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RESUMO 

 

Borges, GS. Efeito do treinamento físico aeróbico na atividade nervosa simpática dos 

tecidos tumoral e muscular esquelético em modelo experimental de câncer. 2024. Tese 

(Doutorado em Ciências) – Escola de Educação Física e Esporte, Universidade de São Paulo, 

São Paulo, 2024.  

 Alterações patológicas do sistema nervoso autônomo têm sido relacionadas com 

o desenvolvimento, progressão e agressividade no câncer. A atividade simpática (AS) 

aumentada acelera o crescimento tumoral em modelos animais de vários tipos de câncer, 

modulando as funções dos tecidos adiposo e muscular esquelético, que apresentam grandes 

alterações morfofuncionais e metabólicas na caquexia, síndrome comum a alguns tipos de 

câncer e associada ao aumento da mortalidade. O treinamento físico aeróbio (TFA) tem sido 

considerado uma potencial terapia complementar ao câncer. Entre seus efeitos destaca-se 

primeiramente a prevenção, e uma vez já estabelecido o desenvolvimento do câncer, ele está 

associado ao aumento de sobrevida. Além disso, um efeito clássico do TFA é a redução da 

hiperatividade simpática e melhora na disautonomia em diferentes doenças crônicas. Tendo 

em vista o papel da AS no câncer e os efeitos do TFA na AS e no câncer, a hipótese que 

orientou o presente estudo foi a de que o TFA poderia contribuir para a redução do 

crescimento tumoral e melhora no quadro de perda de massa e função muscular via 

modulação da AS. Conduzimos o trabalho da tese com o objetivo de investigar os efeitos do 

TFA volume tumoral e função muscular em modelo de câncer induzido por injeção 

subcutânea de células de carcinoma de cólon (CT26) em camundongos, bem como suas 

relações com a via de sinalização adrenérgica em ambos os tecidos. Não foram encontradas 

diferenças na massa corporal, volume tumoral e massa dos tecidos ao final do protocolo nos 

animais tratados com antagonista β2-adrenérgico (ICI). No entanto, observamos aumento da 

expressão de proteina quinase A (PKA) e da forma fosforilada de CREB, um alvo da PKA 

nos animais tratados com ICI. O TFA foi capaz de atenuar o crescimento tumoral e aumentar 

a sobrevida em nosso modelo, bem como prevenir a perda de capacidade funcional dos 

animais com câncer. Não observamos diferenças na expressão de RNAm para o receptor β2-

adrenérgico, bem como na sinalização intracelular clássica da ativação adrenérgica no tumor 

e músculo esquelético entre os grupos de animais treinados e não treinados. É possível que a 

sinalização adrenérgica relacionada aos órgãos do sistema imunológico (SI) esteja alterada 

no câncer, uma vez que esses órgãos encontram-se hipertrofiados e o comportamento de 



 

linfócitos no microambiente tumoral é influenciado pelo estado de treinamento, como 

demonstrado anteriormente por nosso grupo. 

Palavras chave: 

Carcinoma; caquexia; disautonomia; exercício físico; receptores β2 adrenérgicos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

 

Borges, GS. Effect of Aerobic Physical Training on Sympathetic Nervous Activity on 

skeletal muscle and tumoral tissue in Cancer Cachexia. 2024. Thesis (Doctoral degree in 

Science) – School of Physical Education and Sport, University of Sao Paulo, Sao Paulo, 2024.  

 

 Dysautonomia has been related to cancer development, progression, and 

aggressiveness. Increased sympathetic nervous activity (SA) accelerate tumor growth in 

animal models of various types of tumor, modulating adipose and skeletal muscle tissue 

functions, which have major morphofunctional and metabolic changes in cachexia, a 

syndrome prevalent to some types of cancer and associated with increased mortality. Aerobic 

physical exercise training (AET) has been considered a potential complementary therapy for 

cancer. Among its effects, the most important are prevention, and after cancer development, 

increase in survival rates. Also, a classic effect of AET is the reduction of sympathetic 

hyperactivity and improvement in dysautonomia in different chronic diseases. Considering 

the role of SA in cancer and the effects of AFT on SA and cancer, the hypothesis of this 

research is that AET may contribute to the reduction of tumor progression and improve 

muscle and muscular function loss via SA modulation. The main goal is to investigate the 

effects of AET on muscle function and tumor volume in a model of cancer induced by colon 

carcinoma (CT26) in mice and their relationship with adrenergic signaling pathways in both 

tissues. The results indicate that AET is capable of attenuate tumor growth and increase 

survival rates without changing classic intracellular signaling of adrenergic activation on both 

tumor and skeletal muscle. No differences were found in body mass, tumor volume and tissue 

mass at the end of the protocol in animals treated with β2-adrenergic antagonist (ICI). 

However, we observed increased expression of protein kinase A (PKA) and the 

phosphorylated form of CREB, a target of PKA in animals treated with ICI. AET was able 

to attenuate tumor growth and increase survival rate in our model, as well as prevent the loss 

of functional capacity of animals with cancer. We did not observe differences in mRNA 

expression for the β2-adrenergic receptor, as well as in the classical intracellular signaling 

pathway of adrenergic activation in tumor tissue and skeletal muscle between the groups of 

trained and untrained animals. It is possible that adrenergic signaling related to immune 

system organs is affected in cancer, since these organs hypertrophied and the behavior of 

lymphocytes in the tumor microenvironment is influenced by the training state. 

 



 

Key words: 

Carcinoma; cachexia; dysautonomia; physical exercise, β2-adrenergic receptors. 
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1. Introdução 

O câncer compreende um conjunto de doenças cuja característica em comum é sua origem 

em mutações genéticas celulares que se relaciona à divisão celular descontrolada, bem como a 

capacidade de invasão de outros tecidos (INCA, 2022). Esse conjunto de doenças configura 

uma questão de saúde pública e econômica que está em crescimento (JEMAL, A., TORRE, L., 

SOERJOMATARAM, I., BRAY, F., 2019). Em todo o mundo, considerando ambos os sexos, 

o câncer mais diagnosticado é o de pulmão, seguido do câncer de mama feminina e em terceiro 

lugar, o câncer colorretal. Dentre estes, o câncer de pulmão apresenta a maior taxa de 

mortalidade, seguido do câncer de cólon. No Brasil, segundo estimativas do INCA, os tipos 

mais frequentes de câncer no triênio 2023-2025 serão próstata, cólon e reto, pulmão e estômago 

para homens e mama, cólon e reto, colo do útero, pulmão e tireoide para as mulheres (INCA, 

2023). O aumento da prevalência do câncer está associado a diversos fatores de risco, inclusive 

àqueles considerados evitáveis como dieta inadequada, obesidade, tabagismo, aumento do 

tempo sedentário e inatividade física (PARKIN; BOYD; WALKER, 2011; LEE et al., 2012; 

AREM; LOFTFIELD, 2018; ROOS; LAHTI; RAHKONEN, 2019). 

A taxa de mortalidade do câncer é profundamente influenciada pela presença de condições 

associadas. Nesse sentido, a caquexia do câncer – definida como uma desnutrição relacionada 

a doença, compreendendo pelo menos um de três critérios fenotípicos (perda de massa corporal, 

baixo índice de massa corporal ou redução de massa muscular) e pelo menos um de dois 

critérios etiológicos (redução na ingestão ou assimilação alimentar ou inflamação) (ARENDS 

et al., 2021) está intimamente associada ao mau prognóstico (FEARON et al., 2011), sendo 

bastante comum, principalmente nos tipos de câncer onde é registrada alta taxa de mortalidade, 

como o câncer de cólon. Apesar do considerável esforço científico encontrando resultados 

promissores, os achados não tem sido traduzidos em tratamentos eficazes e portanto, ainda não 

foi estabelecido tratamento padronizado para os pacientes com caquexia do câncer. (FEARON 

et al., 2011; ARGILÉS et al., 2023). 

A síndrome da caquexia ocorre mais frequentemente em pacientes com câncer gástrico e de 

pâncreas (80-83%), seguidos de cólon, próstata e pulmão (48-61%) (DEWYS et al., 1980). 

Pacientes caquéticos são mais intolerantes à quimioterapia, tendo risco aumentado toxicidade 

relacionada ao tratamento e menores taxas de resposta, apresentam menor qualidade de vida, 

risco aumentado de complicações cirúrgicas e maior mortalidade (Arends et al., 2017), sendo a 

caquexia responsável por cerca de 20% das mortes de pacientes com câncer (TISDALE, 2002; 

AOYAGI et al., 2015). Desse modo, é necessário o desenvolvimento de tratamentos 
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complementares efetivos na prevenção e reversão dessa condição a partir de sua melhor 

compreensão. 

 

1.1 Câncer e o sistema nervoso autônomo 

O sistema nervoso autônomo (SNA) participa do controle das funções de grande parte dos 

sistemas fisiológicos, regulando a atividade do sistema cardiovascular, respiratório, 

gastrointestinal, assim como processos metabólicos, resposta imune, dentre outros. De fato, o 

SNA foi inicialmente proposto por Walter Cannon (1929) como um dos principais sistemas de 

regulação da homeostasia em condições basais (CANNON, 1929). Enquanto o equilíbrio 

homeostático prevê restabelecer alterações transitórias do meio (por exemplo, durante o sono e 

a ingestão alimentar), alterações sustentadas ou inesperadas causadas por agentes internos 

(genéticos, neurais ou hormonais) ou externos (sociais e físicos) requerem que os sistemas de 

regulação da homeostasia passem a operar sob demanda aumentada. Sob essa premissa, Sterling 

e Eyer (1988) propuseram uma ampliação do termo homeostasia para alostasia (STERLING; 

EYER, 1988), que pressupõe a regulação do meio interno em diferentes condições de demanda. 

A partir dessa visão, o SNA passa a integrar também os sistemas de regulação alostática. 

Estímulos estressores repetidos podem levar esses sistemas adaptativos à falha tanto em cessar 

sua atividade como em exercer sua função apropriadamente. Esse desbalanço refere-se à “carga 

alostática” (MCEWEN, 1988), que contribui para a fisiopatologia de diversas doenças 

(MCEWEN; STELLAR, 1993). De fato, alterações patológicas no balanço autonômico 

(disautonomia) estão diretamente relacionadas ao início, progressão e agravamento de diversas 

doenças crônicas não transmissíveis (ZALEWSKI; SŁOMKO; ZAWADKA-KUNIKOWSKA, 

2018). 

A literatura demonstra evidências de que o SNA tem participação em todo o continuum do 

câncer, atuando tanto no processo de carcinogênese e progressão do tumor, via efeitos em seu 

microambiente, quanto em outros tecidos que de alguma forma suportam o crescimento 

tumoral, como o músculo esquelético e o tecido adiposo. Cabe ressaltar aqui a influência da 

divisão simpática do SNA, visto que ela está envolvida em vários processos fisiológicos 

implicados no desenvolvimento e progressão do câncer. Por exemplo, o sistema nervoso 

simpático (SNS) modula a atividade de células do sistema imune inato e adaptativo (LORTON; 

BELLINGER, 2015), as células cancerígenas expressam receptores adrenérgicos (COLE et al., 

2015) e o tecido tumoral apresenta inervação simpática (MAGNON et al., 2013). Sabe-se que 

as catecolaminas afetam a migração e proliferação de células cancerígenas e o estresse 
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associado a um aumento de atividade simpática aumenta a proliferação de células tumorais e 

crescimento tumoral, além de alterações na atividade simpática contribuírem para a caquexia 

(ZWICKL; ZWICKL-TRAXLER; PECHERSTORFER, 2019). Dada a importância do tema, 

tem sido proposto o conceito de neurobiologia do câncer, para designar o estudo das interações 

entre o sistema nervoso e o processo de iniciação e progressão tumoral (MRAVEC et al., 2019). 

 

1.1.1 Neurobiologia do câncer 

As catecolaminas endógenas epinefrina e norepinefrina medeiam os efeitos biológicos do 

SNS por meio da ativação de receptores adrenérgicos nas células alvo. Tais receptores são 

classificados em diferentes subtipos, dentre eles os subtipos α (α1A, α1B, α1D, α2A , α2B , α2C) e β 

(β1, β2 e β3), todos da família de receptores transmembrana acoplados à proteína G 

(LEFKOWITZ, 1988; INSEL, 1996). Tanto em células do sistema imune quanto em células 

tumorais o receptor β2 adrenérgico é o subtipo prevalente. A sinalização β2-adrenérgica é 

complexa e associada tanto à ativação da via clássica (proteína Gαs/PKA e AMPc) como da 

não clássica (proteína Gαi). Fatores como a localização intracelular e intensidade e duração do 

estímulo podem direcionar a via intracelular a ser preferencialmente ativada (LORTON; 

BELLINGER, 2015). 

Em doenças crônicas como as cardiovasculares, o aumento sustentado do SNS está 

relacionado ao mau prognóstico e gravidade da doença (BARRETTO et al., 2009). Já no câncer, 

a ativação adrenérgica crônica pode alterar processos celulares que possuem papel na 

carcinogênese, como inibição de mecanismos de reparo do DNA (HARA et al., 2011) e ativação 

de oncogenes (COLE et al., 2015). No entanto, o quanto isso contribui para a iniciação do 

câncer in vivo ainda não está claro. 

Em relação à progressão tumoral, a sinalização adrenérgica, proveniente diretamente da 

atividade do SNS, ou indiretamente pela ativação do eixo hipotálamo-hipófise-glândula adrenal 

(HPA), é capaz de modular mecanismos críticos e facilitadores como proliferação, angiogênese 

e apoptose (REPASKY; ENG; HYLANDER, 2015). Além disso, durante sua progressão, o 

tumor adquire inervação autonômica (MAGNON et al., 2013), que contribui para o seu 

crescimento e capacidade de invasão. 

Tendo em vista os efeitos da sinalização simpática no câncer, e a extensa ativação do SNS 

em situações de estresse, vários trabalhos buscaram identificar os efeitos desse estímulo no 

câncer. Qiao e colaboradores (2018) reuniram uma variedade de estudos mostrando que 

diferentes protocolos de estresse em modelo animal levam ao crescimento e progressão tumoral, 
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além de promover metástase e reduzir a sobrevida (QIAO et al., 2018). Tais efeitos eram 

principalmente mediados pela ação adrenérgica em receptores do subtipo β2 (HASSAN et al., 

2013). 

Estudos clínicos vêm sendo realizados a fim de melhor estabelecer a relação entre o uso de 

fármacos que interferem na resposta à sinalização adrenérgica, mais especificamente 

antagonistas de receptores β-adrenérgicos. Tem sido demonstrado que pacientes com câncer, 

dentre eles câncer de mama, melanoma e pâncreas em uso de β-bloqueadores, apresentam 

menor risco de desenvolvimento de metástases e reincidência do tumor primário, com 

consequente maior taxa de sobrevida (POWE et al., 2010; LEMESHOW et al., 2011; COELHO 

et al., 2017; UDUMYAN et al., 2017). No entanto, ainda há controvérsia na literatura sobre o 

uso desses fármacos, uma vez que também há estudos que não encontraram relação entre seu 

uso e a mortalidade específica por câncer (HICKS et al., 2013). 

Os mecanismos pelos quais a sinalização adrenérgica altera o comportamento, tanto das 

células tumorais quanto de outras células que compõem o microambiente tumoral, ainda não 

estão completamente elucidados e constituem um importante objeto de estudo. 

 

1.1.2 Sistema Nervoso Simpático e a caquexia do câncer 

 

É importante destacar o papel do SNS no metabolismo muscular esquelético. A inervação 

simpática controla a homeostase das junções neuromusculares, bem como o metabolismo 

muscular via sinalização β2-adrenérgica (KHAN et al., 2016). Suas ações incluem tanto inibição 

da proteólise, por meio da supressão de genes relacionados à atrofia como as ligases de 

ubiquitina MuRF1 e atrogin-1 (GONÇALVES et al., 2012), quanto estímulo da síntese proteica, 

via regulação da atividade das vias de sinalização de Akt e mTOR (KLINE et al., 2007; SATO 

et al., 2011; GONÇALVES et al., 2019). Além disso, a densidade de receptores β-adrenérgicos 

é de duas a três vezes maior no músculo em regeneração, demonstrando o papel regulatório de 

sua sinalização nesse processo (RYALL; CHURCH; LYNCH, 2010). No entanto, apesar de seu 

papel protetor da massa muscular, condições em que a atividade nervosa simpática está 

cronicamente ativada, como na insuficiência cardíaca, tanto pacientes como modelos 

experimentais desenvolvem miopatia esquelética com atrofia muscular (DOS SANTOS et al 

2016; BACURAU et al 2016; CUNHA et al 2017) e alterações na sinalização adrenérgica 

(LEOSCO et al., 2013). Cabe ressaltar que essa miopatia é melhorada após o treinamento físico 

aeróbio (TFA), como demonstrado por estudos de nosso grupo (BACURAU et al., 2009; 

CUNHA et al 2017; BRUM et al., 2011). 
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Estudos clínicos sugerem que pacientes com câncer, principalmente aqueles em estágio 

avançado, apresentam disfunção autonômica (MOSTARDA et al., 2017; COUMBE; 

GROARKE, 2018), que se expressa principalmente na forma de hiperatividade simpática 

(ZYGULSKA et al., 2018). No entanto, a disfunção autonômica não foi investigada em estágios 

iniciais do câncer, bem como com o olhar direcionado aos seus efeitos no próprio tumor em si 

ou no tecido muscular esquelético, ao passo que, em outras doenças, está claro que a atividade 

simpática alterada é prejudicial para o músculo, como mencionado anteriormente. 

Dados recentes do nosso laboratório demonstraram que o TFA iniciando-se após a 

inoculação de células tumorais reduz a perda de massa muscular e a disfunção metabólica e 

funcional em modelo experimental de caquexia associada ao câncer (ALVES et al., 2020, 

2021). Na clínica, o exercício físico vem sendo utilizado como terapia complementar em 

pacientes oncológicos e com caquexia. No entanto, é necessária a avaliação dos mecanismos 

envolvidos na resposta do músculo esquelético caquético ao treinamento físico (HARDEE; 

COUNTS; CARSON, 2019). 

 

1.2 Treinamento físico aeróbico e hiperatividade simpática em doenças crônicas 

 

É amplamente conhecido o papel terapêutico do TFA em diversas doenças crônicas. Dentre 

elas, doenças em que a atividade nervosa simpática está exacerbada, como já demonstrado em 

nosso laboratório em modelo de miopatia esquelética induzida por insuficiência cardíaca 

(BACURAU et al., 2009). Já no câncer, tem sido observada a importância do exercício físico 

regular em todo seu continuum de desenvolvimento e caquexia associada (LIRA et al., 2015; 

ASHCRAFT et al., 2016). 

O TFA é eficaz em reduzir a hiperatividade simpática em doenças cardiovasculares tanto em 

modelos experimentais (ROLIM et al., 2007; MEDEIROS et al., 2008) quanto em pacientes 

(ROVEDA et al., 2003) sendo recomendado como terapia complementar no tratamento de 

hipertensão arterial sistêmica (COZZA et al., 2012) e insuficiência cardíaca (BRUM et al., 

2011). Os efeitos benéficos do TFA no SNA envolvem alterações centrais e periféricas, entre 

as quais o aumento da modulação vagal e redução do tônus simpático (BESNIER et al., 2017), 

alteração na densidade de receptores β2-adrenérgicos na membrana de cardiomiócitos, bem 

como na ativação de sua via de sinalização (em pacientes com insuficiência cardíaca) (LEOSCO 

et al., 2013). 

Os efeitos do TFA no câncer incluem prevenção, pois em indivíduos fisicamente ativos é 

observada menor incidência de 13 diferentes tipos de câncer (MOORE et al., 2016) e, em casos 
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onde esta se encontra já estabelecida, o TFA melhora a resposta do sistema imune ao tumor e 

reduz o volume tumoral bem como sua progressão (BETOF et al., 2015; PEDERSEN et al., 

2016; RUIZ- CASADO et al., 2017). Dados do nosso grupo demonstram com grande 

consistência a menor velocidade de crescimento tumoral em camundongos que foram treinados 

previamente à inoculação das células CT26 (carcinoma de cólon), B16F10 (melanoma) e LLC 

(carcinoma de pulmão) em comparação aos animais não treinados (TOBIAS et al., 2023; 

VOLTARELLI et al., 2024). 

Embora de forma discreta, o papel do treinamento físico em modular a atividade autonômica 

em pacientes com câncer também vem sendo investigado. Em um estudo realizado em mulheres 

com câncer de mama, o treinamento físico concorrente realizado por quatro semanas reverteu 

a intolerância ao exercício e a alterações autonômicas observadas pela análise da variabilidade 

da frequência cardíaca (MOSTARDA et al., 2017). 

Com base no exposto acima, é de suma importância o estudo da influência simpática 

direcionada para o tumor e para o músculo esquelético em modelo experimental de caquexia 

do câncer, bem como as possíveis alterações que o exercício físico pode promover na interação 

entre a sinalização nervosa simpática e a progressão tumoral. O esclarecimento da relação entre 

os fenômenos observados no tecido muscular esquelético durante o crescimento tumoral 

constituiu o principal foco deste trabalho, tendo em vista a importância de se compreender os 

mecanismos moleculares pelos quais o exercício físico impacta a progressão e o prognóstico do 

câncer, colaborando para a construção da fundamentação teórica para a elaboração de 

estratégias mais eficazes de enfrentamento da doença. Este estudo justifica-se, portanto, pela 

premente necessidade de compreensão dos efeitos do TF e de sua eficácia como parte do 

processo de desenvolvimento desta intervenção como estratégia complementar e segura no 

tratamento do câncer. 

 

1.3 Objetivo 

Avaliar a interferência da sinalização β2 adrenérgica no crescimento tumoral e massa 

corporal, bem como o efeito do treinamento físico aeróbio sobre a sinalização  adrenérgica no 

tecido muscular esquelético e no tumor em modelo experimental de câncer em camundongo. 

1.3.1 Objetivos específicos 

a. Avaliar o impacto do antagonismo de receptores β2-adrenérgicos no crescimento tumoral 

e massa muscular esquelética bem como a atividade da via de sinalização adrenérgica no 
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tumor e músculo esquelético em modelo experimental de carcinoma  de cólon por meio 

de injeção (subcutânea) de células CT26  em camundongos da linhagem BALB/c 

b. Avaliar se o treinamento físico aeróbio pode atenuar ou prevenir a perda de massa e 

função muscular e o crescimento tumoral por meio da modulação da sinalização 

adrenérgica no tumor e no músculo esquelético. 
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2. Materiais e métodos 

O presente trabalho foi desenvolvido em dois subprojetos relacionados aos objetivos 

descritos anteriormente. Todos os procedimentos experimentais executados nesta pesquisa 

estão de acordo com o Guia Brasileiro de Produção, Manutenção ou Utilização de Animais em 

Atividades de Ensino ou  Pesquisa Científica do CONCEA para o manejo de animais de 

laboratório e foram avaliados e aprovados pela CEUA da Escola de Educação Física e Esporte 

da Universidade de São Paulo (EEFE/USP) (protocolo nº 2019/02; Anexo A). 

2.1 Subprojeto 1: avaliação do papel da atividade simpática no crescimento 

tumoral e músculo esquelético – tratamento com antagonista de receptores β2 

adrenérgicos  

 

A Figura 1 apresenta o desenho experimental com o objetivo de responder se a 

atividade simpática para o tumor e músculo esquelético interfere no crescimento tumoral 

e na dinâmica da massa e função musculares. 

Nesta etapa, os camundongos da linhagem BALB/c foram divididos em três grupos: 

1) animais saudáveis injetados com as células CT26 (n = 12) , 2) animais injetados com 

as células CT26 e que receberam tratamento com antagonista de receptores β2-

adrenérgicos ( ICI 118,551, 5 mg/kg, Sigma-Aldrich, San Luis, MO, EUA) (n = 12; grupo 

ICI) e 3) animais saudáveis sem injeção de células CT26, cujo procedimento sham 

consistiu de injeção subcutânea de solução salina apirogênica 0,9% (n = 7; grupo Salina). 
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Figura 1. Desenho experimental do subprojeto 1. Foram injetadas células CT26 nos camundongos BALB/c 

e foram avaliados a massa corporal e o volume tumoral ao longo do crescimento do tumor até os 12 dias 

após a injeção das células. Um grupo de animais recebeu administração de ICI 118,551 (5mg/kg)(i.p) para 

bloqueio dos receptores β2-adrenérgicos e o grupo controle recebeu administração de salina apirogênica 

0,9%. Os animais foram sacrificados após 12 dias da inoculação e foram coletados o tumor e os músculos 

sóleo, gastrocnêmio e tibial anterior para aferição da massa e avaliação da expressão de proteínas da via de 

sinalização adrenérgica. 

 

2.2 Subprojeto 2:  influência do treinamento físico aeróbio sobre o crescimento 

tumoral, massa corporal e muscular esquelética e sinalização adrenérgica no tumor 

e músculo esquelético 

A figura 2 apresenta o desenho experimental proposto nesta etapa, com o objetivo de 

verificar a influência do treinamento físico aeróbio sobre o crescimento tumoral, massa 

corporal e muscular esquelética e  sinalização adrenérgica no tumor e músculo 

esquelético. Para isso, os camundongos da linhagem BALB/c, após serem submetidos a 

teste incremental máximo, foram randomizados para compor os seguintes grupos: a) 

animais treinados saudáveis (n = 10) (injeção subcutânea de salina apirogênica 0,9%, 100 

μL, como procedimento sham) e b) animais treinados injetados com as células CT26 

(5x105) (n = 10) e os respectivos controles c) animais saudáveis não treinados (n=10) 

Diariamente:

Medidas in vivo:

Massa corporal

Volume tumoral

Administração:

ICI 118,551 (5 mg/kg) i.p.:

Western blot

(PKA; S-PKA; 

CREB; P-CREB)

Massa

120 Dias

Medidas ex vivo:

Coleta de material: 

tumor e músculo

Inoculação CT26 

(106 em 100 μL s.c)

PCR

ADRB2
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(injeção subcutânea de salina livre de pirógenos 0,9%, 100 μL, como procedimento sham) 

e d) animais injetados com as células CT26 (5x105) não treinados (n=10). O treinamento 

dos grupos a e b foi iniciado 8 semanas antes da inoculação das células tumorais e 

continuou até dois dias antes da coleta de tecidos. Os animais foram mortos 20 dias após 

a inoculação das células tumorais. 

 

Figura 2. Desenho experimental do subprojeto 2. Os camundongos foram testados quanto à capacidade 

máxima de corrida para randomização dos grupos. Nos animais que constituíram o grupo com câncer foram 

inoculadas células CT26 (5x105) após 8 semanas de treinamento físico e 2 dias de descanso. Foram 

avaliados a massa corporal e o volume tumoral ao longo da progressão do tumor até os 20 dias pós-

inoculação. A capacidade máxima de corrida e função muscular foram avaliadas novamente após 8 semanas 

de treinamento e aos 19 dias pós-inoculação. Foram coletados o tumor e o músculo tibial anterior para 

aferição da massa e avaliação da sinalização adrenérgica, e os músculos sóleo, gastrocnêmio, bem como 

órgãos relacionados ao SNA e imunológico: glândulas adrenais, linfonodos e baço para aferição da massa. 

O músculo sóleo foi utilizado para comparação da atividade da Citrato Sintase entre os grupos. 

2.3 Animais 

Foram utilizados camundongos da linhagem BALB/c padrão SPF de 10 semanas de 

idade no início do protocolo provenientes do Biotério Central da Faculdade de Medicina da 

USP. Em nosso laboratório temos demonstrado que o desenvolvimento de tumor e metástase, 

bem como a perda de massa muscular provocados em camundongos BALB/c pela linhagem 

celular de adenocarcinoma CT26 são respostas sensíveis às alterações moleculares induzidas 

pelo treinamento físico aeróbico (PEREIRA et al, 2022; VOLTARELLI et al, 2024). Por isso, 

buscamos investigar os mecanismos moleculares envolvidos nessa dinâmica. 

20-62 -2 19 Dias0

Coleta de material: 

tumor e músculo

Grupos Cnt e Ct - Inoculação CT26 (5x105) em 100 μL s.c) 

Grupos Snt e St - Injeção salina apirogênica 0,9% (100 μL s.c)

Teste de função muscular

Medidas in vivo:

Diariamente:

massa corporal

volume tumoral

Western blot

(P-PKA; PKA; 

CREB; P-CREB)

Imunofluorescência 

Atividade enzimática

(AST: laminina)
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Os animais foram mantidos no biotério da Escola de Educação Física e Esporte da USP, 

anexo ao Laboratório de Fisiologia Celular e Molecular do Exercício em caixas de 

polipropileno (Comprimento 30,5 cm x Largura 19,8 cm x Altura 13,4 cm – máximo 5 animais 

por caixa) em ambiente com ciclo claro/escuro invertido de 12  horas e temperatura controlada 

de 22 a 25ºC. A alimentação e água filtrada eram oferecidas ad libitum (ração em pelets para 

roedores Nuvilab CR (Quimtia Brasil, Colombo, Paraná, Brasil). 

 

2.4 Aquisição, preparação e inoculação das células do carcinoma de cólon CT26 

As células do carcinoma de cólon CT26 foram adquiridas do banco de células da ATCC® 

(Virginia, EUA), em projeto temático do nosso grupo, mantidas no Hospital Sírio-Libanês até 

a doação para nosso laboratório entre a  1ª a 3ª passagem. As alíquotas contendo as células 

foram descongeladas previamente, repicadas (passagem 4 a 7) e mantidas em cultura em meio 

RPMI-1640 enriquecido com glutamina e bicarbonato de sódio (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, 

EUA), ao qual era adicionado antibiótico (penicilina/streptomicina) 1x  (Gibco, Thermo Fischer 

Scientific, Waltham, MA, EUA) e FBS (soro fetal bovino) filtrado/estéril 10% (Sigma Aldrich, 

St. Louis, MO, EUA) em estufa a 37ºC e 5% CO2 até alcançar confluência suficiente para a 

injeção (observação diária e troca de meio em aproximadamente 2 a 3 dias por 1 semana, 13ª 

passagem). Para o momento da injeção, as células foram ressuspendidas e colocadas em tubos 

de 1 ml em meio de cultura estéril RPMI-1640 e mantidas em estufa até o momento da injeção 

(no máximo 8 animais por tubo). Todos os animais dentro de cada subprojeto receberam as 

células manipuladas no mesmo momento e portanto na mesma passagem. 

Os animais foram cuidadosamente tricotomizados na região do flanco direito com máquina 

de aparar pelos, anestesiados por via inalatória com Isoflurano (3%, Cristália, Itapira, SP, 

Brasil) para realização da injeção das células após assepsia com álcool 70%. Foram injetadas 

as células CT26 (concentrações de 1x106 células no lote ICI, 1x105, 5x105 e 1x106 no lote de 

padronização “lote teste”, e 5x105 no lote de treinamento)   em volume de 100 μl na região 

subcutânea. Foi utilizada seringa ultra fina para insulina 6 mm (BD, Franklin Lakes, New Jersey 

EUA), a qual era inserida cuidadosamente pelo pesquisador responsável com o bisel 

posicionado para cima com uma mão enquanto a outra mão pinçava a pele, segurando 

delicadamente para formar uma pequena bolsa com o líquido injetado subcutaneamente. Após 

o retorno da anestesia o animal era recolocado em sua caixa de origem.  
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2.5 Acompanhamento da massa corporal e crescimento tumoral 

Diariamente avaliamos a massa corporal dos animais em balança digital (Gehaka, São 

Paulo, SP, Brasil) ao longo do crescimento do tumor, bem como seu volume. A partir da 

identificação de massa tumoral palpável, por volta do 5º dia após a injeção, utilizamos um 

paquímetro digital para a medição do menor e do maior diâmetro do tumor. O volume tumoral 

foi calculado utilizando-se a seguinte fórmula: V = 0,52 x maior diâmetro x menor diâmetro² 

(JENSEN, M. M. et al. 2008). Para os grupos envolvidos no protocolo de treinamento – tanto 

controle quanto treinado, todas as medidas foram realizadas antes do início da sessão de 

exercício físico. 

2.6 Avaliação da função motora: 

2.6.1 Teste de força muscular de agarre 

A força de agarre foi avaliada usando equipamento específico (Digital Grip Strength 

Meter, Bonther, Ribeirão Preto, SP, Brasil) (PEREIRA et al., 2022). Cada animal era colocado 

sobre a grade do aparelho e, após alguns segundos de exploração do animal, a  base da cauda 

era tracionada na direção contra a célula de medida (horizontal para trás) até que o animal 

soltasse a grade. Caso o animal não oferecesse resistência à puxada, a medida era descartada e 

uma nova tentativa era feita após um período de recuperação. Cada animal foi submetido ao 

procedimento por três vezes e a medida de valor mediano foi utilizada para comparação entre 

os grupos, expresso em gramaforça (gf).  

2.6.2 Teste de Deambulação 

O padrão de passadas foi utilizado para avaliar a marcha dos animais como parâmetro 

de função muscular, como descrito por Carter et al. (1999). As patas dos membros posteriores 

dos camundongos dos grupos constituintes do subprojeto 2 foram pintadas com Tinta Guache 

escolar atóxica preta e os animais colocados para caminhar sobre uma folha de papel de 60 cm 

de comprimento por 10 cm de largura num corredor de madeira com largura de 10 cm fechado 

com paredes de 15 cm de altura. O comprimento da passada entre os pontos equivalentes de 

uma pegada para a seguinte foi medido em três passadas e o valor médio foi usado. A largura 

da passada foi medida entre o centro da pegada da pata esquerda e o centro da pegada da pata 

direita entre três conjuntos de passadas diferentes e o valor médio foi usado. As pegadas 

correspondentes ao início e final da marcha não foram utilizadas. Passadas com oscilação, 



30  

padrão de espaçamento desigual e movimentos cambaleantes podem ser atribuídas a um 

comprometimento da função, uma vez que camundongos apresentam essas características com 

o envelhecimento (CARTER et al.,1999). 

2.7  Encerramento do protolo com os animais e coleta de material biológico 

Após a finalização dos protocolos experimentais, os animais foram anestesiados por via 

inalatória com Isoflurano (3%, Cristália, Itapira, SP, Brasil) e rapidamente decapitados para a 

coleta do sangue truncal e demais tecidos: tumor, músculos sóleo, gastrocnêmio, tibial anterior, 

linfonodos, baço, coração, glândulas adrenais, fígado e pulmões. Os tecidos não utilizados no 

presente trabalho foram destinados à responder outros problemas de pesquisa que são alvo de 

estudo do nosso grupo. 

2.8 Avaliação da atividade da Citrato Sintase 

O ensaio para avaliação da atividade da Citrato Sintase foi executado como descrito por 

Alp et al. (1976), pois a atividade desta enzima é um bom marcador de eficácia de treino 

aeróbio. As amostras do músculo Sóleo (escolhido por sua capacidade oxidativa e de adaptação 

bem estabelecida frente ao estímulo do treinamento físico aeróbico) foram homogeinizadas 

1:10 (massa/vol) em 50mMTris-HCl, 1mM EDTA e coquetel inibidor de protease (Sigma 

Aldrich, St. Louis, MO, EUA), pH 7,4, usando o homogeinizador Fast Prep -24 (MP 

Biomedicals, California, EUA). O lisado foi centrifugado a 12000 rpm por 10 min a 4ºC e o 

sobrenadante coletado. O meio do ensaio consistiu de 50 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, 0.2 mM 

DTNB, 0.1 mM acetyl-CoA, 0.5 mM oxaloacetato e 0.05% Triton X-100, pH 8.2. O volume 

total foi  165 uL e 10 uL do homogenato foi adicionado. O ensaio foi iniciado pela adição de 

oxaloacetato. A taxa de mudança na absorbância foi monitorada em 412 nm (ε = 13.6 

μmol/μml/cm). Toda a atividade enzimática foi determinada a 25ºC usando o espectrofotômetro 

de microplaca universal Bio-Tek µQuant (BioTek Instruments, Winooski, Vermount, EUA). O 

tampão de ensaio sem amostra foi usado como branco. 

2.9 Avaliação da área de secção transversa do músculo esquelético 

Após a finalização do protocolo experimental foram coletados os músculos sóleo, 

gastrocnêmio e tibial anterior. Os tecidos foram congelados sobre uma placa coberta com papel 

alumínio em nitrogênio líquido para que sua forma fosse mantida sem alterações e armazenados 

em freezer  a -80ºC até o momento do corte em criostato. O músculo tibial anterior foi 
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processado para avaliação da área de secção transversa. Foram realizados cortes de 7 μm de 

espessura no Criostato (Leica CM1850, Buffalo Grove, IL, EUA) e montados em lâminas 

StarFrost® (Knittel Glass, Braunschweig, Alemanha) para realização do protocolo de 

imunofluorescência.  

Os cortes foram fixados em solução de formalina tamponada a 10% (Sigma Aldrich, St. 

Louis, MO, EUA) por 10 min, lavados com PBS 1x (0,01M tampão fosfato, 0,0027M cloreto 

de potássio e 0,137M cloreto de sódio, pH 7,4)  e permeabilizados com Triton 0,25% em PBS 

por 30 min. As ligações inespecíficas foram bloqueadas com solução de 1% BSA + 10% de 

soro de cabra (Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, EUA) em PBS durante 40 minutos 

em temperatura ambiente. Os cortes foram incubados com o anticorpo primário Anti-laminina 

(anti-rabbit 1:200 em PBS 1,5% soro de cabra, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA) por 2h em 

temperatura ambiente. Os cortes foram lavados 3 vezes de 10 minutos e então incubados com 

anticorpo secundário goat anti-rabbit Alexa Fluor 568 (Thermo Fischer Scientific, Waltham, 

MA, EUA), 1:200 diluído em solução de Hoechst (1:4000 em PBS 1,5% soro de cabra, Thermo 

Fischer Scientific, Waltham, MA, EUA) por 1h. As amostras foram lavadas três vezes por 10 

minutos com PBS. As lâminas foram fechadas com lamínulas utilizando glicerina 85% (Merck, 

Darmstadt, Alemanha). As imagens foram capturadas com microscópio     fluorescente em 

aumento de 20x e foram analisadas com o software Image J (NIH, 

https://imagej.net/software/imagej/).   

2.10 Fixação dos tumores para detecção da inervação simpática por meio da 

técnica de imunofluorescência 

Após a finalização do protocolo experimental foram coletados os tumores dos animais 

minuciosamente para separação da pele sem que a massa do tumor sofresse qualquer alteração. 

Cuidadosamente, uma parte do tecido foi seccionada com bisturí e preparada para corte no 

criostato. Para a padronização da fixação, utilizamos três técnicas de congelamento, sendo a 

primeira o congelamento do tecido imerso em meio de incorporação para amostras de tecidos 

congeladas (“OCT”) (Tissue-Plus™ O.C.T. Compound, Thermo Fischer Scientific, Waltham, 

MA, EUA) dentro de um recipiente plástico e colocado sobre isopentano (Sigma Aldrich, St. 

Louis, MO, EUA) resfriado em nitrogênio líquido. A segunda técnica foi a imersão do tecido 

diretamente em isopentano e posterior imersão em OCT e congelamento do molde (feito com 

papel alumínio). A terceira forma de preparação para congelamento foi a imersão do tecido por 

24h em solução de formalina tamponada a 10% (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA) seguida 

por lavagem em PBS 1x (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA)  por 30 min e incubação em 

https://imagej.net/software/imagej/
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sacarose 30% em tampão fosfato (PB 0,2M, 30% sacarose) por 2h em temperatura ambiente e 

24h a 4ºC. Após a crioproteção com sacarose, os tecidos foram imersos em OCT e congelados 

em isopentano resfriado com nitrogênio líquido. Além da fixação por congelamento, fizemos 

também a fixação em parafina. Para isso, as amostras foram incubadas em solução de formalina 

tamponada a 10% por 48h, desidratadas em concentrações crescentes de álcool por 2h cada 

(50%, 70%, 80%, 90% e 100%), diafanizadas em Álcool/Xilol (na proporção de 1:1) e Xilol 

100% por 1h cada e incluídas em parafina líquida a 60ºC em dois banhos de duas horas, seguido 

pela incubação por 12h. As amostras foram montadas em cassetes histológicos com parafina 

líquida e seccionadas em micrótomo manual (Leica RM2255 Rotary Microtome, Buffalo Grove, 

IL, EUA), após endurecimento. Foram realizados cortes de 5 μm de espessura para essa técnica 

de fixação. Os tecidos congelados foram armazenados em freezer  a -80ºC até o momento do 

processamento. Foram realizados cortes de 5-10 μm de espessura (Criostato Leica CM1850, 

Buffalo Grove, IL, EUA) para realização do protocolo de imunofluorescência, descrito a seguir.  

2.11 Imunofluorescência para detecção da inervação simpática em tumores  

Os cortes provenientes de tecidos congelados foram fixados em metanol ou solução de 

formalina tamponada a 10% por 10 minutos e permeabilizados em detergente Triton X-100 

0,2% em PBS por 10 minutos. Os cortes provenientes de tecidos incluídos em parafina foram 

desparafinizados com Xilol (3 banhos de 9 minutos) e reidratados com concentrações 

decrescentes de álcool (100%, 96%, 70%) e lavados em água. Foram testadas lâminas que 

passaram ou não pelo protocolo de exposição de epítopo com tampão citrato (0,1 M) pH 6,0 

3x5min em microondas ou panela de pressão ou tampão Tris-HCl-EDTA (10 mM Tris-HCl, 1 

mM EDTA) pH 9,0. As ligações inespecíficas foram bloqueadas com 10% de soro de cabra e 

1% BSA durante 2h em temperatura ambiente. Os cortes foram incubados com anticorpos 

primários (Tirosina Hidroxilase – TH (1:100) e Neurofilamentos L e  H - NF-L (1:50) e NF-H 

(1:100) (Abcam, Cambridge, Reino Unido) diluídos em solução de bloqueio (5% soro de cabra 

e 1% BSA em PBS) a 4ºC overnight. Em sequência, os cortes foram incubados  com o anticorpo 

secundário apropriado (goat anti-rabbit ou anti- mouse Alexa Fluor 488 ou 568, 1:200, Thermo 

Fischer Scientific, Waltham, MA, EUA). As amostras foram lavadas três vezes por 5 minutos 

com PBS, e todos os anticorpos secundários foram diluídos em solução de Hoechst (1:4000 em 

PBS 1,5% soro de cabra, Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, EUA) por 1h. Todos os 

protocolos de marcação foram seguidos pela montagem utilizando glicerina 85% (Merck, 

Darmstadt, Alemanha) ou meio contendo DAPI (Abcam, Cambridge, UK) para marcação do 

núcleo celular. A exclusão do anticorpo primário foi realizada em cortes da mesma lâmina como 
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controle negativo. As imagens foram capturadas com microscópio fluorescente com aumento 

de 40x.  

2.12 Avaliação das proteínas da via de sinalização β2-adrenérgica no 

tumor e no músculo esquelético 

O protocolo de Western blotting foi utilizado para avaliação da quantidade das proteínas 

da cascata de sinalização β2-adrenérgica (via clássica): proteína quinase A (PKA), substratos 

fosforilados por PKA  (S-PKA), proteína de ligação ao elemento de resposta ao AMPc (CREB) 

e CREB fosforilada (P-CREB). As amostras de músculo esquelético e tumor foram 

homogeneizadas em tampão RIPA gelado na proporção de 1:5 (massa/volume) (150 mM 

NaCL, 50 mM Tris-HCl, 1% NP40, 0,1% SDS) contendo coquetel de inibidores de protease 

(1:100, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e fosfatase (PhosSTOP 1:100, Roche, Basel, 

Suiça) utilizando um homogeinizador de tecidos tipo Potter por 3 a 4 vezes de 20 segundos e 

mantidas sempre em gelo. As amostras foram centrifugadas a 12000 rpm por 10 min a 4ºC e o 

sobrenadante coletado.  

Parte das amostras foi diluída em água (60x) para determinação da concentração total 

de proteínas pelo método de Bradford utilizando o marcador de proteínas Bio-Rad Protein 

Assay Dye Reagent Concentrate (Bio-Rad , Hercules, California, EUA) na proporção de 1:4 

com volume final de 200 µL em cada poço. A curva de calibração foi montada na mesma placa 

de 96 poços e foi construída com água como branco e BSA nas concentrações de 0,0025, 0,05, 

0,01, 0,02 µg/µL. Os valores de concentração de proteína foram calculados utilizando a equação 

da reta gerada pela curva de BSA. 

As amostras então foram preparadas com tampão Laemli (Bio-Rad , Hercules, 

California, EUA) acrescido de 2-Mercaptoetanol (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA) para a 

concentração final de 4 µg/µL e fervidas à seco por 5 min a 95ºC em placa de aquecimento para 

microtubos (ThermoMixer C, Eppendorf, Hamburgo, Alemanha. 

Para a separação das proteínas, 10 µL de cada amostra (correspondentes a 40 µg de 

proteína) foram submetidos à eletroforese em gel de poliacrilamida (corrida 10% e 

empilhamento 4%) em tampão de corrida gelado (Tris base 25 mM, Glicina 192 mM, SDS 

0,1%, pH aprox. 8,3) iniciando a corrida a 80 V e aumentando para 100 a 120V após a 

transferência das amostras do gel de empilhamento para o gel de corrida em equipamento 

apropriado (cubas e fonte “PowerPac HC power supply”, Bio-Rad, Hercules, California, EUA). 

Foi utilizado o marcador de peso molecular Chameleon® Duo (LI-COR Biosciences, Lincoln, 
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NE, EUA) no primeiro poço de todos os géis.  

Após a corrida, as proteínas foram transferidas dos géis para uma membrana de 

nitrocelulose 0,45 µm (Bio-Rad , Hercules, California, EUA) com tampão de transferência (Tris 

base 25 mM, Glicina 192 mM, SDS 0,1%, Metanol 20%) pelo método semisseco utilizando 

equipamento apropriado (Trans-Blot® SD semi-dry transfer, Bio-Rad, Hercules, California, 

EUA) por 1h a 20V. As membranas foram incubadas por 5 min em agitação com PonceauS 

(0,1% em Ácido acético glacial 5%, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA) para conferência da 

qualidade da transferência, lavadas com água destilada e incubadas com solução de bloqueio 

(de acordo com as instruções do datasheet de cada anticorpo, com BSA 5% ou Leite 5% em 

TBS. Após o bloqueio dos antígenos inespecíficos, as membranas foram incubadas com os 

anticorpos PKA e S-PKA (anti-rabbit), p-CREB (anti-mouse IgG1) 1:1000 overnight a 4°C e  

CREB (anti-rabbit) 1:1000 overnight a 4°C em amostras de tumor e 1:500 overnight a 

temperatura ambiente em amostras de músculo esquelético) com os anticorpos primários 

específicos (Cell signaling technology, Danvers, MA, EUA) diluídos em solução bloqueadora.  

Após a incubação, as membranas foram lavadas 3 vezes de 10 minutos com TBST 0,1% 

(Solução salina tamponada com Tris + Tween 0,1%) e incubadas por 1 h com anticorpo 

secundário anti-rabbit IRDye 800cw ou 680rd anti-rabbit ou IRDye 800cw anti-mouse 

(1:15000, LI-COR Biosciences, Lincoln, NE, EUA). Para o controle de carregamento as 

membranas foram lavadas e o procedimento de incubação a partir do bloqueio foi realizado 

novamente para marcação de GAPDH (1:1000, anti-rabbit para as membranas que marcamos 

P-CREB ou anti-mouse para as demais membranas (Cell signaling technology, Danvers, MA, 

EUA). A detecção das proteínas foi obtida por meio do método de  fluorescência usando o 

equipamento Odyssey® Fc Imaging System (LI-COR Biosciences, Lincoln, NE, EUA) e a 

quantificação com o software Image J (NIH, https://imagej.net/software/imagej/). As imagens 

das membranas obtidas foram arquivadas e posteriormente utilizadas para quantificação da 

quantidade de pixels em cada banda correspondente às diferentes amostras.  

2.13 Avaliação da expressão gênica do receptor β2-adrenérgico 

A expressão do gene do receptor β2-adrenérgico (ADRB2) foi avaliada por meio da 

técnica de Reação em Cadeia da Polimerase em Tempo Real após Transcrição Reversa 

(RTqPCR). A extração de RNA total das amostras de tumor foi realizada utilizando TRIzol 

(Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, EUA). A concentração do RNA extraído foi 

determinada por espectrofotometria (espectrofotômetro DS-11 Denovix, Life Technologies 

https://imagej.net/software/imagej/
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Corporation, Carlsbad, CA,  EUA) com leitura em 260 nm e a pureza avaliada pelas razões 

260/280 nm (para verificação da contaminação por proteínas) e 260/230 (para verificação da 

contaminação com álcool) para verificação da qualidade da extração. Além disso, a qualidade 

do RNA foi avaliada pela observação das bandas dos RNAs ribossomais 28S e 18S após 

eletroforese em gel de agarose 1%, sendo as amostras marcadas com Nancy 520 (Sigma-

Aldrich, San Luis, MO, EUA) e a leitura de fluorescência a 520 nm (Amersham Imager 600, 

GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, Suécia). O DNA complementar (cDNA) foi 

sintetizado utilizando o kit de transcrição reversa High Capacity (Thermo Fischer Scientific, 

Waltham, MA, EUA) seguindo o protocolo de  25 °C por 10 minutos, 37ºC por 120 minutos, 

85ºC por 5 minutos e 4ºC até a retirada das amostras. As amostras de cDNA foram plaqueadas 

com o primer correspondente à proteína de interesse (ADRb2 fwd 

GAGCACAAAGCCCTCAAGAC; ADRb2 rev  TGAAAGGCAATCCTGAAATC) e o kit 

SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) para a  reação de RT-qPCR. As 

amplificações foram realizadas no ABI Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System 

(Applied Biosystems, Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, EUA). O gene normalizador 

utilizado foi o HPRT1 e os resultados foram expressos utilizando o método de limiar 

comparativo de ciclos (2-ΔΔCt). 

2.14 Tratamento com ICI 118,551 

Para o estudo da influência simpática no crescimento tumoral e na perda de massa muscular 

esquelética, executamos o protocolo experimental de tratamento com antagonista de receptores 

β2 adrenérgicos ICI 118,551 (Sigma-Aldrich, San Luis, MO, EUA). A partir do dia da injeção 

das células CT26 (1x106), foi iniciado o tratamento de um grupo de animais com o antagonista 

de receptores β2 adrenérgicos ICI 118,551 (Sigma-Aldrich, San Luis, MO, EUA) 5mg/kg i.p. 

(grupo ICI), enquanto o grupo controle recebeu salina apirogênica 0,9% pela mesma via (grupo 

salina). Propomos a utilização da dose de 10 mg/kg i.p. como utilizado previamente por 

pesquisadores de nosso grupo (VOLTARELLI VA, et al, 2021), no entanto, neste trabalho a 

pesquisadora fez administração aguda. Ajustamos a dose de acordo com o protocolo de Zhou 

et al (2022) para a administração diária da droga. Os animais foram pesados e o volume tumoral 

foi acompanhado ao longo do tratamento por 12 dias após a inoculação. 

2.15 Teste incremental máximo em esteira  

Desenvolvemos um protocolo de adaptação ao teste máximo em que os animais eram 
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colocados na esteira motorizada para roedores (AVS, Campinas, Brazil) em raias de acrílico 

independentes por 10 minutos durante 5 dias em velocidades crescentes, conforme o quadro 1. 

Inicialmente, os animais foram colocados na esteira motorizada utilizada para realizar o 

treinamento físico a fim de se habituarem ao ambiente e gradualmente ao longo da sessão de 

adaptação e ao longo da semana a velocidade foi aumentada para que os animais entrassem em 

contato com maiores velocidades. 

 

Quadro 1. Protocolo de adaptação dos animais à esteira para realização do teste 

incremental máximo de corrida. Tempo em minutos, velocidade em metros por minuto. 

 

Após o período de adaptação, os animais foram submetidos ao teste incremental 

máximo, seguindo protocolo utilizado por Ferreira et al. (2007) e adaptado para nosso contexto. 

Os animais foram colocados na esteira desligada e o teste se iniciava  a 6 m/min. Cada estágio 

do teste teve a duração de 3 minutos, e o incremento de velocidade de 3 m/min, com inclinação 

de 5%. Os sinais de exaustão apresentados pelo animal foram o critério para interrupção do 

teste. Estabelecemos os seguintes critérios de execução do protocolo, bem como de finalização 

do mesmo: 1) apenas 2 animais por pesquisador, permitindo a observação mais minuciosa do 

comportamento de cada animal; 2) critérios objetivos de interrupção do teste: a. animal vai para 

a grade de choque e mesmo tentando não consegue voltar para a esteira; b. animal volta várias 

vezes em sequência para a grade de choque; c. animal fica agitado de modo que não seja seguro 

a continuação do teste.  Foram utilizados os dados de velocidade máxima alcançada e tempo 

para cálculo da distância percorrida e esse dado utilizado como capacidade máxima de corrida 

de cada animal (FERREIRA et al., 2007).  

2.16 Protocolo de Treinamento Físico Aeróbico  

Os animais foram randomizados de acordo com sua capacidade máxima de corrida para 

compor os grupos treinado e não treinado com capacidade máxima de corrida média inicial 
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semelhantes e foram submetidos ao protocolo de treinamento físico (Anexo B), o qual consistiu 

em uma sessão  de corrida em esteira rolante iniciando a 6m/min e aumentando a velocidade 

gradualmente, em estágios de 1 a 3 min para 60% da velocidade máxima média, que era mantida 

até os 55 minutos seguida por um período de volta à calma, em que a velocidade era reduzida 

em estágios de 0,5 a 1 minuto por 5 min, sendo o tempo total máximo da sessão de 60 minutos 

por dia e a frequência semanal de 5 dias. Após oito semanas, os animais foram novamente 

submetidos ao teste máximo e randomizados para compor os grupos saudável não treinado, 

saudável treinado, câncer não treinado e câncer treinado. 

2.16 Análise Estatística 

Os dados foram analisados usando estatística descritiva e expressos como média ± erro 

padrão da média (EPM). O teste de Log-rank (Mantel-Cox) foi utilizado para a comparação entre as 

curvas de sobrevivência. Foi empregado o teste de Kolmogorov–Smirnov para verificar a 

normalidade da distribuição dos dados, o teste  t de Student ou Mann-Whitney para comparação 

da média de uma variável entre dois grupos independentes caso os dados apresentassem ou não 

distribuição normal, respectivamente. Para comparação entre três ou mais médias foi utilizada 

a análise de variância de uma via (one-way ANOVA) para grupos que diferiam em apenas um 

fator. A análise de variância de duas vias de medidas repetidas ou modelo misto (two-way 

ANOVA ou mixed model ANOVA) foi utilizada para comparação entre mais de dois grupos 

que diferiam em mais de um fator e apresentassem mais de uma medida por unidade amostral, 

seguida do teste de comparações múltiplas de Sidak para as comparações múltiplas caso o valor 

de F tenha sido significativo para a interação entre os fatores, adotando-se nível de significância 

de p<0,05.  
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3. Resultados e discussão 

3.1 Subprojeto 1: avaliação do papel da atividade simpática no crescimento 

tumoral e músculo esquelético – tratamento com antagonista de receptores β2 

adrenérgicos 

3.1.1 Avaliação do papel da atividade simpática no crescimento tumoral 

Foram injetadas células CT26 (106 células em 100 μl s.c.) na região do flanco direito de 

camundongos machos da linhagem BALB/c com 12 semanas de idade. A partir do dia da 

injeção, foi iniciado o tratamento de um grupo de animais com o antagonista de receptores β2 

adrenérgicos ICI 118,551 (Sigma-Aldrich, San Luis, MO, EUA) 5mg/kg i.p. (grupo ICI), 

enquanto o grupo controle recebeu salina apirogênica 0,9% pela mesma via (grupo salina).  

Os dados de massa corporal e volume tumoral (figura 3, painel a e b respectivamente) 

foram coletados diariamente e não apresentaram diferença entre os grupos tratado com o 

antagonista β2 adrenérgico ou salina. 

 

Figura 3. Média±EPM dos valores de massa corporal (painel a) e volume tumoral (painel b) dos animais 

com câncer tratados com ICI 118,551 (n = 12) e salina (salina apirogênica 0,9%) (n = 12). Os camundongos foram 

randomizados entre os grupos de acordo com a massa corporal inicial. Em ambos os grupos foram injetadas células 

CT26 (106 células em 100 μl s.c.) e avaliados o volume tumoral e a massa corporal ao longo de 12 dias do 

crescimento do tumor. 

  

Após a finalização do protocolo, foram coletados para aferição das massas o tumor e 

músculos esqueléticos (sóleo, gastrocnêmio e tibial anterior), bem como tecidos que fazem 

parte da sinalização simpática (glândulas adrenais) ou cuja atividade é regulada de forma 

importante pelo SNS, como os órgãos linfóides secundários  (baço e linfonodos). Na figura 4 

são apresentados  os dados da massa dos tumores e dos tecidos acima citados. A massa tumoral 

(painel a), massa das glândulas adrenais (painel b), do baço (painel c) e dos linfonodos (painel 
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d) não diferiram quando comparados os grupos ICI e salina. 

É possível que o período estudado não tenha sido  suficiente para que adaptações do 

SNA se expressem fenotipicamente nos tecidos estudados. No subprojeto 2, levamos os animais 

até o momento em que atingisse valores próximos a 1 cm³ de volume tumoral, o que aconteceu 

por volta do 20º dia após a injeção das células CT26. No estudo de Ching et al (2016), os autores 

observaram uma marcada redução no crescimento tumoral em camundongos imunodeficientes 

que receberam injeção subcutânea de células HT29 (modelo xenográfico) nas doses de 10 

mg/kg e 20 mg/kg do 10º dia ao 22º dia de acompanhamento. É possível, portanto, que após um 

período maior de tratamento, acompanhando os animais até esse momento e oferecendo o 

tratamento com ICI, as respostas sejampossam ser diferentes, bem como utilizando doses 

diferentes desse fármaco. 

CHIN et al. (2016) também conduziram experimentos com o objetivo de estudar a 

expressão e vias de sinalização intracelulares dos receptores β1/2 adrenérgicos em vários 

modelos de câncer colorretal in vitro. Utilizando células SW1116, SW480, DLD1, SW620, 

Colo205, HCT116 e HT29, correspondentes a diferentes estágios da doença, os autores 

demonstraram que o tipo de célula é importante ao se avaliar a resposta ao antagonismo desses 

receptores, uma vez que propranolol, atenolol (β1 seletivo) e ICI provocaram magnitudes de 

respostas diferentes nos tipos celulares observados (CHIN et al., 2016). No mesmo estudo, após 

a observação de que o propranolol e ICI suprimiram a viabilidade celular das linhagens HT29 

e Colo205, os pesquisadores avaliaram a dinâmica do ciclo celular e apoptose em resposta ao 

tratamento com essas drogas e identificaram um papel de supressão da progressão do ciclo 

celular (parada na fase GI) pelo ICI maior nas células HT29 do que nas células Colo205, o que 

não foi observado com o uso de atenolol. Além disso, o tratamento com propranolol e ICI 

resultou em apoptose dessas células com o mesmo padrão de resposta, ou seja, as células HT29 

foram mais sensíveis ao bloqueio β2 adrenérgico, sugerindo que o crescimento celular é 

dependente da sinalização β adrenérgica em alguns tipos celulares, mas não em outros (CHIN 

et al., 2016). Diante desses resultados, destacamos a importância de estudar os efeitos do 

tratamento com fármacos que interferem na sinalização adrenérgica em modelos que utilizam 

diferentes tipos celulares, o que resultará em um conjunto de dados mais robusto e auxiliará no 

entendimento das respostas às drogas específicas dependendo das características de cada célula. 

Fjæstad et al. (2022) mostraram que o bloqueio farmacológico não seletivo dos 

receptores adrenérgicos com propranolol atrasa o crescimento tumoral em modelo de 

fibrosarcoma (MCA205) em camundongos, efeito que foi dependente da presença de células T 

CD8+, uma vez que quando o mesmo protocolo realizado em camundongos nude não resultou 
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no efeito de redução na taxa de crescimento tumoral observado. Além disso, os autores 

mostraram que o crescimento do tumor foi reduzido e a taxa de sobrevida de animais tratados 

com propranolol foi maior em modelo de câncer de cólon (MC38) por aumentar a infiltração 

de células T CD8+ no microambiente tumoral e reduzir a de células imunossupressoras 

mieloides, que contribuem para  o crescimento do tumor (FJÆSTAD ET AL, 2022).  

Em nosso laboratório, utilizando o modelo (CT26 s.c.) empregado neste trabalho, foi 

demonstrado aumento da infiltração de células T CD8+ no microambiente tumoral em animais 

submetidos ao treinamento físico, bem como aumento de células T CD8+ativadas nos 

linfonodos drenantes (mais próximo ao local do tumor) (VOLTARELLI, et al., 2024). Com o 

uso de propranolol, em outro estudo que vem sendo conduzido por pesquisadores de nosso 

grupo, não foram observadas diferenças no crescimento tumoral de animais tratados com 

diferentes doses da droga tanto em modelo animal utilizando células CT26 quanto células 

B16F10 (VIEIRA et al, dados não publicados), sendo que neste último modelo, a massa das 

glândulas adrenais encontrou-se aumentada nos animais com câncer, e esse efeito foi suprimido 

no grupo tratado com propranolol, mostrando que a sinalização adrenérgica sofreu aumento ao 

longo do crescimento tumoral nesse modelo e que o bloqueio não seletivo dos receptores 

adrenérgicos do subtipo β reduz essa resposta (VIEIRA et al, dados não publicados).  

Com nosso protocolo experimental não foi possível observar alteração na massa do 

tumor, resultado provavelmente influenciado pela alta dispersão dos dados individuais (figura 

4a). Também não observamos alteração na massa de órgãos linfóides, no entanto, experimentos 

desenvolvidos em nosso laboratório como parte do trabalho de outros pesquisadores estão sendo 

realizados com o objetivo de verificar a interação entre o TFA, a sinalização adrenérgica e o 

sistema imunológico.  
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Figura 4. Média±EPM dos valores de massa do tumor (a), adrenal (b), baço (c) e linfonodos (d) dos 

animais dos grupos Salina e ICI. Os camundongos foram sacrificados aos 12 dias pós-inoculação das células CT26. 

Cada círculo representa uma unidade amostral do grupo correspondente. 

Uma vez que o TFA pode reduzir a hiperatividade simpática em doenças crônicas, há 

uma linha de raciocínio que nos leva a cogitar uma possível relação entre os resultados de ambos 

os trabalhos. Por isso, apesar de não observarmos alteração no volume e massa do tumor no 

grupo tratado quando comparado ao seu controle, avaliamos proteínas importantes da via de 

sinalização adrenérgica, bem como a expressão gênicos níveis de mRNA do receptor β2 

adrenérgico, uma vez que o fenótipo pode sofrer alteração após um período de desregulação já 

estabelecida em vias intracelulares ou na dinâmica de internalização ou síntese de receptores de 

membrana. Os dados de expressão proteica de proteína quinase A (PKA) (figura 5a) e seus 

substratos fosforilados (s-PKA) (figura 5b), proteína de ligação ao elemento de resposta ao 

AMPc (CREB) (figura 5c) e CREB fosforilada (p-CREB) (figura 5d) além dos níveis de mRNA 

receptor β2 (figura 5e) foram avaliados e são mostrados a seguir.  
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Figura 5. Médias±EPM da quantificação da expressão proteica de PKAC-alfa, S-PKA (painéis a e b), CREB e P-

CREB (painéis c e d) e da expressão gênica relativa do receptor β2 (ADRB2, painel e) nos tumores de animais dos 

grupos tratados com salina  e ICI. Os camundongos foram sacrificados aos 12 dias pós-inoculação das células 

CT26. *p<0,05. As barras verdes marcam o peso molecular de 50 kDa e as barras vermelhas 38 kDa. Nos painéis 

a e b, o retângulo delimita a proteína de interesse e a marcação não demarcada é a proteína GAPDH (35 kDa), que 

foi usada como controle de carregamento. Nos painéis c e d o controle de carregamento ficou sobreposto quando 

revelado ao mesmo tempo que a proteína de interesse (canais 680 nm e 800 nm), por isso está inserido na figura 

logo abaixo (c = GAPDH e d = α-tubulina). 

Nos conjuntos de dados com menor erro padrão da média (PKA, figura 5a e pCREB, 

figura 5d) foi possível identificar aumento na expressão proteica de PKA e de pCREB no grupo 

ICI. Avaliamos a relação entre a massa tumoral e o volume tumoral no último dia do protocolo 

(12º) e a expressão dessas proteínas e não observamos correlação importante entre a massa ou 

o volume tumoral e nenhuma das quatro proteínas avaliadas, sendo o maior valor de correlação 
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encontrado de R² = 0,2713 entre o volume tumoral e a expressão proteica de CREB (figura 20, 

APÊNDICE A). Esses resultados podem parecer contraditórios em um primeiro olhar, uma vez 

que a epinefrina presente no sangue que irriga o tumor encontra competição por um de seus 

receptores devido à presença de ICI. Poderíamos esperar um aumento no número de receptores 

de membrana do subtipo β2 como resposta ao antagonismo pelo ICI, porém com esse período 

de tratamento (12 dias) não observamos diferença estatística na expressão gênica do ADRB2 

(p=0,1297) entre os grupos.  

Na década de 90, Zhong et al. (1993; 1995; 1996) publicaram diversos estudos a respeito 

da interação entre as regulações de receptores beta adrenérgicos dos subtipos β1 e β2 e 

demonstraram a coexistência dos receptores dos subtipos β1 e β2 em células da linhagem de 

glioma de rato C6 na proporção de 80:20 e que o tratamento com dexametasona por 48h 

aumentou a proporção de receptores β2 na superfície celular de 20 para 60% (ZHONG et al., 

1993). A densidade total dos receptores β-adrenérgicos não foi alterada, pois houve uma 

redução recíproca na proporção de receptores do subtipo β1. Além disso, após o tratamento com 

a droga, houve aumento de 2 a 3 vezes na expressão de RNAm para o subtipo β2 sem alteração 

para β1 e manutenção da potência de norepinefrina e epinefrina em estimular o acúmulo de 

AMPc (ZHONG et al., 1993).  

Em nosso trabalho, não observamos diferença estatística na expressão de ADRB2 entre 

os grupos controle e ICI (p=0,1297), porém não descartamos a possibilidade de alteração na 

expressão de ADRB1 ou mesmo que com um número amostral maior, alterações na dose e 

tempo de tratamento com ICI possa revelar alterações na expressão desses receptores em 

diferentes tipos celulares constituintes do tumor. Seria interessante que um estudo a respeito 

das proporções de expressão de ambos os receptores na superfície de membrana das células 

CT26 fosse conduzido em resposta ao tratamento com diferentes agonistas e antagonistas 

adrenérgicos. 

Sabemos que o microambiente tumoral é um ambiente que não segue um padrão de 

organização de vasos sanguíneos e que suas diferentes regiões recebem irrigação de forma 

variada. Uma possível explicação para os resultados observados na expressão proteica das 

proteínas da via de sinalização clássica pode vir das diferenças na dinâmica de ligação entre 

epinefrina e seus outros receptores, tanto nas células tumorais quanto nas células T infiltrantes 

e outros tipos celulares presentes no microambiente tumoral . É possível que o bloqueio dos 

receptores do tipo β2 adrenérgicos provoque maior disponibilidade de epinefrina e consequente 

maior ligação desse hormônio em outros subtipos de receptores, incluindo os do tipo β1 

adrenérgicos em diferentes células presentes no microambiente tumoral.  
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 Essa hipótese encontra respaldo em trabalhos que utilizaram antagonista não seletivo 

(propranolol) e obtiveram diferença tanto de número de células T CD8+ quanto de sua atividade 

em outros modelos de câncer em camundongos (FJÆSTAD ET AL, 2022).  

Os resultados obtidos com a avaliação dos tecidos relacionados ao sistema imunológico 

em nosso protocolo de tratamento com ICI fazem parte de outro estudo do laboratório e  o 

impacto da sinalização adrenérgica está sendo investigado em células T CD8+ do baço, 

linfonodos drenantes e infiltrantes no tumor. Nos linfonodos e no tumor, não observamos 

diferença na população de células imunes entre os animais do grupo controle ou tratados com 

ICI, enquanto no baço houve aumento do número de células T CD8+ no grupo ICI (VIEIRA et 

al, dados não publicados). Uma vez que não foram encontradas diferenças no crescimento 

tumoral (figura 3b), massa tumoral e massa dos linfonodos (figura 4a, d), esse resultado é 

esperado.  

Não foi possível utilizar um número maior de animais no protocolo referente a esse 

subprojeto devido à limitação da quantidade de fármaco disponível e seu custo. Por isso, como 

mencionado anteriormente, executamos também protocolos experimentais semelhantes em 

parceria com outra pesquisadora (VIEIRA et al, dados não publicados), porém com o uso do 

antagonista adrenérgico não seletivo propranolol em diferentes doses (7, 10, 20 mg/kg) tanto 

em modelo CT26 quanto B16 em animais C57BL/6 e acompanhando os animais por mais tempo 

ao longo do crescimento tumoral. No entanto, não observamos diferença no crescimento do 

tumor nessas doses. No momento, doses menores de propranolol (e.g 5 mg/kg) estão sendo 

testadas em modelo CT26, levando em consideração propriedades farmacológicas do 

propranolol.  

De fato, o propranolol em doses mais altas, pode ter atividade de agonista inverso. Por 

essa razão, estamos titulando, como parte do estudo acima citado, a dose dessa droga em 

experimentos in vitro. No estudo de Vieira et al (em andamento), ensaios tanto em células CT26 

quanto B16F10 com o uso de propranolol, antagonista β-adrenérgico e isoproterenol, um 

agonista β-adrenérgico não seletivo, demonstraram redução na formação de colônias 

(diminuindo seu número) com dose maior de propranolol (20 µM) em comparação ao controle 

e doses menores (5 e 10 µM) em células CT26, enquanto o tratamento com isoproterenol, 

também em doses crescentes, não alterou a quantidade de colônias (VIEIRA et al, dados não 

publicados). Já em células B16F10, a resposta de redução na formação de colônias foi aparente 

desde a menor dose e foi progressivamente mais pronunciada nas doses maiores, enquanto a 

resposta ao isoproterenol foi semelhante à das células CT26 (VIEIRA et al, dados não 

publicados). Esses resultados indicam que há relação entre a sobrevivência de células tumorais 
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e a sinalização adrenérgica. No entanto, no nosso estudo, na dose utilizada e tempo de 

tratamento que conseguimos avaliar nossos animais, não observamos diferenças no crescimento 

tumoral entre os grupos. Por isso, o laboratório está revisitando tanto o modelo animal (injeção 

de células tumorais), quanto os fármacos a serem utilizados nos estudos futuros. Importante 

destacar, nesse sentido, que nossos resultados também podem estar relacionados a limitações 

do modelo animal com injeção subcutânea de células tumorais de carcinoma de cólon  (modelo 

heterotópico xenográfico). Uma alternativa para estudos futuros seria a busca por modelos com 

injeção ortotópica de células em ógãos já inervados pelo sisema nervoso simpático.  

 

3.1.2 Avaliação da sinalização adrenérgica no músculo esquelético em 

camundongos com carcinoma de cólon  

Com relação ao tecido muscular esquelético, podemos observar na figura 6 que não 

houve diferença de massa dos músculos coletados entre os grupos ICI e salina, mostrando que 

nesse período de crescimento tumoral, o bloqueio da sinalização dos receptores β2-adrenérgicos 

não apresenta contribuição importante no tecido muscular que reflita na modificação de sua 

dinâmica de perda/crescimento. 

 

Figura 6. Média±EPM dos valores absolutos de massa dos músculos sóleo (a), gastrocênio (b) e tibial anterior (c), 

e dos valores relativos (massa/comprimento da tíbia) dos mesmos músculos respectivamente (d), (e) e (f) dos 

animais dos grupos Salina e ICI. Os camundongos foram sacrificados aos 12 dias pós-inoculação das células CT26. 

Cada círculo representa uma unidade amostral do grupo correspondente. 

 De modo semelhante ao raciocínio para o tumor, avaliamos também as proteínas da via 

clássica de sinalização adrenérgica no músculo esquelético. Nesse sentido, são apresentados a 

seguir os dados de expressão proteica de PKA (figura 7a), s-PKA (figura 7b), CREB (figura 
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7c) e p-CREB (figura 7d) no músculo esquelético dos animais controle e tratados com ICI. 

Diferente do que aconteceu no tumor, no tecido muscular não houve diferença na expressão das 

proteínas avaliadas entre os grupos Salina e ICI (figura 7). A inervação simpática é distribuída 

pelo músculo esquelético, fazendo contato próximo com as junções neuromusculares (KHAN 

et al., 2016) e sua sinalização, via ativação do receptor β2-adrenérgico, promove aumento na 

expressão do coativador-1 alfa do receptor ativado por proliferadores de peroxissoma gama 

(PGC-1alfa) no músculo esquelético, refletindo em aumento na síntese de proteínas 

mitocondriais, que é reduzida após tratamento com beta bloqueadores (KHAN et al., 2016). 

Além disso, a sinalização adrenérgica no músculo esquelético promove supressão de atrogenes 

(GONÇALVES et al., 2012) e estímulo da síntese proteica, uma vez que está envolvida com a 

regulação de Akt e mTOR, como mencionado na introdução (KLINE et al., 2007; SATO et al., 

2011; GONÇALVES et al., 2019). 

 Em nosso trabalho, tratamos os animais por 12 dias e não observamos alterações na 

massa muscular esquelética (figura 6), um resultado esperado, uma vez que mesmo após 20 

dias de crescimento tumoral (dado apresentado a seguir, como parte dos resultados do 

subprojeto 2) tanto a massa corporal quanto a muscular esquelética não sofreram redução nos 

animais com câncer. Diante desses resultados, provavelmente um tempo maior de tratamento 

com ICI, combinado a um protocolo mais duradouro de acompanhamento do crescimento 

tumoral até mesmo em outros modelos experimentais de câncer que promovam alterações 

expressivas no metabolismo e massa muscular, poderá expor a regulação desses fatores pela 

sinalização simpática. 
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Figura 7. Média±EPM da quantificação da expressão proteica de PKAC-alfa (a), S-PKA (b), CREB (c) e pCREB 

(d) no músculo esquelético (Tibial Anterior) de animais dos grupos tratados com Salina e ICI. Os camundongos 

foram sacrificados aos 12 dias pós-inoculação das células CT26. As barras verdes marcam o peso molecular de 50 

kDa e as barras vermelhas 38 kDa. Nas fotos representativas a parte superior indica as proteínas de interesse e a 

parte inferior a proteína GAPDH, que foi usada como controle de carregamento. 

3.2 Subprojeto 2: Influência do treinamento físico aeróbio sobre o crescimento 

tumoral, massa corporal e muscular esquelética e sinalização adrenérgica no 

tumor e músculo esquelético 

Anteriormente em nosso grupo, os estudos a respeito do impacto do TFA sobre o 

crescimento tumoral e a caquexia do câncer estavam sendo conduzidos com a injeção 

subcutânea de células CT26 na concentração de 106 em 100 µl. No primeiro estudo piloto 

conduzido para a presente pesquisa, começamos a observar diferenças na resposta de 

crescimento do tumor e dinâmica de massa muscular esquelética. Uma vez que as células 

utilizadas interferem fortemente nos resultados obtidos, optamos por realizar uma nova 

padronização da concentração de células CT26 inoculadas nos animais antes de prosseguir para 

a abertura de um novo protocolo com o objetivo de responder às perguntas do subprojeto 2. Os 

resultados da padronização encontram-se disponíveis no Apêndice B. Nesses animais, foram 
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inoculadas as células CT26 em concentrações de 1x105, 5x105 e 1x106 em volume de 100 μl na 

região subcutânea e os animais foram sacrificados assim que atingissem volume acima de 1000 

mm³. Quando os valores de volume tumoral se aproximavam desse limite, realizamos o teste 

máximo incremental para avaliar o efeito do crescimento do tumor sobre a capacidade de 

corrida desses animais. Os animais que receberam as células nas concentrações de 5x105 e 1x106 

tiveram redução em sua capacidade de corrida em comparação com o momento anterior à 

inoculação (figura 21, painel inferior direito, apêndice B). Os animais do grupo 5x105 tiveram 

maior tempo de sobrevida (figura 21, painel superior direito, apêndice B, sendo sacrificado o 

último animal desse grupo no 34º dia após o inóculo. Os valores de volume tumoral, massa 

tumoral e massa da glândula adrenal não apresentaram diferença significativa entre os grupos 

(figura 21, apêndice B). 

Além disso, padronizamos também os procedimentos de teste incremental máximo 

(descritos na seção 4.9) em esteira, cujos resultados são apresentados na figura 8. 

 

Figura 8. Média±EPM dos valores de distância percorrida no teste máximo de corrida pré-treinamento e após 4 

semanas para os grupos treinado e não treinado, ambos testes realizados pré injeção de células tumorais. Os dados 

são apresentados como médias ± SD. * p<0,0001 vs Treinado Pré. # p<0,0001 vs Não treinado Pós. Cada círculo 

representa uma unidade amostral do grupo correspondente. 

Os animais do grupo treinado apresentam melhora no desempenho em relação ao teste 

inicial e em relação ao grupo não treinado de forma consistente entre os lotes realizados. Esses 

resultados demonstram que o protocolo de treinamento físico aeróbio foi eficaz em melhorar a 

capacidade física dos camundongos. 

3.2.1 Efeito do TFA no desempenho de corrida e atividade da citrato sintase 

 Após a finalização dos protocolos de padronização da concentração de células, optamos 

por injetar as células CT26 na concentração de 5x105, uma vez que o crescimento do tumor foi 
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mais homogêneo entre os animais e esse grupo apresentou maior sobrevida (figura 21). Os 

dados apresentados a seguir são resultado da avaliação do grupo de animais treinados ou não 

que receberam as células nessa concentração e seus respectivos controles. 

A avaliação dos resultados obtidos no protocolo final mostrou que os dados vão ao 

encontro daqueles agrupados nos protocolos de padronização, ou seja, o TFA melhora a 

capacidade de corrida dos animais, enquanto os animais que permaneceram sem treinar 

apresentaram queda no desempenho na avaliação final. Corroborando esse resultado, 

observamos que a atividade da Citrato Sintase ao final do protocolo foi significativamente 

menor no grupo com câncer que não foi treinado (Cnt) quando comparado ao grupo treinado 

(Ct) (figura 9b). 

 

Figura 9. Painel a. Média±EPM dos valores de distância percorrida no teste máximo de corrida pré-treinamento e 

após o encerramento do protocolo para os grupos sem câncer não treinado (Snt), sem câncer treinado (St), com 

câncer não treinado (Cnt) e com câncer treinados (Ct) * p<0,05 vs Snt Pré. Painel b. Média±EPM dos valores de 

absorbância/min/g de tecido da atividade da enzima Citrato Sintase realizada no músculo sóleo dos animais dos 

mesmos grupos após a finalização do protocolo experimental * p<0,01 CS vs CT. Os dados são apresentados como 

médias ± SD. Cada círculo representa uma unidade amostral do grupo correspondente. 

3.2.2 Efeitos do Treinamento Físico aeróbico no crescimento tumoral e 

sobrevida 

A figura 10 apresenta os resultados de volume tumoral ao longo do tempo (painel a) e 

sobrevida (painel b) após a injeção das células CT26 nos grupos câncer não treinado (Cnt) e 

câncer treinado (Ct). Nos painéis b e c podemos observar os valores de volume tumoral 

avaliados separadamente no 19º e 20º dia após a injeção e no painel d a média dos valores de 

massa do tumor coletado ao final do protocolo. 

Os resultados da análise estatística indicam crescimento tumoral expressivo ao longo do 

tempo, com diferença marcante entre os grupos não treinados e treinados. Tais resultados 

comprovam a efetividade do protocolo de TFA aplicado por 8 semanas pré-injeção e 2,5 
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semanas pós-injeção das células CT26 em reduzir o crescimento tumoral em nosso modelo 

(figura 10a). Paralelamente a esse resultado expressivo, podemos observar o aumento da 

sobrevida dos animais que foram submetidos ao TFA (Ct) em comparação com os animais que 

permaneceram sem treinamento (Cnt) (figura 10b), efeito amplamente conhecido do TFA na 

literatura pré-clínica e clínica (MOORE et al., 2016; JEE et al., 2022; TOBIAS et al., 2023; 

VOLTARELLI et al., 2024). 

Apesar de observarmos diferença no volume tumoral entre os grupos estudados, a massa 

do tumor ao final do protocolo não foi estatisticamente diferente (figura 10c). É razoável o 

raciocínio de que é possível que esse dado tenha sido observado devido à perda amostral. No 

gráfico de sobrevida (figura 10b), podemos observar que houve uma perda amostral de 40% no 

grupo Cnt (4 animais atingiram critérios éticos para finalização do protocolo, tendo o primeiro 

animal sido sacrificado no 15º dia após a inoculação das células CT26, dois no 17º dia e o 

último no 19º dia). Corrobora essa hipótese, o fato de que o volume tumoral no 19º dia (figura 

10d) (quando o último animal do grupo Cnt foi sacrificado por motivos éticos e ainda foi 

possível fazer a medida dos diâmetros maior e menor do tumor) apresentava diferença entre os 

grupos e essa diferença foi perdida no 20º dia (p=0,051), quando o número amostral restante 

era 6 (figura 10e). Foi realizado um teste de correlação entre os valores de massa do tumor e os 

valores de volume tumoral, em que foram encontrados valores de r²=0,875 em ambos os grupos 

Ct e Cnt, que demonstra que a massa tumoral acompanha (forte correlação) o comportamento 

do volume tumoral. Portanto, se pudéssemos contabilizar a massa tumoral ao final do protocolo 

de todos os animais, provavelmente encontraríamos diferença entre os grupos, corroborando 

achados de trabalhos anteriores do nosso grupo (PEREIRA et al, 2022; VOLTARELLI et al, 

2024). 
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Figura 10. Painel a. Média±EPM dos valores de volume tumoral dos animais dos grupos câncer não treinado (Cnt) 

e câncer treinado (Ct). ANOVA de modelo misto de medidas repetidas. ****p<0,0001 entre os grupos, *p<0,05 

vs Ct no 13º dia. Painel b. Análise de sobrevida dos animais dos grupos Cnt e Ct. Teste de log-rank **p<0,01. 

Painel c. Média±EPM dos valores de massa do tumor coletado ao final do protocolo experimental. Painel d e e. 

Média±EPM dos valores de volume tumoral avaliados no 19º e 20º dias após a inoculação das células CT26, 

respectivamente dos animais dos grupos Cnt e Ct. Teste t não pareado, * p<0,05. Cada círculo representa uma 

unidade amostral do grupo correspondente. 

3.2.3 Avaliação do efeito do treinamento físico aeróbico na expressão gênica e 

de proteínas da via de sinalização adrenérgica no tumor  

Em um dado momento da condução deste projeto, avaliamos as proteínas da via de 

sinalização adrenérgica PKA, S-PKA, CREB e pCREB em um dos lotes piloto conduzidos 

previamente, em que os animais treinaram por 4 semanas antes do momento de injeção das 

células CT26. Os resultados mostraram que os substratos fosforilados pela enzima PKA (S-

PKA) e a forma fosforilada de CREB apresentaram-se diminuídas nos tumores dos animais 

treinados em relação aos tumores dos animais não treinados. Esses dados foram apresentados 

em relatório parcial entregue à FAPESP e encontram-se na figura 22, apêndice C. Diante desses 

resultados, e com o objetivo de responder se possíveis alterações na sinalização adrenérgica 

poderiam estar ocorrendo no microambiente tumoral e estarem relacionadas com a redução do 

volume tumoral dos animais treinados quando comparados aos não treinados, conduzimos o 

protocolo de Western Blot para avaliarmos a expressão das mesmas proteínas e dos genes 

PKACA, CREB1 e ADRB2, que codificam para a subunidade catalítica da PKA, CREB e 

receptor β2-adrenérgico, respectivamente, nos tumores dos animais do subprojeto 2, cujos dados 

estamos tratando nessa seção.  
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 A expressão gênica de PKACA, CREB1 e ADRB2 (figura 11a, b e c, respectivamente) 

não foi diferente entre os grupos Cnt e Ct (figura 11), o que está de acordo com a expressão 

proteica das proteínas correspondentes, bem como de proteínas fosforiladas por PKA (S-PKA, 

figura 12b) e da forma fosforilada de CREB (pCREB, figura 12d)e avaliadas nesses tumores, 

que também não foi diferente entre os grupos (figura 12).  

 

Figura 11. Média±EPM dos valores de expressão relativa de PKACA (a), CREB1(b) e ADRB2 (c) nos tumores 

de animais dos grupos Cnt e Ct. Os tumores foram coletados no momento do encerramento do protocolo 

experimental aos 20 dias pós-inoculação das células CT26. A expressão do gene HPRT1 foi utilizada como 

normalizador.  

A sinalização adrenérgica é pró-tumoral, estimulando a proliferação das células 

cancerígenas. Nossos resultados mostraram que a via intracelular clássica dessa sinalização não 

encontra-se alterada nos tumores dos animais treinados em relação aos não treinados. No 

entanto, no grupo não treinado houve perda amostral significativa e os tumores dos animais 

sacrificados devido à ocorrência de ulceração não foram avaliados. Portanto, cabe considerar 

ao interpretarmos esse resultado que os tumores provavelmente mais agressivos não foram 

avaliados quanto à expressão proteica, podendo implicar em resultados diferentes caso fossem 

parte da amostra ou mesmo fossem avaliados separadamente. 

Apesar do resultado acima mencionado, observamos uma grande diminuição do volume 

tumoral nos animais que passaram pelo TFA. Esse conjunto de dados nos permite pensar que 

outras vias de sinalização intracelular estejam envolvidas na redução do volume tumoral, uma 

vez que vários estudos utilizando diferentes modelos experimentais de câncer encontraram 

efeitos antitumorais promovidos pelo bloqueio de receptores β adrenérgicos que foram 

dependentes de vias intracelulares distintas (ZHANG et al., 2010; ZHANG et al., 2011; 

HASSAN et al., 2013; XIE et al., 2018).  

Zhang et al. (2011), utilizando linhagens celulares de adenocarcinoma pancreático MIA 

PaCa-2 e BxPC-3 (mutação e ausência no gene da k-ras, respectivamente) demonstraram 

aumento na apoptose celular quando as células foram tratadas com ICI em comparação ao 

tratamento com metoprolol (antagonista β1 seletivo) e esse efeito foi dependente da inibição da 

ativação de NF- κB e da inibição da fosforilação de ERK1/2 e Akt. Além disso, no mesmo 
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estudo os autores demonstraram diminuição da expressão de proteínas responsáveis pela 

progressão do ciclo celular após o tratamento com os β-bloqueadores (ZHANG et al, 2011). 

Hassan et al. (2013), estudando os efeitos do estresse de contenção em modelo 

experimental de câncer de próstata observaram aumento da fosforilação dos alvos de PKA 

CREB e BAD (Bcl-2-associated death promoter) e redução da clivagem da caspase-3 e PARP 

(marcadores de apoptose) induzidos pelo protocolo de estresse e pela administração de 

epinefrina. Essa resposta foi suprimida pelo tratamento com ICI. Além disso, a massa da 

próstata foi aumentada pelo protocolo de estresse em camundongos Hi-Myc (modelo 

transgênico de câncer de próstata em camundongos induzido pela expressão do oncogene C-

MYC), houve redução da apoptose e aumento de PIN (neoplasia intraepitelial prostática) no 

tecido prostático, efeitos que foram bloqueados pelo tratamento com ICI, sugerindo que a via 

antiapoptótica epinefrina/ADRB2/PKA/BAD é estimulada pelo estresse e provoca o 

crescimento tumoral (HASSAN et al., 2013). 

Em modelo de câncer pancreático Zhang et al. (2010) encontraram resultados positivos 

do antagonismo de receptores β2 adrenérgicos em suprimir a invasão celular via inibição de 

CREB, NFκB e AP-1. Já Zhang et al. (2020) demonstraram que os receptores β1/2 são 

superexpressos em amostras de carcinoma de células escamosas oral e que a expressão do 

receptor β2 adrenérgico se correlaciona com estágios clínicos mais avançados da doença. Em 

animais injetados subcutaneamente com células Cal27, os autores demonstraram redução no 

tamanho do tumor e aumento de sobrevida após o tratamento com ICI. Utilizando 

sequenciamento genético, no mesmo estudo foi demonstrado que 19 vias de sinalização 

estavam afetadas, incluindo a via das MAPKs e PI3K-Akt (ZHANG et al., 2020). 

Dada a complexidade das interrelações entre as inúmeras vias de sinalização e suas 

moléculas envolvidas, estamos ainda no início da compreensão dos mecanismos pelos quais o 

TFA exerce seu efeito preventivo e antitumoral tanto em modelos experimentais pré-clínicos 

quanto na clínica nos vários tipos de câncer já estudados. Por isso, a continuação da investigação 

a respeito das regulações intrínsecas aos processos celulares é de suma importância para a 

construção de um corpo de conhecimento cada vez mais robusto que possa contribuir para o 

tratamento desse grupo complexo de doenças. Além disso, a condução de estudos que 

diferenciem a expressão de ADRB2 e avaliem as vias de sinalização downstream em diferentes 

estágios do crescimento tumoral é necessária para esclarecer se o efeito da sinalização 

adrenérgica é alterado ao longo da progressão da doença. 
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Figura 12. Média±EPM dos valores (U.A.) obtidos na quantificação da expressão proteica de PKAC-alfa (painel 

a), S-PKA (painel b), CREB (painel c) e pCREB (painel d) nos tumores de animais dos grupos Cnt e Ct. Os tumores 

foram coletados no momento do encerramento do protocolo experimental aos 20 dias pós-inoculação das células 

CT26. As barras verdes marcam o peso molecular de 50 kDa, as barras vermelhas 38 kDa e a barra azul 25 kDa. 

Nos painéis a, b e d, o retângulo delimita a marcação da proteína de interesse, sendo em a e b a marcação não 

delimitada correspondente ao GAPDH e em d a proteína ATF-1, também marcada com o anticorpo utilizado. Em 

c e d o controle de carregamento é mostrado na figura separada abaixo (c = GAPDH e d = α-tubulina). 

Houve tentativas de se identificar possíveis focos de inervação simpática no tumor dos 

animais estudados, no entanto, não encontramos marcação após utilizarmos diferentes 

abordagens do método de imunofluorescência para o anticorpo anti-tirosina hidroxilase (TH), 

um marcador de terminações nervosas simpáticas e os marcadores de prolongamentos neurais 

(Neurofilamentos de cadeia leve e cadeia pesada (NF-L e NF-H, respectivamente), exceto uma 

possível marcação em uma única lâmina dentre todos os testes realizados (Figura 13).  
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Figura 13. Imunofluorescência de lâmina contendo cortes de tumor de camundongo inoculado com células CT26 

(1 x 106) e coletado após 17 dias da inoculação. A lâmina recebeu tratamento para exposição de epítopo com 

tampão citrato pH 6,0. Os painéis A, B e C mostram a marcação em corte incubado com anticorpo primário anti-

NF-L, anti-NF-H e anti-TH, respectivamente. O painel D mostra a marcação com DAPI. Barra: 200 µm. 

 

Uma nova tentativa de identificação da proteína Tirosina Hidroxilase foi realizada 

utilizando o procedimento de Western Blot com amostra de tumor, em que o tecido cerebral foi 

usado como controle positivo para esse anticorpo, mas não observamos marcação nos tumores 

avaliados (Figura 14).  

 

Figura 14. Revelação de membrana de Western Blot que recebeu incubação com anticorpo anti-TH (1:5000) em 

amostras de proteínas extraídas de tumores para teste (lote C). Foram utilizadas proteínas extraídas de tecido 

cerebral como controle positivo (CP, última coluna). A primeira coluna refere-se ao marcador de peso molecular. 

A seta superior indica o peso molecular de 50 kDa e a seta inferior indica o peso molecular de 38 kDa. O fabricante 

indica o aparecimento da proteína TH na banda de 60 kDa. 
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É possível que a quantidade dessa proteína dentro do microambiente tumoral seja tão 

pequena a ponto de não identificarmos por meio dessa técnica ou mesmo que haja inervação 

superficial, ainda não infiltrada no tumor, que no momento da retirada da massa tumoral é 

eliminada da amostra. Identificamos por meio de inspeção visual em alguns animais, como 

mostrado na figura 15, fibras nervosas direcionadas à massa tumoral logo abaixo da pele do 

animal quando essa era rebatida (setas pretas) para a coleta do tumor, mas não podemos afirmar 

a origem dessas fibras. É provável que sejam provenientes de inervação sensorial do tecido 

cutâneo ou motora das fibras superficiais dos músculos do dorso. O animal da foto participou 

de um protocolo de teste com a administração de propranolol, conduzido em conjunto com 

outra pesquisadora do laboratório e portanto não faz parte dos protocolos cujos resultados foram 

apresentados na presente tese.  

 

Figura 15. Massa tumoral aderida à pele rebatida do dorso de um animal após 20 dias da injeção de células CT26 

na concentração de 1x106. Notar a irrigação sanguínea e fibras nervosas nas proximidades. 

Estudos tem demonstrado que a origem de tecido neural em tumores é diversa, podendo 

ocorrer a formação e infiltração de novos axônios provenientes de nervos periféricos próximos 

ao tumor – um processo estimulado pela liberação de fatores de crescimento neural pelas células 

tumorais, transdiferenciação de células tumorais para características de tecido neural e 

recrutamento de células progenitoras neurais do sistema nervoso central (AYALA et al., 2008; 

DOLLE, et al., 2005; FARACH et al., 2016; LAPUK et al., 2012; RICCI et al., 2001). Nesse 

sentido é possível que, pelo fato de nosso modelo ser heterotópico, alguns desses processos não 

tenham o tempo necessário suficiente para implicar em nova inervação na massa tumoral, como 

discutido no final do tópico 3.3.1. 

 Além disso é possível que em modelos ortotópicos ou mesmo modelos genéticos a 

inervação seja robusta o suficiente para sua identificação, uma vez que se desenvolvendo no 

local de sua origem celular, neurônios sensoriais ou autonômicos já encontram-se presentes 

fisiologicamente. Por exemplo, em camundongos geneticamente modificados que mimetizam 
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o adenocarcinoma ductal de pâncreas, a inervação sensorial existente exerce um papel 

fundamental na iniciação e progressão da doença, fornecendo sinais pró-inflamatórios que 

favorecem o desenvolvimento do tumor (SALOMAN, 2016). 

 Além disso, o papel da sinalização adrenérgica não está restrito aos neurotransmissores 

liberados próximos ou dentro da massa tumoral, uma vez que as catecolaminas circulantes 

podem alcançar as células do microambiente tumoral e exercer seus efeitos tanto em células 

tumorais quanto em outras células constituintes do estroma, por diferentes vias de sinalização, 

uma vez que muitos dos tipos celulares presentes no microambiente tumoral (músculo liso dos 

vasos sanguíneos, células T CD8+, macrófagos e células tumorais) possuem receptores 

adrenérgicos. 

O estudo de Allen et al. (2018) mostrou que a sinalização adrenérgica sustentada -

promovida por estresse de restrição no microambiente tumoral pode, por si, estimular a 

inervação intratumoral em diferentes modelos de câncer de ovário, efeito que não é observado 

em animais adrenalectomizados ou com bloqueio ganglionar. Além disso, a norepinefrina 

aumentada no microambiente tumoral nesse modelo, é capaz de aumentar a expressão gênica e 

proteica de BDNF, efeito que é anulado com a inibição do receptor β3 adrenérgico (ADRB3). 

Por fim, os autores demonstraram que o surgimento de inervação intratumoral promovido pela 

estimulação noradrenérgica sustentada em diferentes modelos de câncer de ovário é dependente 

da via de sinalização ADRB3/cAMP/Epac/Jnk (ALLEN et al., 2018). 

Experimentos em andamento no nosso laboratório tem encontrado resposta das células 

tumorais em cultura celular utilizando o antagonista β adrenérgico não seletivo, propranolol, 

com resultados dependentes da dose, como discutido anteriormente. 

Nosso trabalho foi pioneiro no grupo ao tentar estabelecer ligação entre o SNS ou mesmo 

sua sinalização hormonal e o crescimento tumoral tanto com protocolo de antagonismo 

farmacológico quanto via estudo do TFA sobre essa possível relação. Com base em nossos 

resultados e a partir das padronizações realizadas, novos modelos podem ser implantados para 

o aprofundamento do estudo da inervação autonômica intratumoral, bem como os efeitos da 

sinalização adrenérgica na via não clássica e em diferentes tipos celulares constituintes do 

estroma tumoral. Nesse sentido, aprendemos muito com a tese aqui apresentada e novos 

modelos e experimentos estão sendo padronizados para o estudo da inervação e sinalização 

adrenérgica em tumores. 

3.2.4 Glândulas adrenais e órgãos do sistema imunológico 

Com relação aos outros tecidos coletados após o encerramento do protocolo 
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experimental que estão relacionados à atividade do Sistema Nervoso Simpático (SNA) ou são 

fortemente influenciados por ela, observamos aumento da massa das adrenais nos grupos 

treinados em comparação com os grupos não treinados quando agrupados (efeito principal de 

treinamento, independente da doença) (figura 16a), aumento da massa dos linfonodos nos 

animais com câncer em comparação com os animais saudáveis quando agrupados (efeito 

principal da doença) (figura 16b), bem como aumento do baço seguindo o mesmo padrão. Não 

esperávamos aumento de massa das adrenais como efeito principal do fator treinamento, pois 

um efeito comprovado do TFA é a redução na atividade simpática e resultado contrário foi 

encontrado nos lotes realizados anteriormente, porém com o tempo de treinamento de 4 

semanas. Durante o protocolo de TFA pelo qual os animais passaram, algumas intercorrências 

no laboratório podem ter causado estresse nos animais, como entrada de pessoas nas salas ao 

lado para manutenção do ar condicionado, pessoas conversando do lado de fora da sala e mesmo 

situações em que os animais foram expostos ao cheiro de outros animais utilizados no 

laboratório, como ratos. Tais intercorrências poderiam justificar uma ativação simpática 

transitória nesses animais, mas é improvável que seja suficiente para explicar esse aumento de 

tamanho da glândula adrenal observado. Além disso, todos os animais dos grupos não treinados 

estavam no mesmo ambiente e passaram pelas mesmas intercorrências, indicando que esses 

fatores não são explicativos do resultado observado. Nosso protocolo foi o primeiro com as 

características citadas, tendo os animais passado por teste máximo de forma individualizada e 

tempo de treinamento estendido, por isso será importante avaliar o mesmo parâmetro nos 

trabalhos seguintes. O exercício físico pode ser um fator estressor para animais de laboratório, 

uma vez que os camundongos não correm por vontade própria nesse modelo de treinamento, 

como naqueles em que rodas de corrida são instaladas nas gaiolas. Por isso, é possível que os 

efeitos benéficos do TFA na redução da hiperatividade simpática possam ser contrabalanceados 

por estimulação devido ao estresse. Com relação ao efeito do fator câncer, de aumento da massa 

dos linfonodos (região inguinal, adjacente a massa tumoral) (figura 16b) e do baço (figura 16a) 

corrobora achados pregressos do nosso laboratório. 
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Figura 16. Média±EPM dos valores de massa das glândulas adrenais (a), linfonodos (b) e baço (c) dos animais dos 

grupos sem câncer não treinado (Snt), sem câncer treinado (St), com câncer não treinado (Cnt) e com câncer 

treinados (Ct). Os camundongos foram sacrificados aos 20 dias pós-inoculação das células CT26. Os resultados 

da ANOVA de duas vias mostraram que houve efeito principal da doença na massa dos linfonodos e baço quando 

os grupos Snt e St agrupados vs Cnt e Ct agrupados foram comparados (p<0,01) e  efeito principal do treinamento 

na massa das glândulas adrenais quando os grupos Snt e Cnt agrupados vs St e Ct agrupados foram comparados 

(p<0,001). Não houve diferença na interação entre os fatores.  Cada círculo representa uma unidade amostral do 

grupo correspondente. 

3.2.5 Avaliação do efeito do treinamento físico aeróbico na massa corporal e 

muscular esquelética  

Não houve diferença entre a massa dos músculos avaliados dos animais com câncer de 

ambos os grupos não treinado e treinado quando comparados com os animais saudáveis de 

ambos os grupos não treinado e treinado (figura 17) corroborando os dados de área de secção 

transversa (figura 17d) e massa corporal (figura 17h). Esses resultados sugerem que o modelo 

atual de inoculação de células CT26 por via subcutânea não gera uma doença grave o suficiente 

para que os animais apresentem caquexia do câncer. Uma possível explicação para que nossos 

animais não tenham apresentado perda de massa como demonstrado em trabalhos anteriores do 

nosso laboratório (PEREIRA et al, 2022; ALVES et al, 2020) pode ser a utilização de células 

em diferentes passagens, ou mesmo a origem dos animais fornecidos, uma vez que no momento 

de condução desse estudo, somente animais padrão SPF passaram a ser produzidos pela 

Faculdade de Medicina da USP, de onde todos os animais utilizados para nossos estudos de 

padronização dos protocolos de teste máximo, treinamento físico e concentração de células 

foram adquiridos. Células em menor passagem provavelmente acumulam um número menor de 

mutações e podem exibir menor agressividade, uma vez que nossos animais demoraram mais 

dias para atingir o volume tumoral de 1 cm³ do que os animais utilizados anteriormente 

(PEREIRA et al, 2022; VOLTARELLI et al, 2024) e não apresentaram perda de massa corporal 

e muscular esquelética. 
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Figura 17. Média±EPM dos valores absolutos de massa dos músculos sóleo (a), gastrocênio (b) e tibial anterior 

(c), área de secção transversa do músculo Tibial Anterior (d), dos valores relativos (massa/comprimento da tíbia) 

dos mesmos músculos respectivamente (e), (f) e (g) e de massa corporal (h) dos animais dos grupos sem câncer 

não treinado (Snt), sem câncer treinado (St), câncer não treinado (Cnt) e câncer treinados (Ct). Os tecidos foram 

coletados 20 dias pós-inoculação das células CT26. Cada círculo representa uma unidade amostral do grupo 

correspondente. 

3.2.6 Avaliação da função muscular  

 Apesar de não observarmos diferença na massa dos músculos esqueléticos avaliados e 

apenas o fator tempo incluenciar a força de agarre dos animais (encontramos efeito principal de 

tempo na ANOVA de modelo misto, independente do estado de treinamento e doença) (figura 

18a), identificamos diferença entre os grupos com respeito a outros aspectos de sua função. Ao 

encontro dos dados de capacidade máxima de corrida, em que o grupo sem câncer que 

permaneceu sem treinamento sofreu uma queda no desempenho, os resultados obtidos no teste 

de deambulação demonstraram que o TFA aumenta o comprimento de passada. Esse efeito é 

atenuado nos animais com câncer que não foram treinados (figura 18c) Observamos também 

alteração na largura da passada, tendo os animais do grupo câncer não treinado diminuído esse 

parâmetro em relação ao momento inicial de avaliação (figura 18b). Sabemos que o treinamento 

físico de diferentes capacidades motoras, como força, é capaz de promover alteração na função 

muscular sem alterar sua massa, principalmente em momentos iniciais do processo de 

treinamento físico, como uma de suas primeiras adaptações. No câncer, como mostrado 

inclusive em trabalhos anteriores de nosso grupo em humanos, a melhor performance motora 

está associada com maior sobrevida, mesmo sem alteração na composição corporal (DAS 

NEVES et al., 2024). Portanto, apesar de não observarmos alteração na massa muscular, e 

portanto não podermos utilizar nosso modelo para estudo da caquexia, os dados de melhora na 

função do músculo esquelético sugerem que o treinamento físico propicia um  ambiente interno 
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mais promissor para contrabalancear os efeitos negativos do câncer, refletindo na redução do 

crescimento tumoral e no aumento da sobrevida, como demonstrado neste trabalho. De fato, 

esses dados corroboram dados anteriores do nosso laboratório, em que o TFA melhora a 

capacidade de corrida e a sobrevida em modelos experimentais de câncer (VOLTARELLI et 

al., 2024; PEREIRA et al, 2022; ALVES et al, 2020). Além disso, trabalhos anteriores do grupo 

mostraram que o TFA reduz o estresse oxidativo e normaliza a função contrátil e massa 

muscular em modelo de carcinoma de walker induzido por injeção de células walker 256 em 

ratos (Alves 2020). Já em humanos, observamos também em nosso grupo, que miotubos 

incubados com plasma de pacientes com câncer e baixa performance em testes motores tem 

taxa de consumo de oxigênio prejudicada e apresentam menor ploriferação (DAS NEVES et 

al., 2024). 

 
Figura 18. Média±EPM dos valores de comprimento de passada com os membros posteriores dos animais dos 

grupos sem câncer não treinado (Snt), sem câncer treinado (St), com câncer não treinado (Cnt) e com câncer 

treinados (Ct). Os resultados da ANOVA de três vias mostraram que houve efeito principal do tempo quando os 

dados foram agrupados para comparação apenas desse fator (@@ p<0,01) nas medidas de força de agarre, largura 

e comprimento de passada. Houve efeito da interação entre tempo e treinamento (p<0,01) e da interação entre 

doença e treinamento (p<0,05) nas medidas de largura e comprimento de passada. (# vs momento inicial, p<0,05; 

** e ## vs momento inicial, p<0,01, **** vs momento inicial, p<0,001). 

 

3.2.7 Avaliação da expressão de proteínas da via de sinalização 

adrenérgica no músculo esquelético 

As proteínas da via de sinalização adrenérgica foram avaliadas também no tecido 

muscular esquelético dos animais do subprojeto 2 e os dados são apresentados na figura 19. 

Como podemos observar, não há diferença significante na expressão das proteínas PKA, 
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s-PKA, CREB e p-CREB (figura 19a, b, c e d, respectivamente), o mesmo padrão de resposta 

que foi observado nos músculos dos animais do lote ICI (figura 7). Tal resultado indica que o 

treinamento físico aeróbico aplicado não foi capaz de alterar a sinalização downstream  da via 

clássica de ativação dos receptores β-adrenérgicos no músculo esquelético mesmo após 8 

semanas de treinamento. Essa resposta está alinhada com as observações de massa desse tecido, 

uma vez que a sinalização adrenérgica pode promover tanto aumento de massa muscular quanto 

diminuição, sendo esta associada à ativação crônica, como no caso de doenças crônicas, a 

exemplo da insuficiência cardíaca. No estudo de Voltarelli (2016), foi observado que apenas 

uma sessão de exercício físico era capaz de induzir fusão mitocondrial no músculo esquelético 

e o efeito era parcialmente bloqueado com o tratamento com antagonista β-adrenérgico, 

mostrando que essa sinalização é importante para a regulação da dinâmica mitocondrial no 

músculo esquelético e portanto, capaz de influenciar em sua função. 
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Figura 19. Média±EPM dos valores (U.A.) obtidos na quantificação da expressão proteica de PKAC-alfa (painel 

a), S-PKA (painel b), CREB (painel c) e pCREB (painel d) no músculo esquelético (tibial anterior) de animais dos 

grupos Snt, St, Cnt e Ct. Os músculos foram coletados no momento do encerramento do protocolo experimental 

aos 20 dias pós-inoculação das células CT26. A barra verde marca o peso molecular de 50 kDa, as barras vermelhas 

38 kDa e a barra laranja 30 kDa. Nos painéis a, b e d, o retângulo delimita a marcação da proteína de interesse. No 

painel a, a banda não delimitada corresponde ao GAPDH; nos paineis b, c e d o GAPDH é mostrado na figura 

separada imediatamente abaixo. 

Nosso trabalho demonstra várias evidências experimentais de que o TFA é promissor em 

promover mudanças fenotípicas importantes no modelo de câncer induzido por células CT26. 

No entanto, na fase da doença que os animais se encontram e considerando as limitações dos 

métodos utilizados, a via clássica de ativação dos receptores adrenérgicos não parece atuar 

significativamente.  
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4. Conclusão e perspectivas futuras 

Nosso estudo nos permite concluir que o TFA é capaz de manter a funcionalidade muscular 

e capacidade de corrida em modelo experimental de câncer induzido pela injeção subcutânea 

de células CT26, reduzir o crescimento tumoral e aumentar a sobrevida desses animais, mas 

ainda são necessários novos experimentos para investigação das proteínas de sinalização 

envolvidas no controle desses efeitos.  

Não pudemos identificar relação entre a sinalização adrenérgica no tumor e no músculo 

esquelético e essas respostas ao TFA via estudo da expressão de proteínas da via intracelular 

clássica. Apesar das limitações do estudo, como a disponibilidade restrita do antagonista β2-

adrenérgico ICI 118,551, a forma de avaliação da inervação simpática e perda amostral no 

grupo não treinado referente aos protocolos do subprojeto 2, conseguimos obter padronizações 

importantíssimas, que impactarão na reprodutibilidade e confiabilidade dos estudos futuros, que 

poderão ter foco em aprofundar a investigação dos mecanismos responsáveis pelo efeito do 

TFA em modelos experimentais de câncer. 

É provável que outras vias de sinalização estejam envolvidas na resposta de crescimento 

do tumor ao TFA em nosso modelo ou que alterações no protocolo, como um maior tempo de 

acompanhamento dos animais (provavelmente possibilitado pela injeção de concentração 

menor de células, permitindo talvez o aparecimento de sinais mais graves da doença, como a 

perda de massa corporal e muscular esquelética), maior tempo de tratamento com drogas 

agonistas ou antagonistas adrenérgicas ou mesmo a combinação de protocolos, como estresse 

e tratamento farmacológico possam favorecer alterações significativas nessa via.  

No entanto, dada a complexidade do desenvolvimento do câncer, bem como da regulação 

simpática de inúmeros processos fisiológicos e suas influências no desenvolvimento da doença, 

outros estudos são necessários para investigar mais a fundo as modificações fisiológicas 

promovidas pelo TFA que permitem que seus efeitos sejam expressos, com o uso de técnicas 

mais robustas capazes de identificar inervação incluindo em outros modelos para o estudo do 

câncer, e mesmo investigar outros possíveis mecanismos pelos quais esses efeitos acontecem. 
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APÊNDICES 

APÊNDICE A – Correlação entre a massa tumoral e volume tumoral e a expressão das 

proteínas da via clássica de sinalização adrenérgica 
 

 

 
 

 
Figura 20. Correlação entre os valores de massa tumoral (paineis à esquerda) e volume tumoral (paineis à direita) 

e a expressão proteica de PKA, S-PKA, p-CREB e CREB nos tumores dos animais tratados com ICI 

correspondentes ao protocolo experimental do subprojeto 1. 
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APÊNDICE B – Dados referentes ao protocolo de padronização da concentração de células a 

serem injetadas nos animais do protocolo de treinamento físico 
 

 
Figura 21. Média±EPM dos valores de volume tumoral (painel superior esquerdo), % de sobrevida a partir do 20º 

dia (painel superior direito, * p<0,05 entre grupos), massa tumoral (painel inferior esquerdo), massa das glândulas 

adrenais (painel inferior central) e distância percorrida no teste máximo de corrida (painel inferior direito, * p<0,05 

vs momento pré) dos animais em que foram inoculadas as células CT26 em concentrações de 1x105 (barras e 

símbolos cinza claro), 5x105 (barras e símbolos cinza escuro) e 1x106 (barras e símbolos pretos) em volume de 100 

μl na região subcutânea do flanco direito. Os dados são apresentados como médias ± EPM.  
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APÊNDICE C – Dados referentes à expressão das proteínas da via de sinalização adrenérgica 

PKA, S-PKA, CREB e pCREB avaliadas em lote de animais treinados por 4 semanas prévias 

à injeção das células tumorais 
 

 

 
 
Figura 22. Proteínas da via de sinalização adrenérgica PKA, S-PKA, CREB e pCREB avaliadas no lote C, em que 

os animais treinaram por 4 semanas prévias ao momento de inoculação das células CT26 e os animais foram 

sacrificados aos 16 dias após. Os resultados mostraram que os substratos fosforilados pela enzima PKA (S-PKA) 

e a forma fosforilada de CREB apresentaram-se diminuídas nos tumores dos animais treinados em relação aos 

tumores dos animais não treinados. Esses dados foram apresentados em relatório parcial entregue à FAPESP. 
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ANEXOS 
 

ANEXO A -  Aprovação  da Comissão de Ética no uso de animais para execução do trabalho. 
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ANEXO B - Procedimento operacional padrão desenvolvido para o treinamento dos 

camundongos em esteira 
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ANEXO C - Publicação de artigos em periódicos durante o doutorado 
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ANEXO D - Participação em comissões de representação discente e no Programa de 

Aperfeiçoamento ao Ensino (PAE) durante o doutorado 
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