 

exercício ainda não foram totalmente elucidados. Além disso, os efeitos do exercício físico em 

regular a proteína Notch no fígado são desconhecidos. 

Em relação a DHGNA, os ensaios clínicos mostram que a perda de peso está diretamente 

associada a redução da esteatose hepática, porém apenas o exercício físico mostrou-se capaz 

de reduzir a esteatose independente da perda de peso (HANNAH; HARRISON, 2016). Embora 

seja conhecido os efeitos positivo do exercício sobre o metabolismo hepático há muitas lacunas 

em relação sinalizações proteicas e modulação de genes hepáticos por meio do exercício físico 

aeróbio, o que poderá compreender melhor esse fenômeno e abrir novas perspectivas para o 

tratamento da doença. Do ponto de vista glicêmico, um estudo em nosso laboratório mostrou 

que a redução no conteúdo de a piruvato carboxilase (PCB), em camundongos treinados em 

esteira, foi acompanhado na melhora da homeostase glicêmica, tornando-a um importante alvo 



21 
 

 

de estudo (MUÑOZ et al., 2017). Além disso, o exercício aeróbico mostrou uma ação supressora 

na PHG, em animais obesos, sendo os efeitos relacionados a regulação das enzimas 

gliconeogênicas Fosfoenolpiruvatocarboxiquinase (PEPCK) e Glicose 6-fosfatase (G6Pase) 

(MARINHO et al., 2012). No entanto, os efeitos do exercício físico em regular a proteína Notch1 

e esses processos hepáticos merecem atenção. 

Sendo assim, uma área relevante de investigação é avaliar o efeito do exercício físico 

aeróbio na lipogênese e na gliconeogênese hepática de camundongos obesos. Ademais, 

verificar se o treinamento físico é capaz de reduzir o acúmulo de gordura no fígado e a PHG, 

através da sinalização da Notch1, mostra-se promissor e importante em atenuar os distúrbios 

metabólicos relacionados a obesidade e ao DM2.  
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CAPÍTULO 1: OBESIDADE E DANOS HEPÁTICOS 

A obesidade é caracterizada, segundo a OMS, pelo acúmulo anormal ou excessivo de 

gordura no corpo (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020). A origem da obesidade pode 

estar envolvida com fatores genéticos bem como a fatores ambientais (GLUCKMAN et al., 

2011). Entretanto, uma ínfima porcentagem de indivíduos obesos apresenta disfunções de 

ordem genética. Sendo assim, as condições ambientais como sedentarismo e alimentação 

hipercalórica tornam-se um contundente aliado para o desenvolvimento da obesidade 

(GLUCKMAN et al., 2011). 

Dentre as consequências geradas pela adiposidade, destaca-se a resistência à ação da 

insulina (GREGOR; HOTAMISLIGIL, 2011). A insulina é capaz de regular a captação de 

glicose, oxidação de gordura, produção hepática de glicose e a lipogênese. Desse modo, 

alterações na sinalização deste hormônio são elementos chaves para o desencadeamento de 

DM2, dislipidemia e DHGNA (GREGOR; HOTAMISLIGIL, 2011). 

Modelos experimentais de obesidade, induzidos por uma dieta hipercalórica, rica em 

gordura saturada, apresentam resistência à insulina em tecidos periféricos como tecido adiposo 

branco e fígado (DA LUZ et al., 2011). No tecido adiposo, principal estoque energético, a 

resistência à insulina impede que a lipólise seja interrompida, resultando no aumento de 

triacilgliceróis e ácidos graxos livres na corrente sanguínea (KITADE et al., 2017).  Sendo assim, 

esses metabolitos são captados pelo fígado, onde parte deles serão transportados, pelas 

proteínas carnitina palmitoil transferase (CPT), para as mitocôndrias e serão oxidados (β-

oxidação), e outra parte será sintetizada (lipogênese) e armazenada nas células hepáticas, 

dando origem a esteatose hepática (MEEX; WATT, 2017). Além disso, outro processo hepático, 

a lipogênese de novo, pode ser desencadeada por dietas ricas em gordura saturada, 

carboidratos e frutose, que consiste na síntese de ácidos graxos novos a partir de glicose, 

aminoácidos e carboidratos (MEEX; WATT, 2017). 

Nesse sentido, os níveis de glicose sérica são essenciais para o processo de lipogênese, 

uma vez que a glicose é convertida em acetil-coenzima A (acetil-CoA) e posteriormente em 

malonil-CoA, sendo esse o principal substrato para a lipogênese (MEEX; WATT, 2017). Para 
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que ocorra a lipogênese, a ação das enzimas ACC (acetil-CoA carboxilase), a Fas (ácido graxo 

sintase) e a SCD1 (esteroil-CoA dessaturase) são essenciais. A ACC é responsável pela 

conversão se de acetil-CoA em malonil-CoA, enquanto a Fas sintetiza ácidos graxos, de cadeia 

longa, a partir do malonil-CoA e a SCD1, por sua vez, converte malonil-CoA em ácidos graxos 

monoinsaturados (NAKAMURA; YUDELL; LOOR, 2014). Desse modo, foi verifacado que 

animais obesos, hiperglicêmicos apresentam aumento no conteúdo proteico de ACC, Fas e 

SCD1 (FREDERICO et al., 2011). Adicionalmente, a hiperglicemia resulta em aumento da 

produção e secreção de insulina, principal hormônio regulador da lipogênese (TITCHENELL; 

LAZAR; BIRNBAUM, 2017).  

A insulina atua de forma contundente no controle da lipogênese hepática por meio da 

ativação do fator de transcrição SREBP-1C (proteína 1c ligadora do elemento regulatório de 

esterol). O SREBP-1C controla a expressão gênica de ACC, Fas e SCD1 (TITCHENELL; LAZAR; 

BIRNBAUM, 2017). Por meio da insulina, a proteína quinase B (Akt), pertencente a sinalização 

intracelular da insulina, é capaz de ativar o complexo mTORC1 (complexo 1 da proteína alvo 

de rapamicina em mamíferos) e esse por sua vez, ativar o fator de transcrição SREBP-1C 

(QUINN; BIRNBAUM, 2012). A importância de se estudar essa via foi demonstrada através da 

inibição do fator de transcrição lipogênico. Frederico e colaboradores (2011) demonstraram que 

a inibição de SREBP-1C reverteu o acúmulo de gordura hepática em camundongos Swiss 

obesos induzidos por dieta (FREDERICO et al., 2011). 

Além da lipogênese, a insulina apresenta um papel crucial no metabolismo glicêmico, 

uma vez que fígado possui capacidade de produzir glicose durante períodos de jejum e estresse 

metabólico (PETERSEN; VATNER; SHULMAN, 2017). Dessa maneira, a resistência à insulina 

no tecido hepático apresenta importantes implicações na supressão da gliconeogênese e 

consequentemente aumento da glicemia (hiperglicemia) em estado de jejum e alimentado 

(PETERSEN; VATNER; SHULMAN, 2017). Nesse sentido, a hiperglicemia crônica somada a 

redução da produção de insulina pelas células β-pancreáticas são anormalidades presentes no 

DM2 e complicações associadas (KIM-MULLER et al., 2014). 

A maneira pela qual a insulina controla a produção hepática de glicose ocorre a partir 
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do reconhecimento da insulina pelo seu receptor, receptor de insulina (IR). Após a ligação do 

hormônio ao receptor ocorre uma alteração na conformação do IR e consequentemente sua 

ativação. Uma vez ativo, o IR é capaz de fosforilar os substratos 1 e 2 do receptor de insulina 

(IRS1 e IRS2), o que os torna ativos, estimulando a sua associação com a proteína PI3Q 

(fosfatidil-inositol-3-quinase) (PETERSEN; SHULMAN, 2018). A PI3Q ativa a proteína quinase 

dependente de fosfoinositídeos (PDK). A PDK por sua vez, atrai a Akt, e consequente 

fosforilação. A Akt é uma proteína capaz de regular diferentes moléculas envolvidas em 

diversas vias metabólicas, por exemplo, a síntese de glicogênio, por meio da fosforilação da 

GSK3 (glicogênio sintase 3). Além disso, a Akt é capaz de fosforilar o fator de transcrição FoxO1 

(forkhead BOX 01), importante regulador da gliconeogênese, uma vez que a FoxO1 transcreve 

proteínas chaves dessa via metabólica (PETERSEN; SHULMAN, 2018). 

Ao longo do tempo a FoxO1 se tornou um importante alvo de investigação devido a sua 

efetiva contribuição no processo de gliconeogênese (CHENG, 2015). Nesse sentido, verificaram 

que superexpressão da FoxO1 resultou no aumento de G6Pase (glicose 6-fosfatase) 

(MATSUMOTO et al., 2006). No entanto, quando inibida, especificamente no fígado, os animais 

knockout (KO) de FoxO1 apresentam hipoglicemia de jejum (MATSUMOTO et al., 2007).   

Não muito distante, foi demonstrado a importância da sinalização da insulina na 

regulação da FoxO1 através de modelos experimentais modificados geneticamente, utilizando 

animais que sofreram deleção do IR apenas no fígado. Essa modificação gênica resultou em 

severa resistência à insulina. Entretanto, ao analisarem animais que sofreram a deleção da 

FoxO1, juntamente ao IR, tais prejuízos eram revertidos e consequentemente eram verificados 

menor expressão de PEPCK e G6Pase. Tornando a FoxO1 um importante alvo terapêutico para 

manutenção da homeostase glicêmica (O-SULLIVAN et al., 2015).  

De forma bem estabelecida na literatura, observa-se que modelos experimentais de 

obesidade, induzida por dieta rica em gordura saturada, apresentam prejuízos na propagação 

do sinal intracelular da insulina no tecido hepático e consequentemente menor fosforilação da 

FoxO1 hepática, culminado em perda da homeostase glicêmica (MARINHO et al., 2012).  

Ademais, no núcleo celular, outras proteínas (PGC-1α e HNF-4α) ao associarem-se com a 
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FoxO1, favorecem o aumento da transcrição de PEPCK (fosfoenolpiruvatocarboxiquinase) e 

G6Pase (PETERSEN; SHULMAN, 2018).  Apesar da significativa contribuição da insulina no 

controle da lipogênese e da produção hepática de glicose, uma publicação recente demonstrou 

que a proteína Notch1 é essencial para o metabolismo hepático, sendo essa sinalização capaz 

de controlar o acúmulo de gordura no fígado e a gliconeogênese, assim como a insulina (BI; 

KUANG, 2015). Portanto, a Notch1 passou ser uma molécula de interesse na investigação no 

controle de mecanismos moleculares no tecido hepático.  
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CAPÍTULO 2: NOTCH1 E TECIDO HEPÁTICO 

Os receptores da família Notch estão envolvidos em diferentes processos celulares, 

dentre eles proliferação, ciclo e comunicação celular, sendo a sinalização mediada pela Notch 

conservada em invertebrados e humanos e inseridas em algumas condições patológicas (HORI; 

SEN; ARTAVANIS-TSAKONAS, 2013). 

Por ser uma proteína envolvida com a comunicação celular, moléculas presentes em 

células adjacentes interagem com os receptores Notch, dentre elas encontram-se as proteínas 

da família Delta-like (DLL1 - 4) e as proteínas da família Jagged (Jag1 e Jag2), denominadas 

proteínas ligantes da Notch (PAJVANI et al., 2011). O início da sinalização da Notch acontece 

quando a Notch interage com um de seus ligantes presentes em células vizinhas. Tal fato 

promove mudança conformacional nos receptores Notch, facilitando o processo de clivagem 

de seus domínios e assim iniciando a propagação de sua sinalização (BI; KUANG, 2015).  

A primeira clivagem da Notch ocorre no processo de maturação, o que permite o 

dobramento correto da proteína, tornando-a madura. Posteriormente, ao se associar a um de 

seus ligantes, a mudança conformacional expõe o sítio de clivagem S2, no domínio extracelular 

da Notch. Tal etapa facilita a terceira clivagem (S3) no domínio intramembranar mediada pelo 

complexo presilina-γ-secretase, permitindo que o domínio NICD se desassocie da membrana 

celular e migre-se ao núcleo (HORI; SEN; ARTAVANIS-TSAKONAS, 2013).  

Ao se desprender do domínio TM, o NICD migra para o núcleo celular associando-se a 

fatores de transcrição e, por conseguinte, participando da regulação gênica de algumas 

proteínas (CZECH, 2013). Nesse sentido, foi observado que após jejum de 18 horas, seguido de 

realimentação, o conteúdo de NICD após 2 horas de alimentação apresenta-se reduzido. 

Porém, com quatro horas de realimentação, o conteúdo proteico de NICD aumenta assim como 

o conteúdo de RNAm de ACC1, Fas, SREBP-1C e de Hey1 (proteínas relacionadas a família da 

HES) (PAJVANI et al., 2013). A Hey1, são proteínas reguladas pela interação de NICD com o 

fator de transcrição ativo pela Notch. Nesse sentido, foi observado que em modelos 

experimentais de obesidade, que as proteínas Hey1 mostram-se aumentadas, quando 

comparados com animais controle (PAJVANI et al., 2013).  
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  Em humanos, avaliou-se fígado de pacientes com obesidade mórbida submetidos a 

cirurgia bariátrica.  Interessantemente, estabeleceu-se uma correlação positiva entre os 

subprodutos da ativação da Notch com as enzimas pertencentes a produção hepática de 

glicose. Por fim, verificou-se correlação positiva entre os receptores Notch com a doença 

hepática não gordurosa e resistência à insulina, confirmando a relevância de ampliar o 

conhecimento sobre essa molécula (VALENTI et al., 2013). 

O domínio NICD atua de forma contundente no processo de acúmulo de lipídeos no 

tecido hepático. A translocação do domínio intracelular da Notch para o núcleo promove sua 

associação com o fator de transcrição Rbpj (recombination recognition sequence binding 

protein at the kappa J site), favorecendo a estabilidade do complexo mTORC1 (BI; KUANG, 

2015). O complexo mTORC1 por sua vez é capaz de ativar a proteína SREBP-1C, responsável 

pela transcrição de proteínas chaves no processo de lipogênese no tecido hepático (QUINN; 

BIRNBAUM, 2012). 

Nesse sentido, Pajvani e colaboradores (2013) observaram que animais obesos induzidos 

por dieta apresentaram uma tendência em aumentar NICD e animais deficientes de leptina 

(ob/ob) e de seu receptor (db/db) apresentaram aumento dos transcritos de Rbpj (PAJVANI et 

al., 2013). Posteriormente, observaram que animais com deleção de Rbpj exclusivamente no 

fígado (L-Rbpj), apresentaram resistência no acúmulo de lipídios no tecido hepático após a 

exposição de dieta indutora de obesidade (PAJVANI et al., 2013). Ainda, esses animais 

mostraram atenuação das proteínas p-mTOR e p-4EBP1 (proteína de ligação do fator de 

iniciação eucariótico 4E 1), proteínas relacionadas ao complexo mTORC1. Por outro lado, a 

superexpressão de NICD, resultou em aumento das proteínas p-mTOR e p-4EBP1 e 

consequentemente SREBP-1C e Fas, culminando em aumento do acúmulo lipídico no fígado 

de roedores. Por fim, a inibição da proteína Raptor pelo tratamento de rapamicina, atenuou a 

transcrição gênica de Fas nos roedores NICD superexpressos. Sendo assim, os resultados 

encontrados sugerem a ação direta do domínio no acúmulo de lipídios no fígado, favorecendo 

a estabilidade do complexo mTORC1 e aumento de SREBP-1C e Fas (PAJVANI et al., 2013). 

Recentemente, foi observado que a animais obesos induzidos por dieta e animais db/db 
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apresentam aumento no conteúdo proteico e de RNAm de Notch1 no fígado (SONG et al., 

2016). Dessa forma, através de diferentes inibições, interessantes achados foram descritos. A 

inibição de Notch1 preveniu a resistência à insulina em animais expostos a dieta hiperlipídica. 

Além disso, observou-se que sua deleção promoveu aumento na transcrição de genes 

envolvidos com oxidação lipídica. Sendo assim, in vitro, a ativação de Notch1 resultou em 

diminuição da oxidação lipídica, confirmando as evidências obtidas in vivo (SONG et al., 2016). 

Assim como a Notch1 é uma forte contribuinte no controle da lipogênese, este receptor 

também participa do controle da PHG. Ao se desprender do domínio TM, o NICD migra para 

o núcleo celular associando-se a fatores de transcrição e, por conseguinte, participando da 

regulação gênica de algumas proteínas, como as responsáveis pela gliconeogênese hepática (BI; 

KUANG, 2015). Nesse sentido, um interessante experimento foi realizado, a fim de verificar o 

papel da Notch1 no controle de ambas as vias no tecido hepático (PAJVANI et al., 2013). Pajvani 

e colaboradores, observaram que em condições de jejum os níveis de NICD aumentam de 

forma gradativa nos tempos de 4, 12 e 18 horas de jejum. Durante esse período de jejum, 

concomitante ao aumento de NICD, há aumento da transcrição de genes relacionados a 

gliconeogênese. Entretanto, após a realimentação, o conteúdo de NICD é reduzido após 2 e 4 

horas de alimentação. Após esse período, observa-se aumento do conteúdo proteico de NICD 

e aumento da expressão gênica de marcadores de lipogênese (PAJVANI et al., 2011). Dessa 

maneira, a Notch1 mostra-se uma molécula chave para os diferentes mecanismos hepáticos.  A 

maneira pela qual o domínio participa da regulação da produção hepática de glicose ocorre 

através de uma ação combinada com a FoxO1 (HORI; SEN; ARTAVANIS-TSAKONAS, 2013).  

A fim de confirmar a participação do NICD na PHG utilizou-se animais KO 

heterozigotos de FoxO1 e Notch1 (PAJVANI et al., 2011). Dessa maneira, tais animais 

apresentam melhora na sensibilidade a insulina e consequente atenuação na expressão gênica 

de G6P. Inversamente os achados anteriores, a superexpressão hepática de Notch1 no fígado 

resultou em aumento da glicemia e insulinemia de jejum e alimentada, concomitante com 

aumento do conteúdo de RNA G6Pase (PAJVANI et al., 2011).  Por fim, utilizando uma droga 

específica contra γ-secretases, observou-se redução nos parâmetros glicêmicos de animais 
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obesos induzidos por dietas e animais ob/ob, modelos experimentais de obesidade (PAJVANI 

et al., 2011). 

Em análises de fígado de humanos obesos mórbidos submetidos a cirurgia bariátrica, 

verificou-se correlação positiva entre os substratos da Notch com as enzimas pertencentes a 

produção hepática de glicose (VALENTI et al., 2013). Por fim, observou-se correlação positiva 

entre os receptores Notch com a doença hepática não gordurosa e resistência à insulina, 

confirmando a relevância de ampliar o conhecimento sobre essa molécula (VALENTI et al., 

2013). Em cultura celelur de hepatócitos, verificou-se que a exposição de ácidos graxos induziu 

o aumento de Notch1 e de NICD, sugerindo que a ativação de Notch1 pode ser desencadeada 

por lipídeos (ZHANG et al., 2021). Além disso, observou-se que modelos experimentais de 

obesidade, seja o desenvolvimento da obesidade induzida por dieta ou por alteração gênica, 

apresentaram aumento significativo de Notch1 no tecido hepático (PAJVANI et al., 2013; SONG 

et al., 2016).  

A figura 1, tem como objetivo facilitar a compreensão e o entendimento, de forma 

ilustrativa, da via da proteína Notch1 e a maneira pela qual está proteína exerce o controle da 

lipogênese e da gliconeogênese hepática. 

Além da obesidade, outro fator que se mostra um modulador da Notch é o exercício 

físico. Em humanos, verificou-se que uma sessão de exercício físico foi capaz de modular 938 

genes, dentre eles a Notch1, no músculo vasto lateral (CATOIRE et al., 2012). Sendo assim, o 

exercício físico mostra-se uma intervenção capaz de modular a proteína Notch, porém não há 

registros sobre o efeito do exercício físico, intensidade e tipos de exercício sobre a Notch1 

hepática bem como em um contexto de obesidade.  

 

 

 



30 
 

 

 
 

Figura 1. Via de sinalização da Notch1. A Notch1 ao ser clivada, se desprende e libera o 

domínio intracelular (NICD). Uma vez desancorado, o domínio NICD migra ao núcleo e 

associa-se com os fatores de transcrição Rbpj e FoxO1, promovendo a estabilização do 

complexo mTORC1 e aumento da transcrição de enzimas chaves na gliconeogênese, 

respectivamente.   
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CAPÍTULO 3: TREINAMENTO FÍSICO E DHGNA 

Diante da situação que se encontra a obesidade e sua intima relação com o sedentarismo, 

alterações no estilo de vida se tornou uma peça-chave no combate a obesidade. Além disso, as 

mudanças habituais, como a prática de exercício físico, tornaram-se parte do tratamento da 

DHGNA (HANNAH; HARRISON, 2016), assim como para tratamento do DM2 (UMPIERRE 

et al., 2011). 

O exercício físico apresenta efeitos benéficos ao tecido hepático (GASPAR et al., 2019a; 

TSUZUKI et al., 2015). Em relação a esteatose hepática, a redução da massa corporal é um ponto 

crucial para a atenuação no quadro, porém, o exercício físico mostrou-se capaz de melhorar o 

acúmulo de gordura no fígado independente da redução da adiposidade corporal (HANNAH; 

HARRISON, 2016). Ademais, o exercício físico aeróbio apresenta um relevante papel controle 

da DHGNA (GUO et al., 2015; MUÑOZ et al., 2018).  

Em camundongos obesos induzidos por dieta, observou-se que 3 semanas de 

treinamento aeróbio de corrida em esteira foi eficiente em aumentar a concentração de 

glicogênio hepático e reduzir os níveis de triglicerídeos no fígado quando comparados aos 

animais obesos sedentários. Do ponto de vista molecular, verificaram que os animais treinados 

apresetaram aumento nos genes de oxidação lipídica e redução no conteúdo de RNAm de 

genes associados a lipogênese (ALEX et al., 2015). 

Apesar de ser uma intervenção benéfica para o controle da lipogênese na doença 

gordurosa hepática não alcoólica, recentemente foi publicado que o exercício físico excessivo 

(overtraining), induz o aumento de acúmulo de gordura hepática, modulando importantes 

proteínas no controle da lipogênese como p-Akt, p-mTOR, p-4EBP1, precursor de SREBP-1. 

Sendo assim, maiores investigações sobre o exercício físico, como volume, intensidade e tipo 

de exercício mostram-se fundamentais para o tratamento de DHGNA (DA ROCHA et al., 

2017).  

Em relação a produção hepática de glicose, observou-se que o exercício agudo de 

natação (quatro sessões de 30 minutos separados por 5 minutos de intervalo) foi capaz de 

melhorar a homeostase glicêmica e a atividade de proteínas chaves na sinalização da insulina, 
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culminado na diminuição da fosforilação da FoxO1 e da associação FoxO1/HFN-4α e assim 

diminuir o conteúdo proteico de G6P e PEPCK em animais obesos induzidos por dieta e 

animais ob/ob (DE SOUZA et al., 2010). 

Não obstante, animais obesos expostos a roda de atividade física voluntária 

apresentaram alterações moleculares hepáticas. Esses animais apresentaram melhora nos 

parâmetros glicêmicos acompanhado de redução da inflamação hepática e aumento da 

fosforilação de IRS1. Além disso, o exercício físico feito de forma voluntária reduziu a S-

nitrosação de IRS1 e Akt, melhorando a sinalização da insulina no fígado e a homeostase 

glicêmica (TSUZUKI et al., 2015).  

Por fim, nosso grupo de pesquisa, demonstrou recentemente o papel do exercício no 

controle da produção hepática de glicose, através da modulação da enzima PCB, que tem como 

função a conversão de piruvato em oxaloacetato, primeiro passo da gliconeogênese, que ocorre 

dentro da mitocôndria (MUÑOZ et al., 2017). 

Desse modo, torna-se necessário maiores investigações sobre os possíveis mecanismos 

capazes de ser modulado pelo exercício físico no controle da lipogênese e da produção hepática 

de glicose de forma independente da insulina, tornando assim, a sinalização da Notch1 um 

relevante alvo de investigação no contexto da exacerbação da gliconeogênese pelo fígado e 

doença hepática gordurosa não alcoólica. 

JUSTIFICATIVA 

Atualmente as mudanças no estilo de vida tem favorecido o desenvolvimento de 

doenças crônicas não transmissíveis, dentre essas destaca-se à obesidade e o DM2, acarretando 

severos danos hepáticos (OGURTSOVA et al., 2017). Diante do impacto da doença hepática 

gordurosa e da hiperglicemia na qualidade e expectativa de vida de pacientes com obesidade 

e resistência à insulina, estratégias capazes de atenuar a lipogênese e a gliconeogênese 

exacerbada no fígado permanecem como um grande desafio. No entanto, poucas terapias 

mostram-se eficazes no tratamento das desordens hepáticas promovidas pela obesidade 

(GOEDEKE; PERRY; SHULMAN, 2019). Nesse sentido, a resistência à insulina parece ser o 
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ponto comum entre o acúmulo exacerbado de lipídios e a perda no controle da gliconeogênese, 

no entanto, estudos tem mostrado que mesmo na ausência de proteínas chaves na transdução 

do sinal da insulina, há uma supressão na produção hepática de glicose no fígado de roedores, 

sugerindo a ação de outras moléculas nesse processo (DONG et al., 2008). A proteína Notch1 

tem sido sugerida como um importante alvo de pesquisa, uma vez que ela é capaz de regular 

a expressão de enzimas gliconeogênicas bem como lipogênese hepática (PAJVANI; ACCILI, 

2015). Entretanto, pouco se sabe sobre os efeitos da Notch1 no fígado e alguns dados mostram-

se controversos (BERNSMEIER et al., 2016). Por outro lado, de maneira bem consolidada na 

literatura, sabe-se que uma das principais intervenções no tratamento dos danos hepáticos é a 

perda de peso e a mudança no estilo de vida (PETERSEN et al., 2005; THYFAULT; SCOTT 

RECTOR, 2020). Contudo, tem sido observado que o exercício físico é capaz de reduzir a 

produção de glicose e bem como o acúmulo lipídios hepáticos independente da perda de peso 

(HANNAH; HARRISON, 2016; PEREIRA et al., 2019). Apesar disso, pouco se sabe os 

mecanismos pelos quais o treinamento físico é capaz de estabelecer tais benefícios no fígado 

bem como em outras doenças, tornando-se fundamental maiores investigações cientificas 

envolvendo essa temática (HAWLEY et al., 2014). Ainda, o conhecimento sobre os efeitos do 

exercício físico sobre a sinalização da Notch1 encontra-se limitado. Portanto, propomos um 

estudo experimental, pré-clínico, para investigar especificamente a contribuição do exercício 

físico aeróbio na possível atenuação destes distúrbios metabólicos (lipogênese e 

gliconeogênese) induzidos pela obesidade, através da via de sinalização da Notch1.  
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HIPÓTESE 

Mediante a relevância da proteína Notch1 no controle da homeostase glicêmica e no 

acúmulo de lipídeos no tecido hepático, elaboramos a hipótese de que o exercício físico aeróbio 

pode ser eficiente em modular o conteúdo proteico da Notch1 e a sua sinalização intracelular 

no fígado de animais obesos induzidos por dieta, compreendendo novos mecanismos e vias 

celulares na atenuação do acúmulo exacerbado de gordura e da produção de glicose hepática. 

OBJETIVO GERAL 

O objetivo principal desse estudo é investigar o papel do exercício físico arébio na 

modulação da proteína Notch1 e o seus efeitos na lipogênese e gliconeogênese no fígado de 

camundongos obesos. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 Os objetivos específicos foram descritos abaixo e sumarizados nas figuras ilustrativas a 

seguir. Assim, o desenvolvimento do projeto ocorreu em 5 etapas.  
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Etapa 1:  Efeitos do treinamento físico na modulação da Notch1: 

a- Avalair o efeito do exercício na regulação da Notch1 no fígado de camundongos Swiss 

e ob/ob; 

b- Verificar os níveis das proteínas pertencente ao complexo γ-secretase; 

c- Analisar o conteúdo proteico de NICD total e nuclear; 

d- Mensurar a FoxO1 nuclear; 

e- Quantificar o conteúdo proteico de Rbpj e os níveis de RNAm de Hes1 e Hey1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. A etapa 1 do projeto. Analisar o efeito do treinamento físico aeróbio sobre a 

sinalização hepática de Notch1 em camundongos obesos. 
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Etapa 2: Ações do treinamento aeróbio na gliconegênese hepática: 

a- Investigar a tolerância ao piruvato dos diferentes camundongos;  

b- Medir o conteúdo proteico e de RNAm de G6Pase, PEPCK e PCB no fígado após o 

desenho experimental. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Etapa 2 do projeto. Indentificar a eficiência do treinamento aeróbio na via da 

gliconeogênese.  
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Etapa 3: Efeito do exercício físico sobre a via da lipogênese hepática: 

a- Avalair as proteínas que compõem o complexo mTORC1; 

b- Investigar os níveis das proteínas que atuam na lipogênese e oxidação lipídica; 

c- Analisar o acúmulo de gordura por meio de técnicas histológicas; 

d- Quantificar a respiração mitocondrial do tecido hepático. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 
 
 

Figura 4. Etapa 3 do projeto. Identificar os efeitos do exercício aeróbio no metabolismo 

hepático.  
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Etapa 4: Inibição do complexo γ-secretase em camundongos obesos: 

a- Mensurar a intolerância ao piruvato após injeção de DAPT; 

b- Verificar o conteúdo proteico de NICD e das enzimas da gliconeogênese; 

c- Avaliar o acúmulo de gordura por meio de técnicas histológicas; 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 5. Etapa 4 do projeto. Avaliar o efeito da inibição do complexo γ-secretase nas vias de 

sinilazição reguladas pela Notch1. 
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Etapa 5: Caracterização dos efeitos da Notch1 em linhagens celulares (hepatócitos): 

a- Confirmar a superexpressão da Notch1 em hepatócitos; 

b- Avaliar o efeito da superexpressão da Notch1 em proteínas envolvidas na 

gliconeogênese; 

c- Analisar o conteúdo proteico de moléculas reguladoras da lipogênese; 

d- Verificar o efeito da inibição do complexo γ-secretase no acúmulo de lipídeos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Etapa 5 do projeto. Verificar o efeito da superexpressão da Notch1 em hepatócitos 
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MATERIAIS E MÉTODO  
 

ANIMAIS  

Foram utilizados camundongos Swiss com seis semanas de idade provenientes do 

Centro Multidisciplinar para Investigação Biológica na Área da Ciência de Animais de 

Laboratório (CEMIB) da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP). Os animais foram 

mantidos em gaiolas de polietileno individuais sob condições controladas de ciclo claro-escuro 

(12/12h), com livre acesso a água e ração comercial ou hiperlipídica (CINTRA et al., 2012). A 

tabela 1 representa a composição da dieta hiperlipídica utilizada para indução da obesidade. 

Os camundongos foram divididos em 3 grupos: Controle (CTL – expostos a dieta comercial), 

Obeso Sedentário (OBS - submetidos a uma dieta hiperlipídica até o fim do período 

experimental) e Obeso Exercício (OBT - submetidos tanto a dieta hiperlipídica como ao 

treinamento físico por 4 semanas). 

Além disso, foi utilizado também camundongos ob/ob (ob/ob, deficientes de leptina) e 

seus respectivos controles (C57BL/6J), todos provenientes do CEMIB. Estes animais foram 

selecionados randomicamente e distribuídos nos grupos experimentais como previamente 

descrito. Entretanto, esse modelo experimental não recebeu dieta hiperlipídica.  

Todos os experimentos com animais foram realizados de acordo com a legislação 

brasileira sobre o uso científico de animais (lei no 11.794, de 8 de outubro de 2008). Antes do 

início da prática experimental todos os protocolos experimentais foram submetidos à 

apreciação da Comissão de Ética no uso de Animal (CEUA) do Instituto de Ciências Biológicas, 

da UNICAMP – Campinas-SP e devidamente aprovados (4853-1/2018 e 5583-1/2020). 
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Tabela 1. Dieta hiperlipídica. (Q.S.P.) – Amido adicionado em Quantidade Suficiente Para – 

completar 1000 g de dieta. Dieta foi modificada para conter 35% de lipídios (312 g de banha + 

40 g de óleo de soja). 

PROTOCOLO DE ADAPTAÇÃO À ESTEIRA ROLANTE 

Os animais foram submetidos a um protocolo de exercício físico aeróbio com duração 

de quatro semanas. Inicialmente os camundongos foram adaptados à esteira rolante, a fim de 

minimizar o estresse do animal perante o ergômetro. Os animais foram adaptados por 5 dias, 

10 min/dia na velocidade de 3 m/min, conforme padronizado por Ferreira e colaboradores 

(2007) (FERREIRA et al., 2007). 

 

PROTOCOLO DE CARGA INCREMENTAL 

O teste de carga incremental foi realizado após dois dias da realização do período de 

adaptação. A velocidade inicial do teste foi de 6 m/min, com 0% de inclinação e incrementos 

de 3 m/min a cada 3 min até a exaustão voluntária dos camundongos, que ocorreu quando os 

animais encostaram 5 vezes no final da esteira, no intervalo de 1 min. A velocidade de exaustão 

(VE), definida como a velocidade (m/min) de exaustão do animal, foi utilizada para a 

prescrição de intensidade no protocolo de exercício físico agudo e para o exercício físico 
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crônico. Após dois dias da realização do teste incremental, o protocolo de exercício físico 

crônico foi realizado. 

 

PROTOCOLO DE TREINAMENTO FÍSICO AERÓBIO 

Durante a primeira semana de treinamento físico o volume foi aumentado 

gradativamente, porém a intensidade adota para o treinamento foi de 70% da VE. Cada semana 

experimental foi composta por 5 dias consecutivos de treinamento e 2 dias de repouso. A 

primeira semana os animais correram por 30 minutos diários. A segunda os animais passaram 

a correr 45 minutos. Posteriormente, o volume aumentou para 60 minutos por dia. Após a 

terceira semana, os animais foram submetidos novamente ao teste de carga incremental, a fim 

de reajustar as adaptações geradas pelo exercício frente a intensidade. Posteriormente, a quarta 

semana, os animais foram submetidos a 60 minutos por dia de corrida, com a intensidade de 

70% da VE adquirida no segundo teste. Após 24 horas a realização da última sessão de exercício 

físico, fragmentos de fígado foram removidos para futuras análises. 

 

TESTE DE TOLERÂNCIA À GLICOSE (TTG) 

Após 8 horas de jejum, foi realizado corte distal na cauda dos animais para ser efetuada 

a primeira coleta de sangue para a dosagem basal de glicose, o que equivale ao tempo zero (t0) 

do teste e a glicemia de jejum. Logo após, foi aplicado via intraperitoneal (i.p.) solução de 

glicose a 50% (2 g/Kg de peso corporal), com posteriores coletas de amostras sanguíneas nos 

tempos 30, 60 e 120 minutos, para as dosagens da glicemia. Em seguida, a área sob a curva foi 

calculada em cada grupo experimental. Os valores de glicemia obtidos durante o teste de TTG 

foram determinados com o glicosímetro Accu-Check Active® (Roche, Switzerland). 

 

TESTE DE TOLERÂNCIA À INSULINA (TTI) 

A glicemia de jejum foi mensurada após 8 horas de jejum, por meio de um corte distal 

na cauda dos camundongos. Logo após, foi aplicado insulina i.p. na concentração de 1,5 U/Kg 

de peso. A glicemia foi verificada nos tempos 5, 10, 15, 20, 25 e 30 min por meio do glicosímetro. 



43 
 

 

A constante de decaimento (Ktti) foi calculada conforme descrito por Muñoz et al. (2020) 

(MUÑOZ et al., 2020).  

 

TESTE DE TOLERÂNCIA AO PIRUVATO (TTP) 

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

percorrendo os seguintes passos. Os camundongos permaneceram em jejum por 12 horas, e 

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

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

dos animais a cada 30 minutos durante 2 horas usando um glicosímetro. 

 

INGESTÃO ALIMENTAR 

A ingestão alimentar dos grupos dos grupos experimentais foi medida após 6, 12, 18 e 

24 horas após o protocolo de exercício físico. A medição do peso foi feita usando balança 

analítica (Gehaka®, BK3000). 

 

EUTANÁSIA, EXTRAÇÃO TECIDUAL, COLETA DE SANGUE E ANÁLISE SÉRICA  

Os animais foram eutanasiados por meio de profundamento da anestesia, cetamina (300 

mg/kg) e xilazina (30 mg/kg). Após isso, foi realizada a abertura da cavidade abdominal e 

extração de fragmentos do tecido hepático e do tecido adiposo visceral. O tecido hepático foi 

homogeneizado em tampão de extração como descrito por Gaspar e colaboradores (2018) 

enquanto o tecido adiposo foi retirado e pesado em balança analítica (Gehaka®, BK3000) para 

comparação entre os grupos. (GASPAR et al., 2018). Parte deste homogenato foi utilizado para 

determinação do conteúdo das proteínas totais através do método do Bicinchoninic Acid (BCA) 

(Sigma-Aldrich®), enquanto a outra parte foi submetida à western blotting (WB) com 

anticorpos específicos. O sangue foi coletado e centrifugado a 3500 rpm por 15min e o soro foi 

armazenado em freezer a -80oC. Posteriormente, as concentrações de insulina, triacilglireróis e 

ácidos graxos séricas foram analisados utilizando os kits específicos. Para a análise do índice 

de HOMA-IR, foi utilizado o calcúlo HOMA-IR = Glicemia x Insulina ÷ 22,5 (GELONEZE; 
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TAMBASCIA, 2006). Foi utilizado os reagentes Laborlab® para as análises séricas: ALT 

(1770150), AST (1770140), Colesterol (1770080), HDL (1770160), LDL (1770370) e Triglicérides 

(1770290). 

 

TRIGLICÉRIDES HEPÁTICO 

Fregmentos do tecido hepático hepáticos foram homogeinizados com tampão 

clorofórmio: metanol 2: 1 frio (v / v). As amostras foram então misturadas com ácido sulfúrico 

(1 M) e centrifugadas para obter a separação de fases. A fase orgânica foi coletada e após a 

evaporação, as amostras foram ressuspensas em álcool isopropílico (Synth®). As concentrações 

de triglicerídes foi medido pelo reagente Triglicérides-Laborlab®. 

 

WESTERN BLOTTING 

Após a determinação do conteúdo de proteínas totais, foi acrescentado tampão de 

Laemmli (LAEMMLI, 1970) contendo 100 mM de DTT ao sobrenadante, e então aquecido por 

5 minutos. Em seguida, quantidades iguais de proteínas (70 μg) foram submetidas à 

eletroforese em gel de poliacrilamida e transferidas para membranas de nitrocelulose. Em 

seguida, as membranas foram incubadas overnight a 4°C usando os anticorpos específicos. Os 

articorpos utilizaram foram: Cell signaling®: Notch1 (#3608); Presilinina 1 (#3622); Cleaved 

Notch1-Val1744 (#4147); CPT1A (#12252); β-Actin (#4967); GAPDH (#2118); α-tubulin (#2144s); 

p-4E-BP1 thr37/46 (#2855); 4E-BP1 (#9452); p-mTOR s2448 (#5536); mTOR (#2983); p-Raptor 

s792 (#2083); Raptor (#2280); FoXO1 (#2880s). Santacruz®: PCB (#sc-271493); G6Pase (#sc-

25840). ABCAM®: OXPHOS (#ab110413). BIOOS®: SREBP-1/2 (#bs-1402r). LSBio®: 

PCK2/PEPCK (#LS-C178341). As bandas foram visualizadas com enhanced 

chemiluminescence (ECL) e quantificadas por densitometria. 

 

EXTRAÇÃO NUCLEAR 

A expressão nuclear da proteína FoxO1, NICD e Rbpj foram obtidas através de 

fragmentos do tecido hepático dos diferentes grupos experimentais. Os fragmentos do fígado 

foram homogeneizados em tampão STE (0.32 M sacarose, 20 mM Tris–HCl (pH 7.4), 2 mM 
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EDTA, 1 mM DTT, 100 mM fluoreto de sódio, 100 mM pirofosfato de sódio, 10 mM 

ortovanadato de sódio, 1 mM PMSF, e 0.1 mg aprotinina/ml). O homogenato foi centrifugado 

(1,000xg, 25 min, 4oC) para a obtenção dos pellets. Os pellets foram lavados uma vez e 

suspendidos em tampão STE (fração nuclear). A fração nuclear foi solubilizada em tampão 

Triton [1% (v/v) Triton X-100/150 mM NaCl/10 mM Tris/HCl (pH 7,4) /1 mM EGTA/1 mM 

EDTA/0.2 mM ortovanadato de sódio /20 µM leupeptina A/0,2 mM PMSF/50 mM NaF/0.4 nM 

microcistina LR]. A fração foi centrifugada (15,000 g, 30 min, 4oC), e o sobrenadante (extrato 

nuclear) foi armazenado a -80oC. Em seguida foi utilizada a técnica de Western Blotting para 

análise da expressão nuclear das proteínas de interesse no fígado.  

 

REAL TIME PCR QUANTITATIVO (RT-QPCR) 

Fragmentos do fígado foram extraídos e homogeneizados em Trizol®. O RNA total foi 

isolado de acordo com as recomendações do fabricante. 1 µg de RNA foi usado para a síntese 

de cDNA, com sistema de pré- amplificação (High-Capacity Reverse-transcription, Applied 

Biosystems, Foster City, CA, USA). Os primers que foram utilizados serão específicos para os 

genes descritos nos objetivos. A PCR em tempo real foi realizada com primers de 

oligonucleotídeos específicos forward e reverse em um volume final de 10 µL com SYBR Green 

PCR Master Mix (#4309155, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). O experimento foi 

realizado no equipamento 7500 Fast Real-Time PCR (Applied Biosystems). A tabela 2 

respresenta a lista de primers utilizado no presente estudo. 
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Tabela 2. A tabela 2 respresenta os primers utilizados para análise de (RT-QPCR). 

 

INIBIÇÃO DA ATIVIDADE DA NOTCH1 

O inibidor foi adiquiridos da empresa Cayman Chemical®. Os animais receberam a 

injeção intraperitoneal de DAPT (10 mg/kg), inibidor de -secretase, trinta minutos antes da 

extração tecidual, a fim de induzir a diminuição da clivagem de Notch1. Os animais controles 

receberam a mesma dose, porém foi administrado de DMSO (JIANG et al., 2017). 
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ISOLAMENTO MITOCONDRIAL 

O tecido hepático dos animais anestesiados foi rapidamente extraído e colocado em 

placa de Petri com 8ml de tempão de isolamento mitocondrial gelado (220mM Manitol, 70mM 

Sacarose, 10mM TRIS, 1Mm EDTA e pH ajustado para 7,4 com KOH) e cortado em pequenos 

pedaços, de acordo com Von Schulze et al. 2018 (VON SCHULZE et al., 2018). O conteúdo foi 

transferido para tubo de 15 ml e homogeneizado com pistão de Teflon. O homogenato foi então 

transferido para um tubo cônico de 50 ml e centrifugado (4°C, 10 min, 1500g). Uma porção de 

500uL do sobrenadante foi reservado para análise proteica ao final do experimento e o restante 

do sobrenadante foi transferido para um Falcon de 15ml com o fundo arredondado e 

centrifugado (4°C, 10min, 8000g). O pellet foi então ressuspenso em 4mL de tampão de 

isolamento mitocondrial contendo 0,1% de BSA livre de ácidos graxos realizando processo de 

“Up and down” cuidadosamente com a micropipeta e centrifugado (4°C, 10min, 4000g). O pellet 

final do processo de isolamento mitocondrial foi ressuspenso em 500uL de MIR05 (100mM 

Sacarose, 60mM K + Lactobionico, 0,5mM EGTA, 3mM MgCl 2, 20mM Taurina, 10mM KH 2 

PO 4, 20mM HEPES e pH ajustado para 7,1 com KOH e adição de 1g/L de BSA). O conteúdo 

proteico das amostras foi determinado pelo ensaio de Bradford. 

 

RESPIRAÇÃO MITOCONDRIAL 

O consumo de oxigênio mitocondrial (pmol s - mL -1) foi determinado utilizando o 

Oroboros O2k (Oroboros Instruments, Innsbruck, Austria), e analisado no DatLab 7 (Oroboros 

Instruments). Após a calibração, 200ul do isolado mitocondrial foi adicionado a câmara e em 

seguidas os substratos para análise da atividade de oxidação de ácidos graxos (FAO), 

Complexo I (CI) e Complexo II (CII). Todas as análises de respiração mitocondrial foram 

realizadas com a câmara em 37 °C em meio Mir05 em um volume total de 2 mL por câmara. O 

protocolo de titulação de substratos foi adaptado do protocolo SUIT17 descrito em 

https://wiki.oroboros.at/index.php/SUIT-017. As titulações ocorreram da seguinte forma (em 

concentração final em 2mL): Malato (0,5mM), Octanoylcarnitina (0,2mM), ADP (2.5mM), 

Glutamato (10Mm), Succinato (10mM) e ADP (5mM). O estímulo da via de oxidação de ácidos 

graxos foi feito pelo estímulo por Malato e Octanoylcarnitina e a adição de ADP permite 
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ativação da via de fosforilação oxidativa utilizando ácidos graxos como substrato. Em seguida 

o complexo I é estimulado com adição de Glutamato e a atividade do complexo II com adição 

de Succinato. Por fim, a segunda adição de ADP estimula novamente a via de fosforilação 

oxidativa agora na presença de substratos do complexo I e II. 

 

HISTOLOGIA: EOSINA E HEMATOXILINA 

  Um fragmento do fígado foi extraído para histologia e em seguida foi colocado em um 

tubo cônico com paraformaldeído 4%. Após 24 horas de submersão em paraformaldeído 4%, 

as amostras foram lavadas em água corrente e foram armazenadas em álcool etílico 70%. Os 

tecidos foram banhados, por uma hora, em álcool em diferentes concentrações (80%, 95% e 

100%), xilol, e parafina. Posteriormente, os tecidos foram incluídos em blocos de parafina, e 

cortados com uma espessura de 4,0 μm e fixados em lâminas de microscopia. Por fim, for 

utilizado os corantes de eosina e hematoxilina a fim de verificar a estruturação tecidual. 

 

CULTURA DE CÉLULAS E TRATAMENTOS 

Linhagenss celulares HepG2 e Hepa foram cultivadas em DMEM e suplementadas com 

10% (v/v) soro fetal bovino (SFB) e 1% penicilina estreptomicina. As células foram cultivadas a 

37 ° C sob uma atmosfera umidificada contendo 5% de CO2. As sequências do gene da Notch1 

foram derivadas do plasmídeo pLIX-hN1ICD (Fig. 7A - plasmídeo original Addgene #91897), 

que expressa o domínio intracelular sob o controle de um promotor induzível com tetraciclina, 

e pCS2 Notch1 Full Length-6MT (Fig. 7B - plasmídeo original Addgene #41728), que expressa 

a proteína Notch1 completa sob o controle de um promotor constitutivo. A preparação dos 

plasmídeos foi realizada utilizando o Qiagen endofree maxi-prep kit e os plasmídeos foram 

transfectados em culturas de células utilizando lipofectamina (Thermo). A superexpressão do 

grupo pLIX foi induzido por tetraciclina (10 µg/mL). Além disso, para o experimento com 

HepG2, as células foram tratadas com palmitato 100µM e DAPT 20µM, a fim de medir a 

concentração lipídica pelo corante oilred. As células foram lavadas com PBS e então fixadas com 

10% formaldeído por 30 min. A próxima etapa foi realizar a coloração com oilred por 15 
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minutos. Em seguida, as células foram lavadas com água deionizada, e as fotos foram 

adquiridas para o meio com microscópio óptico (LAB2000, LABORANA ®, São Paulo, Brasil) 

com Moticam Pro 282B 5.0 megapixels (Motic ®, Hong Kong, China). Para a análise de lipídios 

intracelulares, as células com isopropanol 100% durante 10 min e então as amostras foram 

aplicadas em uma placa para leitura da absorbância.  

 

 

 

Figura 7. Sequências do gene da Notch1 foram derivadas do plasmídeo pLIX-hN1ICD 

(www.addgene.org/91897/) e pCS2 Notch1 Full Lenght-6MT (www.addgene.org/41728). 

ESTATÍSTICA 

Todos os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média. A 

normalidade dos dados foi analisada pelo teste de Shapiro-Wilk. Quando comparado dois 

grupos, foi usando o teste t de Student (normal) ou Teste de Mann-Whitney (não normal). 

Quando comparado três grupos, a análise de variação - teste ANOVA one-way (normal) 

seguido de post-hoc de Tukey ou Kruskal-Wallis (não normal) foi adotado. Os dados expressos 

em gráficos de dispersão, foram avaliados pelo teste ANOVA two-way. Os resultados de 

Western Blotting foram apresentados e quantificados por densitometria usando o programa 

Un-Scan-It Gel 6.1® e normalizados pelo respectivo controle endógeno. A significância 
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estatística foi definida em p<0,05 como estatisticamente significante. O programa "GraphPad 

Prism 8.0.1 foi utilizado para as análises estatísticas bem como para as construções dos gráficos. 
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RESULTADOS 
 

DIETA RICA EM GORDURA SATURADA INDUZ INTOLERÂNCIA AO PIRUVATO 

 
 Inicialmente, verificou-se que a distribuição randomizada dos camundongos nos 

diferentes grupos experimentais não apresentou diferença na massa corporal inicial (Fig. 8A), 

no entanto, após o protocolo de indução de obesidade (8 semanas), antes da intervenção do 

treinamento físico, os animais alimentados com uma dieta rica em gordura saturada (OBS e 

OBT) apresentaram aumento massa corporal quando comparados ao grupo alimentado com 

dieta padrão (Fig. 8B). Observou-se ainda, que os animais obesos apresentaram aumento na 

glicemia de jejum e intolerância ao piruvato após a indução a obesidade em relação aos animais 

CTL (Fig. 8C-E). 

 
 
Figura 8. Indução a obesidade. (A) Massa corporal inicial dos diferentes grupos durante as 

semanas experimentais. (B) Massa corporal final pré-treinamento. (C) Glicemia de jejum, (D) 

teste de tolerância ao piruvato e (E) AUC do teste TTP. Os resultados foram estatisticamente 

diferentes de acordo com p<0.05, sendo * ≠ de CTL e # ≠ OBS. 
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TREINAMENTO FÍSICO AERÓBIO MELHORA A PERFORMANCE NO PROTOCOLO DE CARGA 

INCREMENTAL 

 Com o fim da etapa de indução a obesidade, realizou-se o protocolo de carga 

incremental a fim de encontrar a intensidade individual de cada animal para o treinamento 

físico. Assim, após 3 semanas de treinamento, notou-se um aumento da velocidade de exaustão 

pós treinamento (Fig. 9A) bem como exaustão, na qual avaliamos a influência do peso sob a 

VE (Fig. 9B). Ademais, observou-se uma maior distância percorrida dos animais no segundo 

teste (pós) quando comparados ao teste inicial (pré), sugerindo uma melhora na performance 

de corrida gerada pelo treinamento (Fig. 9C). 

 

 
 

Figura 9. Protocolo de carga incremental. (A) Velocidade de exaustão. (B) Exaustão em relação 

a massa corporal. (C) Distância percorrida. Os resultados foram estatisticamente diferentes de 

acordo com p<0.05, sendo * ≠ de pré-treinamento. 

 

TREINAMENTO FÍSICO AERÓBIO REDUZ ADIPOSIDADE, MAS NÃO A INGESTÃO ALIMENTAR EM 

CAMUNDONGOS OBESOS 

 
 No final das 4 semanas de corrida em esteira não foi encontrado alterações na massa 

corporal final quando comparados apenas os grupos que receberam dieta hiperlipídica, porém 

ambos os grupos apresentaram aumento da massa corporal quando comparados ao grupo CTL 

(Fig. 10A-B). Por outro lado, observou-se uma redução na adiposidade dos animais treinados, 

onde os camundongos OBT apresentaram uma redução no tecido adiposo mesentérico e 

epididimal, quando comparados ao grupo OBS (Fig. 10C). Ademais, não foi verificado 
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diferenças significativas entre os grupos na ingestão de alimentar durante o período de 24 

horas de análise, apenas no tempo 6 horas os animais OBS apresentaram uma ingestão 

alimentar maior quando comparados ao grupo CTL (Fig. 10D-E). 

 

Figura 10. (A) Massa corporal final. (B) delta da massa corporal. (C) Massa adiposa. (D) 

Ingestão alimentar e (E) AUC da ingestão. Os resultados foram estatisticamente diferentes de 

acordo com p<0.05, sendo * ≠ de CTL e # ≠ OBS. 

 

EXERCÍCIO FÍSICO AERÓBIO MELHORA O PERFIL LIPÍDICO DE CAMUNDONGOS OBESOS 

 
 Apesar de não encontrar diferenças na massa corporal e adiposa entre os grupos obesos, 

o grupo OBT demonstrou um menor TAG sérico em comparação com os demias grupos 

experimentais. Os animais treinados atenuaram a elevação nos níveis séricos de colesterol total 

e LDL promovidos pela obesidade (Fig. 11A e 11C). Verificou-se que os animais obesos 

sedentários apresentaram menor concentração sérica de HDL quando comparados aos animais 

controles (Fig. 11B). Ainda, os animais que realizaram o exercício físico mostraram uma 

tendência de redução de β-Hidroxibutirado (p=0.05) em comparação aos animais CTL (Fig. 
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11D). Além disso, observou-se que os animais obesos apresentaram aumento nos níveis alanina 

aminotransferase (ALT) e o exerício físico preveniu essa alteração (Fig. 11E). Não houve 

diferenças nos níveis de aspartato aminotransferase (AST) (Fig. 11F). 

 

 

 

Figura 11. Perfil lipídico e enzimas hepáticas. (A) TAG soro. (B) Colesterol total. (C) HDL. (D) 

LDL. (E) β-Hidroxibutirado. (F) ALT e (G) AST. Os resultados foram estatisticamente 

diferentes de acordo com p<0.05, sendo * ≠ de CTL e # ≠ OBS. 

 

EXERCÍCIO FÍSICO AUMENTA A TOLERÂNCIA À GLICOSE E A SENSIBILIDADE À INSULINA  

 
 Com a melhora do perfil lipídico, examinamos a homeostase glicêmica dos diferentes 

grupos experimentais. Foi possível observar que os animais OBS apresentaram aumento 

significativo na glicemia (Fig. 12A), mas não na insulina de jejum quando comparados ao grupo 

CTL (Fig. 12B). Por outro lado, os animais submetidos ao protocolo de exercício reduziram a 

glicemia e a insulina de jejum (Fig. 12A e 12B), e apresentaram tendência de redução na 

resistência à insulina (p=0.08), identificada pelo teste HOMA-IR (Fig. 12C). Por meio do teste 

TTG, o exercício físico mostrou-se capaz de atenuar a intolerância a glicose (Fig. 12D e 12E) 

assim como a sensibilidade à insulina quando comparados aos animais OBS (Fig. 12F e 12G). 
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Figura 12. Homeostase glicêmica. (A) Glicemia de jejum. (B) Insulina de jejum. (C) HOMA-IR. 

(D) Teste de tolerância à glicose e (E) AUC do TTG. (F) Teste de tolerância à insulina e (G) taxa 

de decaimento da glicose (KITT).  Os resultados foram estatisticamente diferentes de acordo com 

p<0.05, sendo * ≠ de CTL e # ≠ OBS. 

 

SINALIZAÇÃO DA NOTCH1 HEPÁTICA É SUPRIMIDA PELO EXERCÍCIO FÍSICO  

 
 Do ponto de vista molecular, encontramos que a obesidade promoveu um aumento 

significativo no conteúdo proteico total de Notch1 e do domínio intracelular NICD em 

comparação aos animais controle (Fig. 13A e 13B). Além disso, ao analisarmos o conteúdo 

proteico nuclear, identificou-se que houve um aumento significativo nos níveis proteicos de 

NICD, RBPJ e FoxO1 nos animais obesos sedentários em relação aos animais controle (Fig. 13D-

F). Enquanto isso, os animais exercitados apresentaram redução significativa na concentração 

total de proteínas Notch1 e NICD bem como da proteína Presinilina-1, proteína associada ao 

complexo γ-secretase (Fig. 13A-C). Ainda, as análises do conteúdo proteico do núcleo 

revelaram que os animais OBT reverteram os elevados níveis NICD (Fig. 13) e também 

apresentaram uma tendencia de redução (p=0.05) de FoxO1 nuclear (Fig. 13C) promovidos pela 

obesidade. Uma vez estabelecido os efeitos no conteúdo proteico, o próximo passo foi examinar 
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o conteúdo de RNA mensageiro das proteínas envolvidas na sinalização da Notch1. Assim, 

não foi identificado diferenças significativas nos níveis de RNAm da Notch1, porém a 

obesidade resultou no aumento de RBPJ e de Hes1 em relação ao grupo CTL (Fig. 13G). Por 

fim, analisamos o conteúdo de RNAm das proteínas que compõem o complexo γ-secretase. Os 

animais do OBS exibiram elevação nos níveis de RNAm da Presinilina-1 e Presinilina-2 (p=0.05), 

enquanto os animais treinados reduziram o conteúdo de Presinilina-1 e apresentaram uma 

tendência de diminuição de PEN2 (p=0.07) quando comparados ao grupo OBS (Fig. 13H). 

Ademais, os animais OBT apresentaram uma redução significativa na expressão de Nicastrin 

quando comparado aos demais grupos e também se notou um aumento significativo no 

conteúdo de APH1c em relação ao grupo OBS (Fig 10H). 
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Figura 13. Via de sinalização da Notch1.  Foram avaliados o conteúdo proteico de (A) Notch1, 

(B) NICD e (C) Presinilina-1. Além disso, foi mensurado o conteúdo proteico nuclear de (D) 

NICD, (E) RBPJ e (F) FoxO1. Por fim, os níveis de RNAm das proteínas da (G) via da Notch1 e 

do (H) complexo γ-secretase.  Os resultados foram estatisticamente diferentes de acordo com 

p<0.05, sendo * ≠ de CTL e # ≠ OBS. 
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TREINAMENTO AERÓBIO REDUZ A GLICONEOGÊNESE HEPÁTICA EM CAMUNDONGOS OBESOS  
 
 Estabelecido os efeitos moleculares promovidos pelo exercício na sinalização da Notch1 

no fígado, a próxima etapa foi verificar se essas alterações apresentam algum impacto nas vias 

reguladas pela Notch1, como a produção hepática de glicose. Portanto, verificou-se que os 

animais do grupo OBS mostraram uma intolerância ao piruvato maior em relação ao grupo 

CTL, enquanto os animais OBT apresentaram-se mais tolerantes quando comparados ao grupo 

OBS (Fig. 14A-B). Apesar disso, não foi possível observar alterações na expressão gênica de 

enzimas da gliconeogênese nos animais obesos sedentários em comparação com o grupo CTL 

(Fig. 14C). Contudo, os animais exercitados exibiram uma redução nos níveis de RNAm de 

G6Pase quando comparados ao grupo CTL (Fig. 14C). Nenhuma diferença foi encontrada em 

relação ao conteúdo de RNAm de PEPCK e PCB entre os grupos (Fig. 14C).  Ademais, o 

conteúdo proteico de G6Pase mostrou-se aumentado nos animais OBS quando comprados ao 

grupo CTL (Fig. 14D). No entanto, o treinamento físico foi capaz de reduzir a concentração 

proteico de G6Pase, PEPCK e PCB em comparação com os OBS (Fig. 14C-E). 

 
Figura 14. Gliconeogênese hepática. (A) Teste de tolerância ao piruvato e (B) área sob a curva 

do TTP. (C) Conteúdo de RNAm das proteínas da gliconeogênese. Conteúdo proteico de (D) 

G¨Pase, (E) PEPCK e (F) PCB.  Os resultados foram estatisticamente diferentes de acordo com 

p<0.05, sendo * ≠ de CTL e # ≠ OBS. 
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TREINAMENTO AERÓBIO REDUZ O ACÚMULO DE LIPÍDEOS HEPÁTICO EM CAMUNDONGOS OBESOS

  
 Além do controle na gliconeogênese, a Notch1 exibe uma ação na regulação da 

lipogênese hepática, por meio da ativação de mTOR. Aqui, não se observou alteração na 

fosforilação de proteínas associadas ao complexo mTORC1 nos animais OBS, porém, o grupo 

OBS apresentou aumento no conteúdo proteico de SREBP-1C, importante marcador 

lipogênico, em relação ao grupo CTL (Fig. 15D). Por outro lado, o treinamento físico mostrou-

se eficiente em reduzir a fosforilação das proteínas mTOR e Raptor (Fig. 15A e 15B), bem como 

reduzir os níveis proteicos de SREBP-1C (Fig. 15D). Corroborando com as alterações 

moleculares, foi possível observar uma redução no acúmulo de lipídeos nos animais OBT em 

comparação com OBS, além dos animais OBS também apresentarem uma concentração maior 

de lipídeos hepático em relação ao grupo CTL (Fig. 15E e 15F).  
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Figura 15. Lipogênese hepática. Conteúdo proteico de (A) p-mTOR, (B) p-Raptor, (C) p-4E-BP1 

e (D) SREBP-1C. (E) H&E e (F) TAG do do tecido hepático. Os resultados foram 

estatisticamente diferentes de acordo com análise com p<0.05, sendo * ≠ de CTL e # ≠ OBS. 

 

EXERCÍCIO FÍSICO RESTABELECE RESPIRAÇÃO MITOCONDRIAL NO FÍGADO DE CAMUNDONGOS 
OBESOS  
 
 Verificou-se ainda, por meio do isolamento de mitocôndrias do fígado dos diferentes 

grupos (Fig. 16A), que os animais OBS apresentaram uma redução na respiração mitocondrial 

quando comparados ao grupo CTL (Fig. 16B). Contudo, os animais exercitados, apresentaram 

maior respiração mitocondrial quando estimulados com glutamato, succinato e ADP (Fig. 16B). 

Em seguida, nós analisamos as proteínas pertencentes a fosforilação oxidativa (OXPHOS) (Fig. 

16C). Verificamos que os animais OBT apresentaram aumento do transportador CPT1A 

quando comparados ao grupo OBS (Fig. 16D). Entretanto, não se observou nenhuma diferença 

significativa nas proteínas associadas ao complexo OXPHOS entre os grupos, apenas uma 
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tendencia de redução no conteúdo proteico de ATP5A (p=0.06) nos animais OBS em 

comparação ao grupo CTL (Fig. 16E). 

 

 
Figura 16. Respiração mitocondrial. (A) esquema ilustrativo, (B) respiração mitocondrial 

analisada pelo equipamento OROBOROS®. (C) Análise molecular do tecido hepático de: (D) 

CPT1A (E) V-ATP5A, (F) III-UQCRC2, (G) IV-COX II, (H) II-SDHB, (I) NDUFB8.  Os resultados 

foram estatisticamente diferentes de acordo com p<0.05, sendo * ≠ de CTL e # ≠ OBS. 
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INIBIÇÃO DO COMPLEXO GAMA-SECRETASE MELHORA TOLERÂNCIA AO PIRUVATO E A 

GLICONEOGÊNESE HEPÁTICA 

 
 A fim de confirmar se as alterações promovidas associadas a redução da Notch1 em 

camundongos obesos, verificou-se que a injeção de DAPT, inibidor de γ-secretase, promoveu 

uma redução glicêmica após 30 minutos durante o teste de tolerância ao piruvato (Fig. 17A). 

Além disso, foi possível identificar uma redução na área sob a curva do teste TTP dos animais 

que receberam o inibidor quando comparados aos animais controle obeso (Fig. 17B). Em 

seguida, identificou-se que após 30 minutos da injeção de DAPT, o conteúdo proteico de NICD 

(Fig. 17C) e das proteínas da via gliconeogênese, PEPCK e G6Pase, encontraram-se reduzidos 

(Fig. 17D e 17E), estabelecendo assim uma relação entre a via da Notch1 e a produção hepática 

de glicose. Por fim, notou-se que o uma tendencia em reduzir SREBP-1C (p=0.07) nos animais 

que receberam o inibidor quando comprados ao grupo controle (Fig. 17F). 

 

 
 

Figura 17. Inibição do complexo γ-secretase. (A) Teste de tolerância ao piruvato e (B) área sob 

curva do TTP. (C) Conteúdo proteico de NICD, (D) PEPCK, (E) G6Pase e (F) SERBP-1C.  Os 

resultados foram estatisticamente diferentes com p<0.05, sendo * ≠ de OBS. 
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EXERCÍCIO FÍSICO REDUZ ATIVAÇÃO DE NOTCH1 NO FÍGADO DE CAMUNDONGOS OB/OB 

 
 A etapa seguinte foi observar o efeito do exercício físico aeróbio em camundongos 

obesos, ob/ob, que são camundongos que desenvolvem a obesidade devido à ausência de 

leptina. Assim, verificou-se que os animais obesos sedentários se mostraram intolerantes ao 

piruvato, enquanto os animais obesos exercitados apresentaram redução nos níveis glicêmicos 

durante o TTP e uma tendencia de redução da área sob a curva do teste (Fig. 18B e 18C). Além 

disso, os animais ObSed apresentaram aumento da glicemia e da insulina de jejum quando 

comparados aos animais magros e consequentemente resistência à insulina (Fig. 18D-F). Por 

outro lado, apesar de verificar uma redução na glicemia de jejum nos animais ObExe (Fig. 18D), 

nenhuma redução na insulina de jejum e no HOMA-IR foi encontrado (Fig. 18E e 18F). Não 

obstante, os animais ObSed apresentaram uma tendencia de aumento nos níveis séricos de 

TAG (p=0.06), enquanto os animais ObExe apresentaram uma redução, não significativa 

(p=0.05) quando comparados aos animais obesos sedentários (Fig. 18G). Ainda, os animais 

ObSed apresentaram aumento nos níveis de ALT quando comparados aos animais CTL (Fig. 

18H) e nenhuma uma diferença significativa foi observada nos níveis de AST nos diferentes 

grupos experimentais (Fig. 18I). Do ponto de vista molecular, notou-se que os animais ObSed 

aumentou o conteúdo proteico de NICD comparado ao grupo CTL, enquanto e os exercitados 

apresentaram uma redução de NICD em relação ao grupo ObSed (Fig. 18J). Ademais, os 

animais ObSed apresentaram uma tendencia de aumento nas concentrações proteicas de 

PEPCK e SREBP-1C (p=0.05 e p=0.06, respectivamente) quando comparados ao grupo CTL (Fig. 

18K e 18L). O exercício físico, por sua vez, preveniu o aumento dos níveis de PEPCK e SREBP-

1C, em relação aos animais ObSed, porém não houve diferenças significativas (Fig. 18K e 18L). 

Nenhuma diferenção foi observada nos níveis de CPT1A CTL (Fig. 18M). Identificou-se ainda, 

que os animais ObSed obtiveram um maior acúmulo de lipídeos no fígado em relação aos 

animais controles, enquanto os animais treinados conseguiram reduzir as concentrações de 

gotículas lipídicas, mas não de forma significativa (Fig. 18N e 18O).  
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Figura 18. Análises com animais obob. Foi verificado (A) massa corporal final, (B) teste de 

tolerância ao piruvato, (C) AUC do teste TTP, (D) glicemia de jejum, (E) insulina de jejum e (F) 

HOMA-IR. (G) TAG soro, (H) ALT e (I) AST. Foi mensurado o conteúdo proteico de (J) NICD, 

(K) PEPCK, (L) SREBP-1C e (M) CPT1A. (N) H&E e (O) TAG no tecido hepático. Os resultados 

foram estatisticamente diferentes de acordo com análise com p<0.05, sendo * ≠ de CTL e # ≠ 

ObSed. 

 

SUPEREXPRESSÃO DA NOTCH1 AUMENTA PEPCK E SREBP-1C EM CÉLULAS HEPA 

 
Com o intuito de confirmar o efeito da Notch1 diretamente nos hepatócitos, foi realizado 

a superexpressão da Notch1 Full Length assim como a superexpressão do domínio intracelular 
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da Notch1 em linhagem celular Hepa, originadas de tecido hepático de camundongos. Dessa 

maneira, foi possível identificar que a superexpressão de Notch1 resultou em aumento nos 

níveis proteicos de PEPCK e SREBP-1C, mas não no conteúdo proteico de FAS (Fig. 19A). 

Acompanhado os dados anteriores, ao superexpressar o NICD, identificou-se uma tendência 

em aumentar os níveis proteicos de PEPCK e SREBP-1C (p=0.06), porém não houve diferença 

no conteúdo proteico de FAS (Fig. 19B).  

 

 
Figura 19. Superexpressão da Notch1 Full Lenght (pCS2) e de NICD (pLIX-hN1CD) em células 

Hepa. (A) conteúdo proteico de Notch1, PEPCK, SREBP-1C e FAS após superexpressão da 

Notch1. (B) conteúdo proteico de Notch1, PEPCK, SREBP-1C e FAS após superexpressão do 

NICD. Os resultados foram estatisticamente diferentes p<0.05, sendo * ≠ de seus respectivos 

controles. 

 

INIBIÇÃO DO COMPLEXO GAMA SECRETASE NÃO REDUZIU O ACÚMULO DE LIPÍDEOS EM CELULAS 

HEPG2  

 
 Por fim, a fim de verificar o efeito da atividade da Notch1 na lipogênese hepática, 

utilizou-se palmitato para induzir o acúmulo de lipídeos e mimetizar um ambiente 
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obesogênico. Assim, na figura 20A e 20B foi possível identificar que o tratamento com 

palmitato aumentou o acúmulo de lipídeos quando comparados ao grupo controle e com o 

grupo tratado apenas com DAPT após 48 horas de tratamento. No entanto, quando as células 

foram tratadas com palmitato e o inibidor DAPT, não foi encontrado nenhum efeito protetor, 

mas sim uma tendencia de aumento das concentrações lipídicas nessas células, quando 

comparados aos demais grupos controle e DAPT (Fig. 20A e 20B). 

 

 
Figura 20. Células HepG2 foram tratadas com DAPT 20µM e palmitato 100 µM por 48 horas, 

sem o período de starvation. (A) imagens das células após coloração com o corante oilred. (B) 

Quantificação dos lipídeos intracelulares. Os resultados foram estatisticamente diferentes 

p<0.05, sendo * ≠ controle e # ≠ DAPT. 
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DISCUSSÃO 
A Notch1 tem sido um alvo de estudo no metabolismo hepático devido a sua ação no 

controle da gliconeogênese e lipogênese (BI; KUANG, 2015). No presente estudo observou-se 

que o treinamento físico aeróbio foi eficiente em reduzir a produção hepática de glicose bem 

como o acúmulo de lipídeos no fígado de animais obesos. Do ponto de vista molecular, 

indentificou-se que a obesidade induziu um aumento no conteúdo proteico de Notch1 bem 

como de NICD, forma ativa da Notch1, e outras proteínas associadas a essa via. De forma 

inédita, demonstrou-se aqui que o exercício físico foi eficaz em reverter a elevação na 

sinalização da Notch1 no tecido hepático de animais obesos. Posteriormente, verificou-se que 

o exercício possibilitou uma menor expressão e conteúdo proteico de enzimas chaves no 

processo de gliconeogênese da lipogênese hepática. Interessantemente, resultados similares 

foram observados em animais ob/ob. Ainda, o exercício físico foi capaz de aumentar a 

respiração mitocondrial, sugerindo um aumento na oxidação lipídica hepática. A inibição do 

complexo γ-secretase, principal mecanismo de clivagem da Notch1 repercutiu em uma menor 

área sob a curva no TTP nos animais que receberam o inibidor DAPT quando comparados ao 

controle, além do que o inibidor reduziu de forma significativa o conteúdo proteico de NICD 

bem como PEPCK e G6Pase. Por fim, a superexpressão de Notch1 em hepácitos resultou em 

aumento das enzimas gliconeogênicas bem como de SREBP-1C, confirmando os resultados in 

vivo. Toamdos em conjunto, nossos resultados evidenciam os efeitos prejudicias do aumento 

de Notch1 sobre o metabolismo hepático com a obesidade e ao contrário, o efeito inibitório do 

exercício nessa via de sinalização. 

Os desarranjos metabólicos promovidos pela obesidade impactam diretamente a 

homeostase glicêmica, tornando-a um dos maiores fatores de risco para o desenvolvimento do 

DM2 (RODEN; SHULMAN, 2019). A gliconeogênese  hepática representa aproximadamente 

90% da produção endógeno de glicose, propiciando a manutenção da homeostase glicêmica 

(PETERSEN; VATNER; SHULMAN, 2017). Nesse sentido, um dos mecanismos mais 

conhecidos na supressão de PHG é a sinalização da insulina. Após o reconhecimento da 

insulina, o IR propaga o sinal intracelular da via até a fosforilação da Akt, que por sua vez é 

capaz de promover a extrusão da FoxO1 do núcleo celular, através da fosforilação do sítio 
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serina256. Fora do núcleo, a FoxO1 torna-se incapaz de promover a expressão das enzimas 

chaves no processo de gliconeogênese, como a PEPCK e G6Pase (PAJVANI; ACCILI, 2015). 

Quando há interferências na sinalização da FoxO1, através de sua superexpressão ou inibição, 

observa-se alterações na gliconeogênese hepática em decorrência da expressão de G6Pase e 

PEPCK (QU et al., 2006; SAMUEL et al., 2006). Como encontrado em estudos prévios (ARAÚJO 

et al., 2007; GU et al., 2019), foi possível detectar que o nosso modelo de obesidade gerou 

aumento no conteúdo proteico das enzimas pertencentes a gliconeogênese e encontramos uma 

presença maior de FoxO1 no núcleo celular dos animais OBS quando comparados ao grupo 

CTL, corroborando com os dados do teste de tolerância ao piruvato. Não obstante, verificou-

se que o treinamento físico atenuou as desordens hepáticas ocasionas pela obesidade, 

melhorando a intolerância ao piruvato e reduzindo o conteúdo proteico de PEPCK, G6Pase e 

PCB, conforme observado por estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa e de outros 

grupos (KNUDSEN et al., 2016; MARINHO et al., 2012; MUÑOZ et al., 2017). Além disso, 

observou-se que os animais ob/ob reduziram a intolerância ao piruvato bem como reduziu os 

níveis proteicos de PEPCK. Vale ressaltar, que benéficos observados aqui, não parecem ser 

exclusivos do treinamento aeróbio, estudos recentes têm demonstrado os efeitos do 

treinamento de força na modulação do metabolismo hepático e na produção hepática de glicose 

(PEREIRA et al., 2019, 2020). Deste modo, o treinamento físico tem-se tornado um potencial 

intervenção não farmacológica no combate as desordens metabólicas. 

Apesar de bem descrita a participação da insulina no controle da PHG, ainda se debate 

os mecanismos associados ao controle da gliconeogênese hepática. Curiosamente, Buettner e 

colaboradores (2005), verificaram que a inibição do IR, por meio da injeção de 

oligonucleotídeos antisense (ASO), foi eficiente em prejudicar a via de sinalização da insulina, 

mas não foi capaz de interferir na supressão da gliconeogênese mediado pela insulina 

(BUETTNER et al., 2005). Nessa mesma perspectiva, Dong e colaboradores (2008) revelaram 

que a deleção específica de IRS1 e IRS2 no tecido hepático não interferiu na ativação da FoxO1 

hepática (DONG et al., 2008). Tais achados aventam a hipótese que mecanismos independentes 

possam regular a atividade da FoxO1 assim como a produção hepática de glicose independente 

da sinalização da insulina. Dessa maneira, a Notch1 mostra-se uma via promissora no 
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metabolismo hepático, visto que o domínio NICD é capaz de associar-se a FoxO1 no núcleo e 

impedir que esse fator de transcrição deixe o núcleo da célula, favorecendo a transcrição de 

genes associados a gliconeogênese (BI; KUANG, 2015). No entanto, a ação da Nocth1 no 

controle da produção de glicose pelo fígado apresenta resultados conflitantes (BERNSMEIER 

et al., 2016; PAJVANI et al., 2011). Apesar de desenhos experimentais diferentes, os nossos 

achados corroboram com os resultados obtidos no elegante trabalho conduzido por Pajvani e 

colaboradores (2011), onde verificou-se que a exacerbação na produção hepática de glicose 

pode estar associada com os aumentos nos níveis de Notch1 e FoxO1 (PAJVANI et al., 2011). 

O knockout de Notch1 e FoxO1 no fígado refletiu na supressão da gliconeogênese (PAJVANI et 

al., 2011). Além disso, Song e colaboradores (2016) mostraram que camundongos obesos 

induzidos por dieta, assim como o presente estudo, apresentaram aumento no conteúdo 

proteico de Notch1, no entanto, nós não detectemos elevação nos níveis de RNAm de Notch1 

assim como os autores apontaram (SONG et al., 2016). Por fim, análises realizadas em pacientes 

com obesidade mórbida, revelaram que os produtos da ativação da Notch1 (Hes1 e Hey1) 

hepática se correlacionaram positivamente com a resistência à insulina bem como PEPCK e 

G6Pase (VALENTI et al., 2013). 

Diante da relevância na Notch1 no metabolismo hepático e o impacto do descontrole da 

homeostase glicêmica na vida dos pacientes acometidos por distúrbios metabólicos, 

postulamos que o exercício físico poderia ser uma intervenção capaz de modular essa 

sinalização, uma vez que estudos prévios demostraram que o exercício físico era capaz de 

modular a Notch1 em outros tecidos (CATOIRE et al., 2012; MACKENZIE et al., 2013; ZHANG 

et al., 2018). Nesse sentido, pela primeira vez na literatura, identificou-se que o exercício físico 

foi eficaz em reduzir o conteúdo proteico de Notch1 e NICD total assim como NICD nuclear 

no tecido hepático. Consequentemente, pode-se inferir que essas modificações podem estar 

contribuindo na melhora da homeostase glicêmica de animais obesos bem como na regulação 

dos níveis proteicos de enzimas gliconeogênicas. Além disso, sugerimos que estudos que 

buscam entender os efeitos de outros protocolos de exercício, como aeróbios, força ou 

concorrentes, busquem analisar a via da Nocth1 no tecido hepático, com o intuito de ampliar 
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o conhecimento sobre os efeitos do exercício frente a esta via e promover a prática mais eficiente 

e segura para prejuízos metabólicos associados a obesidade. 

Com intuito de entender quais os mecanismos que podem estar proporcionando as 

reduções na atividade da Notch1, destaca-se que os camundongos exercitados reduziram o 

conteúdo proteico de Presinilina-1. Ademais, o exercício diminuiu os níveis de RNAm de 

Presinilina1 assim como a expressão de Nicastrin. Outros estudos utilizaram da inibição do 

complexo γ-secretase para controlar a Notch1, assim como o nosso trabalho (COOK et al., 2012; 

PLENTZ et al., 2009). A injeção aguda e crônica (5 dias) de inibidor de gama-secretase foi capaz 

de melhorar a sensibilidade a insulina e reduzir a glicemia basal de camundongos obesos 

induzidos por dieta e ob/ob (PAJVANI et al., 2011). Mais recente, apropriando-se da utilização 

de técnicas modernas no desenvolvimento de fármacos, Richter e colaboradores (2020), 

inseriram o inibidor de γ-secretase em nanopartículas a fim de ampliarem a distribuição da 

droga no organismo e evitar efeitos adversos provocados por essa substância (RICHTER et al., 

2020). Dessa modo, foi obsevado redução da produção de glicose, sem nenhuma alteração 

intestinais, confirmando a efetividade dos inibidores γ-secretase  (RICHTER et al., 2020).  No 

presente estudo, foi utilizado o inibidor DAPT, uma vez que seu mecanismo de inibição se dá 

por meio da Presinilina-1 (WOLFE, 2019). Aqui, verificou-se que esse inibidor foi efetivo na 

supressão da produção hepática de glicose assim como no conteudo proteico de G6Pase e 

PEPCK. Portanto, pode-se sugerir que a redução de proteínas chaves do complexo γ-secretase, 

especificamente a Presinilina-1, como um dos possíveis mecanismos de controle da Notch1 

mediado pelo exercício físico.  

Outro ponto significante é que a inibição de γ-secretase e especificamente da Nicastrin, 

reduz a intolerância a glicose e melhora os níveis plasmáticos de TAG (KIM et al., 2018). Aqui, 

foi possível identificar que os animais treinados, swiss e ob/ob, também apresentaram melhora 

nos níveis plasmáticos de TAG e das outras lipoproteínas, independente da redução da massa 

corporal dos animais. No entanto, assim como estudo prévio do nosso grupo, apesar de não 

alterar a massa corporal, o treinamento físico aeróbio foi eficiente em reduzir a adiposidade 

nesses animais (GASPAR et al., 2019b). Assim, exercício físico aeróbio mostra-se uma 

importante estratégia no controle do perfil lipídico de pacientes com doenças coronarianas, 
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indivíduos que apresentam um perfil lipídico desregulado (MUSCELLA; STEFÀNO; 

MARSIGLIANTE, 2020). Recentemente, foi verificado que o tratamento de quatro semanas 

com DAPT, em camundongos obesos, reduziu o perfil lipídico sérico dos animais bem como 

reduzir o acúmulo de lipídeos no fígado (ZHANG et al., 2021). Assim podemos sugerir que a 

modulação da Notch1 pelo exercício físico também pode contribuir para melhora no perfil 

lipídico dos camundongos obesos exercitados.  

Além da melhora do perfil lipídico sérico, verificou-se que os animais exercitados 

apresenatarm melhora nos níveis lipídicos no tecido hepático. O exercício físico, seja ele aeróbio 

ou resistido, tem sido apontado como uma importante intervenção para o tratamento DHGNA. 

Observa-se que em modelos experimentais de obesidade, diabetes e em humanos, o 

treinamento aeróbio é eficiente em reduzir o acúmulo de lipídeos hepáticos (KAPRAVELOU 

et al., 2015; KEATING et al., 2015; MUÑOZ et al., 2018). Nesse contexto, a Notch1 parece ser 

uma via importante no metabolismo lipídico hepático. Inicialmente, verificou-se que a Notch1 

junto ao fator de transcrição RBPJ é uma via importante para controle da lipogênese hepática, 

uma que essa sinalização favorece uma maior estabilização do complexo mTORC1. Quando 

inibidas, os animais tornaram-se mais resistentes em acumular lipídeos no fígado (PAJVANI 

et al., 2013). O complexo mTORC1 desempenha um papel importante no metabolismo lipídico 

hepático, pois é responsável pela regulação da atividade de SREBP-1C, que por sua vez, 

controla a síntese de lipídeos no tecido hepático (HAN; WANG, 2018; MOON, 2017). Portanto, 

no presente estudo, indentificou-se que os animais treinados, swiss e ob/ob, apresentaram 

redução de NICD e de SREBP-1C. Sobretudo nos animais swiss que realizaram o treinamento 

físico aeróbio, encontrou-se que os níveis de NICD estavam reduzidos no núcleo assim como 

esses animais ficaram protegidos de aumentar os níveis de RBPJ nuclear. Recentemente, em 

humanos, identificou-se que a Notch1 está relacionado com a severidade da esteatose hepática 

(ZHU et al., 2018). Apesar disso, outro grupo de pesquisadores encontraram que a deleção da 

Notch1 induziu a esteatose hepática em modelos experimentais e pacientes com DHGNA e 

esteatose hepática apresentaram uma redução na expressão gênica de Notch1 (BERNSMEIER 

et al., 2016). Levando em consideração esses aspectos, nosso trabalho vai ao encontro dos 
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achados de Pajvani e seu grupo de pesquisa (PAJVANI et al., 2013; VALENTI et al., 2013; ZHU 

et al., 2018).  

Outro mecanismo descrito, não avaliado nesse trabalho, que pode explicar a ativação da 

Notch1 na obesidade e o efeito do exercício nessa via, é a inflamação. Recentemente, foi 

verificado que humanos com esteatose hepática bem como modelos experimentais de esteatose 

hepática, apresentam aumentam da proteína Jag1, ligante da Notch1 (YU et al., 2021). A 

inibição especificamente de Jag1 no fígado, protegeu do acúmulo de lipídios no fígado em 

camundongos. Interessantemente, quando inibido o receptor  do tipo toll 4 (TLR4), também no 

fígado, reduziu o conteudo proteico de Jag1 e consequentemente a fibrose hepática, sugerindo 

uma relação na via TLR4 - o fator nuclear kappa B (NF-kB) e Jag1-Notch1 (YU et al., 2021). 

Estudo préveio do nosso laboratório, demonstrou que o treinamento físico aeróbio em esteira 

em camundongos obesos, reduziu a concentração de proteínas inflamatórias no fígado, 

principalmente a fosforilação de Ikappa quinase B-alfa (IкB-α), sugerindo redução na ativação 

de NF-kB (GASPAR et al., 2019b). Além disso, esses animais apresentaram uma redução na 

esteatose hepática (GASPAR et al., 2019b). Mais recente, foi vericado que o exercício físico 

intervalado de alta intensidade de corrida em esteira foi mais eficaz em reduzir a esteatose e a 

inflamação hepática do que o exercício físico moderado em camundongos (FREDRICKSON et 

al., 2021). Desse modo, apesar de não ter avaliado marcadores inflamatórios, podemos sugerir 

que um dos mecanismos associados a redução da ativação de Notch1 nos camundongos 

exercitados, pode estar atrelado a redução da inflamação. 

Ainda no contexto da lipogênese, tem sido investigado compostos capazes de aumentar 

a atividade mitoncondrial e consequentemente aumentar a oxidação de gordura, como 

estratégias no combate a esteatose hepática (GOEDEKE; SHULMAN, 2021). Song e 

colaboradores (2016), demonstraram que a ibição da Notch1 em camundongos bem como em 

células hepáticas HepG2, aumentou a expressão de genes associados a oxidação de lipídeos 

(SONG et al., 2016). Os autores sugerem que esse controle pode se dar por meio da Hes1 ou de 

NICD, no entanto, esse mecanismo ainda não é totalmente compreendido (SONG et al., 2016). 

Aqui, nós encontramos que animais obesos apresentam um prejuízo na capacidade respiratória 

mitocondrial e exercício físico foi capaz de restabelecer a respiração mitocondrial, apesar de 
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não ter apresentado diferença nas proteínas dos complexos OXPHOS. Ao encontro de nossos 

achados, o exercício físico aeróbio, seja um corrida em esteira ou em feito de forma espontânea, 

demonstrou-se ser efetivo no aumento da respiração mitocondrial (FLETCHER et al., 2014). 

Por outro lado, embora o exercício físico, de modo geral, tenha a capacidade de aumentar as 

proteínas do complexo OXPHOS no fígado, essa discussão ainda continua em aberto, uma vez 

que essa resposta possa variar em decorrência do tipo de exercício, volume, intensidade e do 

modelo experimental utilizado (STEVANOVIĆ et al., 2020). Além disso, outro macador que 

pode sugerir o aumento da oxidação de lipídeos no nosso modelo experimental, é o aumento 

CPT1A nos animais OBT, uma vez que CPT1 é capaz de direcionar acil-CoA para oxidação 

lipídica na mitocôndria (SCHLAEPFER; JOSHI, 2020).  

 Tomados em conjuntos os nossos achados, algumas perguntas continuam em aberto 

para futuros projetos de pesquisa: Qual o mecanismo pelo qual o exercício físico aeróbio 

controla a ativação da Notch1? Complexo γ-secretase, inflamação-Jag1 ou ambos? Visto que o 

treinamento de alta intensidade mostrou um efeito maior em resposta a esteatose hepática, 

qual seria o efeito de método de treino na via da Notch1? Seria o exercício resistido capaz de 

controlar a ativação de Notch1? Qual a relação entre o mecanismo da Notch1 e a oxidação 

lipídica? As limitações do nosso estudo foi a impossibilidade da realização de experimentos 

com animais knockout de Notch1 no tecido hepático, o que possibilitaria confirmar os nossos 

achados nesse importante modelo experimental. Além disso, nossos resultados ainda não 

podem ser transpostos para humanos, porém são fortes as evidencias da presença desse 

mecanismo em humanos, mas não efetivamente com o exercício físico (VALENTI et al., 2013; 

YU et al., 2021; ZHU et al., 2018). Embora a via da Notch1 seja um caminho longo a ser 

percorrido, nosso trabalho mostrou que o treinamento aeróbio é uma peça-chave na modulação 

da Notch1 no fígado de camundongos obesos. 
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CONCLUSÃO 
 A presente proposta de pesquisa científica traz importantes avanços na compreensão 

dos mecanismos intracelulares envolvendo a via de sinalização da Notch1 e os processos de 

gliconeogênese e lipogênese no tecido hepático na condição de obesidade. Além disso, pela 

primeira vez foi demonstrado que o exercício aeróbio foi capaz de atenuar os efeitos negativos 

da dieta rica em gordura sobre o metabolismo hepático por meio dessa sinalização.  Em 

conjunto, os achados desse estudo demonstram que treinamento físico aeróbio suprimiu a 

sinalização da Notch1 e este efeito revela ser relacionado a supressão de proteínas do complexo 

γ-secretase, que é um ponto chave no controle da atividade da Notch1 no tecido hepático. 

Portanto, conclui-se que a regulação da sinalização da Notch1 hepática através do treinamento 

físico aeróbio foi relevante para diminuir tanto a gliconeogênese quanto a lipogênese no fígado 

de camundongos obesos.  
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