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RESUMO 
 

 
O treinamento resistido (TR) e um clássico regulador anabólico, em que a ativação 
do eixo Akt/mTOR e um dos mecanismos mais conhecidos na hipertrofia muscular. 
Contudo, ainda e desconhecida a contribuição desse eixo na atrofia muscular. O 
objetivo desse estudo foi investigar a contribuição da via de sinalização Akt/mTOR 
na atenuação da atrofia muscular esquelética induzida pelo TR em ratos inoculados 
com tumor de Walker-256. Experimento 1: 37 ratos foram divididos nos seguintes 
grupos, controle (C, n=9), tumor (T, n=9), exercitados (E, n=9) e tumor-exercitados 
(TE, n=10). Os animais dos grupos T e TE foram inoculados com células de Walker-
256 (4x107 em 500μl de solução salina (PBS) s.c no flanco direito) e os grupos C e 
E inoculados com 500μl de PBS. Os grupos E e TE realizaram o protocolo de TR 
com cargas progressivas durante 4 semanas. Experimento 2: 30 ratos foram 
divididos nos seguintes grupos, controle (C, n= 6), controle tratado com rapamicina 
(R, n=7), tumorexercitado (TE, n=8) e tumor-exercitado tratado com Rapamicina 
(TER, n=9). Os animais receberam rapamicina diariamente via gavagem (1mg/kg/dia 
em 200μl de agua) ou placebo (200μl de agua). Durante 4 semanas o tumor cresceu 
progressivamente representando 7±2% do peso corporal dos animais. O tumor 
reduziu o ganho de peso corporal (-9,85%), promoveu anorexia (-32,3%) e atrofia do 
musculo FHL (P75=-24%) favorecendo a diminuição da forca muscular (-11.09%) em 
relação ao grupo C. Embora o crescimento do tumor não tenha modificado a 
expressão de RNAm de mTOR, resultou em menores níveis de expressão da 
proteína-chave P70S6K (-26,4%) e p-P70S6K (-33,7%) em relação ao C. Entretanto, 
o TR atenuou a anorexia (+22,18%), porem, não melhorou o ganho de peso corporal 
(+6,35%) em relação ao grupo T. Além disso, o TR promoveu maior expressão da 
proteína P70S6K (+141%) e da p-P70S6K (+165,1%). Porem, nao houve diferença 
na razão P70S6K/p-P70S6K (+1,13%) em relação ao grupo T. Adicionalmente, o 
tratamento com Rapamicina combinado com TR atenuou a atrofia no musculo FHL 
(P75=+9,29) independentemente da via Akt/mTOR. O tumor promoveu maiores 
concentrações de leucocitos circulantes (+150%), monocitos (+185,6%), TNF-a  
+238%), IL-6 (+422%), TBARS (+135%), AOPP (+656%), RNAm de FBXO-32 
(+204%), expressão de MAFbx/atrogin-1 (+308%) e MuRF-1 (+388%) comparado 
com o C. Por outro lado, o TR resultou em menores concentrações de leucócitos 
circulantes (-37%), monócitos (-46,5%), TNF-a (-60,5%), IL-6 (-71,3%), AOPP (- 
81,2%), maiores níveis circulantes de IL-10 (+224%) e a razao IL-10/ TNF-a (+78%) 
em relação ao grupo T. Além disso, o TR resultou em menor expressão da proteína 
atrogin-1 (-43,2%) com relação ao grupo T. Portanto, a via de sinalização Akt/mTOR 
pouco contribui para atenuação da atrofia do musculo FHL induzida pelo protocolo 
de TR em ratos inoculados com tumor de walker-256. A diminuição da degradação 
proteica via ativação de alvos chave do sistema ubiquitina proteassoma 
paralelamente a redução de citocinas pro-inflamatórias circulantes e dano oxidativo 
no musculo esquelético foram mais determinantes para atenuar a atrofia muscular. 
 
Palavras-chave:  Caquexia. Exercício resistido. Proteólise. Síntese proteica. 
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ABSTRACT 

 

 
Resistance training (RT) is a classic anabolic regulator, in which Akt/mTOR pathway 
is one of the well-known mechanisms in muscular hypertrophy. However, the 
contribution of Akt/mTOR pathway in muscle atrophy is unkown. Therefore, the 
purpose of this study was to investigate the Akt/mTOR signaling pathway contribution  
on attenuation of muscle atrophy induced by RT in Walker-256 tumor-bearing rats. 
This study was conducted in two experiments. Experiment 1: 37 rats were allocated 
in follwing groups, control (C, n=9), tumor-bearing (T, n=9), exercised (E, n=9) and 
tumorbearing exercised (TE, n=10). The rats from T and TE group were inoculated 
with Walker-256 tumor cells (4x107 in 500μl phosphate buffer saline (PBS) s.c in 
flank) and rats from C and E were inoculated with vehicle (500μl PBS). Rats from E 
and TE peformed the RT procotol in wich consisted in climbing carring progressive 
loads during four weeks. Experiment 2: 30 rats were allocated in following groups, 
treated with rapamycin (R, n=7) and tumor-bearing treated with rapamycin exercised 
(TER, n=9). The rats were treated with rapamycin daily via gavage (1mg/kg/day in 
200μl water) or placebo (200μl water). Over four-weeks the tumor progressively grew 
representing 7±2% of rat’s body weight. The tumor reduced the body weight gain (- 
9.85%), promoted anorexia (-32.3%) and FHL muscle atrophy (P75= -24%) favoring 
muscular strength loss (-11.09%) in relation C group. Although tumor growth has not 
modified the RNAm of mTOR, there was lower expressionn of protein-key P70S6K 
(+141%) and p-P70S6K (+165,1%) in relation C group. On the other hand, RT 
attenuated the anorexia (+22.18%), however, did not improve the body weight gain 
(+6.35%) in relation T group. Besides, RT promoted higher expression of protein-key 
P70S6K (+141%) and p-P70S6K (+165,1%). But, there was not difference in 
P70S6K/p-P70S6K ratio (+1.13%) in relation T group. In addition, the Rapamycin 
treatment combined with RT protocol attenuated the FHL muscle atrophy  
independently of Akt/mTOR pathway (P75=+9.29). The tumor promoted higher 
concentration of circulating leukocytes (+150%), percentage of monocytes 
(+185.6%), TNF-a (+238%), IL-6 (+422%), TBARS (+135%), AOPP (+656%), mRNA 
of FBXO-32 (+204%), atrogin-1 protein expression (+308%), MuRF-1 protein 
expression (+388%) in relation C group. Differently, RT protocol resulted in lower 
circulating leukocytes concentration (-37%), percentage of monocytes (-46.5%), TNF-
a (-60.5%), IL-6 (- 71.3%), AOPP (-81.2%), promoted higher IL-10 concentration 
(+224%) and IL-10/ TNF-a ratio (+78%) in relation T group. Furtheremore, RT 
resulted in lower MAFbx/atrogin-1 protein expression (-43%) compared with C group. 
Therefore, the Akt / mTOR signaling pathway little contributes to attenuation of FHL 
muscle atrophy induced by RT protocol in rats inoculated with walker-256 tumor. 
Decreased protein degradation via activation of key-targets of the proteasome 
ubiquitin system in parallel with the reduction of sistemic proinflammatory cytokines 
and oxidative damage in skeletal muscle were more determinant to attenuate muscle 
atrophy.. 
 
Key words:  Cachexia. Resistance exercise. Proteolysis. Protein synthesis. 
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1. INTRODUÇÃO 

A caquexia no câncer é uma síndrome multifatorial complexa 

caraterizada pela perda involuntária e progressiva do peso corporal refletida 

principalmente na atrofia muscular, podendo ou não resultar na perda do tecido 

adiposo em um curto período de tempo (aproximadamente 6-12 meses) e não é 

revertida pela terapia nutricional convencional (FEARON et al., 2013). 

Aproximadamente metade dos pacientes com câncer desenvolvem a síndrome da 

caquexia, alcançando cerca de 80% dos pacientes com câncer em estágio avançado 

e tipos específicos, como por exemplo, o câncer no trato gastrointestinal (TISDALE, 

2010b). Cerca de 20% dos pacientes com caquexia vão à óbito e cerca de 50% dos 

pacientes morrem sem serem diagnosticados com caquexia (VON HAEHLING e 

ANKER, 2014). Anualmente, a duração média da permanência em internações 

hospitalares atribuídas à caquexia é de 6 dias, comparada com 3 dias para 

internações de pacientes não caquéticos (ARTHUR et al., 2014). Embora a caquexia 

no câncer seja menos prevalente na população geral comparada com doenças 

comuns, essa síndrome ainda é negligenciada (ANKER et al., 2019).  

A atrofia muscular é um dos principais componentes da caquexia 

associada ao câncer, levando ao progressivo prejuízo da capacidade motora (TAN e 

FEARON, 2008), comprometendo a efetividade do tratamento refletindo em mau 

prognóstico (ARGILÉS et al., 2013; DI SEBASTIANO et al., 2013). Estudos 

demonstram que a atrofia muscular resulta do desbalanço entre síntese e degradação 

de proteínas (CSIBI et al., 2008; BALKWILL e MANTOVANI, 2012). O aumento da 

produção de citocinas pró-inflamatórias e espécies reativas do oxigênio e nitrogênio 

(ERO/ERN) favorecem o catabolismo muscular por ativarem o sistema ubiquitina 

proteassoma, especialmente pelo mediador nuclear factor kappa-light-chain-enhancer 
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of activated B cells (NF-kB) (ARGILÉS et al., 2014). Esse fator seria responsável por 

transcrever genes envolvidos no catabolismo muscular, dentre eles a F-box 32 protein 

(FBXO-32) que contribui significativamente para o aumento da atividade do sistema 

ubiquitina proteassoma (GOMES et al., 2001; YUAN et al., 2015). O sistema ubiquitina 

proteassoma exige alta demanda de ATP para sustentar sua atividade, interferindo 

diretamente na sinalização da via protein kinase B (AKT)/mammalian target of 

rapamycin (mTOR), mediada pela ativação da adenosine monophosphate-activated 

protein kinase (AMPK), um importante sensor energético que quando ativado, inibe 

vias anabólicas para restituição da disponibilidade de aminoácidos (HARDIE, 2004). 

Portanto, no estado de atrofia muscular a inibição da mTOR causada pela falta de 

aminoácidos disponíveis é compreensível, uma vez que, uma das principais funções 

do complexo mTOR é realizar a tradução do RNA mensageiro (RNAm) (JIANG et al., 

2008; THOREEN et al., 2009). A interação da via proteolítica na regulação de síntese 

proteica é indicada pela atrogin-1, por meio da sua ubiquitinação, degradando o 

mediador eukaryotic translation initiation factor 3 subunit f (eIF3f), impedindo dessa 

forma a  fosforilação da ribosomal protein S6 beta-1 (P70S6K) pela mTOR 

(LAGIRAND-CANTALOUBE et al., 2008). Portanto, estratégias que estimulam a 

ativação da via de sinalização Akt/mTOR são importantes para promover hipertrofia 

muscular. 

O treinamento resistido (TR) é vastamente conhecido por favorecer a 

saúde e bem-estar e melhora da funcionalidade muscular (ACSM, 2009). De fato, o 

TR é uma estratégia promissora não farmacológica, desempenhando um papel anti-

inflamatório e antioxidante (ACSM, 2009; PADILHA et al., 2017a).  Além disso, é 

responsável por induzir o aumento da síntese de proteína miofibrilar e aumentar as 

concentrações de proteínas contráteis no músculo esquelético (DAMAS et al., 2015; 



 

 

19 

19 

DAMAS et al., 2016). A aplicação contínua de sobrecarga muscular ativa  fatores de 

transcrição e a expressão de várias proteínas sinalizadoras responsáveis pela 

regeneração e do crescimento muscular (SAKAMOTO e GOODYEAR, 2002). Nesse 

cenário, o TR aumenta as concentrações de insulin-like growth factor 1 (IGF-1) 

(CASSANO et al., 2009), ativando a via de sinalização phosphatidylinositide 3-kinase 

(PI3K)/Akt/mTOR, uma importante cascata na regulação de taxa de síntese de 

proteína durante o crescimento muscular (HOLZ et al., 2005). 

A mTOR está ligada à duas subunidades catalítica regulatórias, sendo 

elas, mammalian lethal with sec-13 protein 8 (mLST8) e proline-rich Akt substrate 40 

kDa (PRAS40), essas apresentam funções distintas na sinalização intracelular 

(CUNNINGHAM et al., 2007). A sinalização da via PI3K/Akt/mTOR participa do 

processo de tradução, biogênese ribossomal, autofagia, metabolismo da glicose e na 

resposta celular à hipóxia (VANDER HAAR et al., 2007; MIYAZAKI et al., 2008). 

Estudos demonstram que o TR aumenta a atividade do complexo mTOR, ativa a 

P70S6K e a proteína ligadora eukaryotic translation initiation factor 4E binding protein 

1 (4E-BP1). A ativação dessas proteínas-chave abaixo da mTOR representa de fato 

o aumento da síntese de proteína induzida pelo TR (HARA et al., 2002; DAS NEVES 

et al., 2016; KHAMOUI et al., 2016; OGASAWARA et al., 2016). Nesse sentido, ainda 

há informações limitantes na literatura sobre os mecanismos envolvidos na atenuação 

da atrofia muscular induzida pelo TR, em especial, sobre a contribuição da via 

anabólica Akt/mTOR  e sob estímulos catabólicos na caquexia associada ao câncer.   
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 CAQUEXIA ASSOCIADA AO CÂNCER: DEFINIÇÃO, CLASSIFICAÇÃO E EPIDEMIOLOGIA 

Etimologicamente, o termo caquexia é de origem grega, derivada da 

palavra “kakos” (má) e “hexis” (condição), significando a má condição do paciente 

(DOEHNER e ANKER, 2002).  

Embora a síndrome da caquexia tenha sido descrita há cerca de dois 

mil anos, um dos maiores desafios no que se refere tanto a pesquisa experimental 

quanto à clínica, é a dificuldade em diagnosticar essa síndrome, dessa forma, essa 

síndrome é raramente tratada (LOK, 2015). Atualmente, as proposições existentes 

apontam para uma interpretação mais consensual da síndrome da caquexia, a 

dificuldade em estabelecer uma definição e etiologia, inviabiliza o tratamento dos 

pacientes, bem como o desenvolvimento e aprovação de novos agentes terapêuticos 

(EVANS et al., 2008; FEARON et al., 2011). As proposições internacionais e o 

consenso brasileiro de caquexia/anorexia em cuidados paliativos estabelecem que a 

perda de peso corporal, índice de massa corporal (IMC) e avaliação da massa  

muscular esquelética compõem os critérios base para diagnóstico da síndrome 

(EVANS et al., 2008; FEARON et al., 2011). Somado aos critérios base, redução da 

ingestão alimentar, indicadores de catabolismo muscular e baixa força muscular, bem 

como indicadores metabólicos, sociais e psicológicos compõem a totalidade para o 

diagnóstico da caquexia (Figura 1). Umas vez que os pacientes são diagnosticados 

com a síndrome, os mesmos são classificados nos seguintes estágios: pré-caquexia, 

caquexia ou caquexia refratária, conforme foi proposto por FEARON et al., (2011). 

Ainda, é importante ressaltar que os pacientes podem ou não atravessar por todos os 

estágios da caquexia,  (Figura 2). 
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Figura 1. Critérios para o diagnóstico da caquexia associada ao câncer 

(adaptado de EVANS et al., 2008). IMC: índice de massa corporal, PCR: proteína 

C-reativa, IL-6: interleucina 6, Hb: hemoglobina. 
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Diante das dificuldades em diagnosticar a síndrome da caquexia, 

estimar precisamente sua prevalência tem sido uma tarefa complexa (VON 

HAEHLING e ANKER, 2014). Discute-se, atualmente, que a síndrome da caquexia 

acomete cerca de 80% dos pacientes com câncer em estágio avançado, sendo um 

forte contribuinte, ou mesmo causa de morte, em cerca de 25% dos pacientes 

diagnosticados com a síndrome. Ainda mais alarmante, cerca de 50% dos pacientes 

morrem sem diagnóstico (VON HAEHLING e ANKER, 2014; ANKER et al., 2019). O 

desenvolvimento da caquexia no câncer do trato gastrointestinal e pâncreas sãos os 

mais prevalentes, correspondendo a cerca de 80% dos pacientes, enquanto que, 60% 

dos pacientes com câncer no pulmão, próstata e cólon desenvolvem a caquexia, e 

40% das mulheres com câncer de mama e pacientes com leucemia desenvolvem a 

síndrome (Tabela 1) (TAN e FEARON, 2008; FARKAS et al., 2013). Dessa forma, 

uma melhor compreensão dos mecanismos envolvidos na caquexia associada ao 

câncer possibilita elaborar estratégias para amenizar os efeitos deletérios nos 

pacientes. 
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Tabela 1: Frequência da caquexia no câncer e pacientes em risco de desenvolver 

caquexia no câncer. 

Tipo de câncer 
(N, taxa de sobrevida 

em 5 anos) 

Prevalência de caquexia 
no câncer de pacientes 

em risco (%) 

Pacientes em risco de 
desenvolver caquexia 

no câncer (%) 

Risco muito alto (0-30%)   

Fígado (1.678, 19%) 50,1 90 

Pâncreas (755, 9%) 45,6 90 

Pulmão (4.929, 20%) 37,2 80 

Risco Alto (31-66%)   

Cabeça e pescoço (856, 66%) 42,3 70 

Estômago (2.638, 31%) 33,3 70 

Colorretal (3.716, 66%) 31,8 50 

Risco Médio (67-90%)   

Endométrio (1.280, 83%) 32,2 40 

Rim (1.549, 75%) 31,6 40 

Linfoma Não-Hodgkin (1.220, 73%) 28,4 30 

Bexiga (3.329, 78%) 25,2 30 

Risco Baixo (91-100%)   

Tireoide (534, 98%) 39,9 30 

Mama (4.565, 91%) 23,5 30 

Pele melanoma (<500, 94%) 22,1 20 

Próstata (3.501, 99%) 15,3 20 

Nota: Frequência da caquexia estimada em 31.047 pacientes nos Estados Unidos e 

União Europeia (adaptado de ANKER et al., 2019). 

 

2.2 MECANISMOS ENVOLVIDOS NA ATROFIA MUSCULAR NA CAQUEXIA ASSOCIADA AO 

CÂNCER 

Estudos clínicos e experimentais realizados até o momento, mostram 

que a perda de peso corporal, atrofia muscular esquelética, redução da ingestão 

alimentar e o aumento do gasto calórico são resultados inerentes à complexa e 

sofisticada interação entre tumor e o hospedeiro (DI SEBASTIANO et al., 2013; DE 
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VOS-GEELEN et al., 2014; BLAUWHOFF-BUSKERMOLEN et al., 2016; 

CRAWFORD, 2016; ESCAMILLA e JARRETT, 2016; DE MORAIS et al., 2017). O 

microambiente tumoral é caracterizado por componentes celulares distintos no interior 

de uma matriz extracelular, disponibilizando nutrientes e oxigênio para o crescimento 

do tumor (HUI e CHEN, 2015). Os componentes intratumorais propiciam condições 

favoráveis que modificam o fenótipo de células imunológicas, especialmente de 

macrófagos e dos linfócitos T (KIM e BAE, 2016). O microambiente tumoral determina 

a diferenciação e polarização dos macrófagos e dos linfócitos T, que é impulsionada 

também por diferentes mediadores de crescimento, por exemplo, epidermal growth 

factor (EGF), macrophage colony-stimulating factor  (M-CSF) e granulocyte-

macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) (LIN e KARIN, 2007; DEHNE et al., 

2017) e ativação do hypoxia-inducible factor 1 alpha (HIF-1α) (MEKHAIL et al., 2004) 

e exposição ao lactato (GRIVENNIKOV et al., 2010; COLEGIO et al., 2014; KIM e 

BAE, 2016). (de Matos et al., 2016) 

A severidade com que o crescimento tumoral ocorre resultará em 

diferentes respostas inflamatória e na desregulação energética do hospedeiro 

(CAHLIN et al., 2000; GRIVENNIKOV et al., 2010). Em pacientes com câncer 

avançado, a massa do tumor pode alcançar um peso de ~0,75 kg, o consumo de 

energia pelo tumor resulta num aumento do gasto energético de repouso de ~17.700 

kcal em um período de 3 meses, contribuindo assim substancialmente para a perda 

de peso associada à caquexia (FEARON et al., 2013). A resposta inflamatória 

desencadeada pelo desenvolvimento do tumor faz parte da defesa do hospedeiro, 

cujo objetivo é combater o crescimento do tumor (BALKWILL e MANTOVANI, 2012). 

Contudo, fatores liberados pelo tumor estabelecem no hospedeiro respostas 

inflamatórias persistentes, denominado de inflamação crônica de baixo grau 
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(GRIVENNIKOV et al., 2010; LAVIANO et al., 2015). Dessa forma, o estado 

inflamatório sistêmico de baixo grau é o componente central  do catabolismo muscular 

observada em pacientes com caquexia (SEELAENDER et al., 2012; LAVIANO et al., 

2015; WANG e YE, 2015) (Figura 3). 

A elevação de citocinas circulantes que medeia a inflamação promove 

alterações em diversos órgãos, afetando o sistema nervoso central, intestino, músculo 

esquelético, coração, fígado, pâncreas, tecido adiposo e rins (ARGILÉS et al., 2015). 

No músculo esquelético, a sinalização de citocinas de caráter pró inflamatória 

acentuam a ativação de vias catabólicas já ativadas durante caquexia (ARGILÉS et 

al., 2015). Um estudo publicado pelo nosso grupo de pesquisa destaca o aspecto 

multifatorial da síndrome da caquexia, apontando que a combinação de citocinas e 

outros mediadores pró-inflamatórios contribuíram para promover o fenótipo 

característico da síndrome (FRAJACOMO et al., 2016). Nesse cenário, o músculo 

esquelético é um dos tecidos que mais é afetado pela síndrome da caquexia 

(ARGILÉS et al., 2005). 

 

Figura 3: Metabolismo energético, síntese de ERO/ERN e transcrição de citocinas 
pró-inflamatórias no tecido tumoral (adaptado de MORENO-SANCHEZ et al., 2007). 
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Uma importante característica do músculo esquelético é sua 

capacidade plástica de regular suas propriedades funcionais, estruturais e 

metabólicas em  diferentes demandas fisiológicas (TEN BROEK et al., 2010; BRAUN 

e GAUTEL, 2011). Especificamente, a manutenção do músculo esquelético, 

crescimento e reparo dependem de diferentes mediadores que orquestram as 

complexas vias de síntese e degradação de proteínas (LEGER et al., 2006; BRAUN e 

GAUTEL, 2011; BERDEAUX e STEWART, 2012). A produção exacerbada de 

ERO/ERN associada tanto a inflamação sistêmica quanto local, são gatilhos para 

ativação de vias de sinalização para degradação de proteínas promovendo atrofia 

muscular (REID et al., 2005). 

A atividade aumentada do sistema ubiquitina proteassoma parece 

desempenhar o papel mais importante para induzir a atrofia muscular na caquexia 

associada ao câncer (LECKER et al., 1999; LECKER et al., 2006). O músculo 

esquelético é facilmente suscetível a fatores caquéticos, por exemplo, citocinas pró-

inflamatórias, com o direcionamento altamente seletivo de proteínas específicas do 

músculo esquelético (TISDALE, 2001; TISDALE, 2009; FANZANI et al., 2012). 

Diferentes enzimas exercem papéis singulares no processo de ubiquitinação, são 

elas, enzima de ativação da ubiquitina (E1), enzima conjugadora de ubiquitina (E2) e 

enzima ubiquitina ligase (E3). Após a ativação da ubiquitina pela E1, a ubiquitina 

ativada é tranferida pela E2 e posteriomente fornecida para a E3 ligar covalentemente 

à ubiquitina aos grupos ε-amino dos resíduos de lisina das proteínas alvo, e então a 

mesma é endereçada ao proteassoma 26S para sua degradação (EBNER et al., 

2017). Modelos de tumores mais agressivos, por exemplo, carcinoma de cólon-26, 

mostrou maior redução seletiva da miosina de cadeia pesada comparada com outras 

proteínas (ACHARYYA et al., 2004). Em pacientes com câncer no estômago 
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diagnosticados com caquexia, por meio de  biópsias musculares foi demonstrado a 

expressão elevada de RNAm de ubiquitina e as subunidades do proteassoma 20S, 

degradando proteínas oxidadas sem que sejam previamente marcadas pela 

ubiquitinação (WILLIAMS et al., 1999), além da atividade aumentada do proteassoma 

muscular (BOSSOLA et al., 2003). A atividade elevada da via ubiquitina proteassoma 

na caquexia parece ser mediada pela ativação dos fatores de transcrição forkhead 

family of proteins (FoxO) e NF-ĸB, que induzem a ativação dos principais atrogenes 

muscle RING-finger protein-1 (MuRF-1) e muscle atrophy F-box (MAFbx). Esta 

sinalização catabólica suprime a via PI3K/Akt e, portanto, diminue a síntese proteica 

(DU et al., 2004) (Figura 4). Nesse cenário, o catabolismo gradual da massa muscular 

esquelética reflete em mau prognóstico do câncer, reforçando a importância de novas 

estratégias para impedir tal catabolismo.  

 

Figura 4: Mediadores catabólicos sobre a sinalização de vias de degradação e síntese 
proteica no músculo esquelético na caquexia (adaptado de FEARON et al., 2012). 
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2.3 TREINAMENTO RESISTIDO COMO ESTRATÉGIA PARA AMENIZAR A CAQUEXIA ASSOCIADA 

AO CÂNCER 

As propostas convencionais farmacológicas e/ou nutricionais não 

refletem ou atendem as expectativas no cenário clínico  (ARGILÉS et al., 2010), uma 

vez que o tratamento farmacológico não reverte o quadro da caquexia (PENNA et al., 

2010; FEARON et al., 2013). Embora as estratégias nutricionais revelem efeitos 

promissores, os resultados parecem não ser resolutivos (DEMINICE et al., 2016; 

PETRUZZELLI e WAGNER, 2016; CELLA et al., 2019). Foi reportado previamente 

que, no primeiro ano de terapia hormonal após diagnóstico de câncer de próstata os 

pacientes apresentam um declíneo substancial de massa muscular esquelética 

(~1,4kg) (GALVÃO et al., 2008). Neste sentido, orientações práticas para amenizar ou 

reverter a perda da massa muscular na caquexia associada ao câncer são escassas, 

principalmente em razão da complexidade da síndrome (BODDAERT et al., 2006; 

TAZI e ERRIHANI, 2010).  

Dentre as estratégias não farmacológicas para amenizar a atrofia 

muscular, o TR, em particular, tem sido cada vez mais estudado (DONATTO et al., 

2013; DAS NEVES et al., 2016; PADILHA  et al., 2017a). O TR é conhecido por 

promover saúde e bem estar, apresentando impactos favoráveis sobre o fenótipo 

muscular, e é recomendado para pacientes em tratamento e sobreviventes do câncer 

(COURNEYA et al., 2008; ACSM, 2009; SCHMITZ et al., 2010; COURNEYA, 2017). 

O aumento da massa muscular esquelética pode ser alcançada por meio do TR, um 

clássico estimulador da síntese de proteína (CHESLEY et al., 1992; DAMAS et al., 

2015). O TR induz períodos cumulativos de balanço positivo de proteína, ou seja, a 

síntese supera a degradação de proteína (MACDOUGALL et al., 1995), 

proporcionando deste modo, um cenário favorável para atenuar a atrofia muscular 

associada ao câncer (Figura 5). Em uma revisão sistemática com meta-análise 
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publicada por nosso grupo de pesquisa, a análise de 14 estudos elegíveis apontou 

que o TR foi efetivo para aumentar a força de membros inferiores e prevenir a atrofia 

muscular em pacientes durante o tratamento neoadjuvante e adjuvante independe do 

tipo da terapia (ex: quimioterapia, radioterapia, ou hormonal combinado com 

quimio/radioterapia), e consequentemente diminuiu os efeitos colaterais induzidos 

pelas intervenções medicamentosas, melhorando os desfechos de saúde desses 

pacientes (PADILHA et al., 2017b). Adicionalmente, em um estudo de coorte, onde 

foram avaliados 8.762 pacientes com câncer, foi observada uma associação inversa 

entre força, massa muscular e mortalidade (RUIZ et al., 2009). Portanto, o TR atenua 

a perda de força e massa muscular em pacientes com câncer aumentando dessa 

forma a qualidade e expectativa de vida.  

Com relação aos estudos pré clínicos, chama a atenção para grande 

variabilidade de modelos, protocolos e tempo de duração dos programas de TR 

empregados durante a caquexia no câncer. Em um estudo conduzido por KHAMOUI 

et al., (2016), os animais realizaram três sessões de TR com cargas progressivas 

durante oito semanas e após esse período foram inoculados com células tumorais de 

carcinoma cólon-26. Após a inoculação do tumor, os animais continuaram com o TR 

por três semanas adicionais. Os resultados demonstraram que TR promoveu aumento 

sutil da massa muscular esquelética e reduziu mediadores chaves para degradação 

de proteína (atrogin-1 e MuRF-1). Embora não apresente diferença estatística, foi 

observado uma tendência para aumento de mediadores chave para síntese de 

proteína (IGF-1, Akt-mTOR) (KHAMOUI et al., 2016).  Além disso, de acordo com o 

estudo publicado anteriormente por nosso grupo, os animais realizaram três sessões 

de TR com cargas progressivas previamente ao desenvolvimento da caquexia 

induzida pelo tumor de Walker-256 (PADILHA et al., 2017a). Após seis semanas de 
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TR e 12 dias de desenvolvimento do tumor combinado com TR, foi observado 

aumento no ganho de peso corporal, diminuição da atrofia muscular mediada 

principalmente pela diminuição dos marcadores inflamatórios e ERO (PADILHA et al., 

2017a). Dessa forma, o TR apresenta diversos efeitos preventivos no 

desenvolvimento da caquexia associada ao câncer. 

O crescente número de estudos investigando os efeitos terapêuticos 

do TR na caquexia associada ao câncer vem chamando atenção de pesquisadores.  

Em um estudo recentemente publicado por nosso grupo de pesquisa, foi investigado 

o efeito terapêutico de quatro semanas de TR com cargas progressivas sobre os 

parâmetros de crescimento de dois modelos de tumores sólidos (tumor de Walker-256 

e Ehrlich) em ratos e camundongos respectivamente. Após quatro semanas de TR, 

nossos resultados demonstraram que o TR pode atenuar o crescimento tumoral e os 

parâmetros de agressividade, tais como diminuição do grau do tumor, área tumoral 

viável e proliferação de células tumorais de ambos os modelos sólidos de 

adenocarcinomas. Além disso, nossos resultados indicaram um papel parcial de TR 

para induzir a vascularização do tumor. Embora o TR seja capaz de diminuir o 

crescimento do tumor e a agressividade, não aumentou a expectativa de vida dos 

animais (PADILHA et al., 2019). Ainda, DAS NEVES et al., (2016) investigaram o efeito 

terapêutico do protocolo de TR durante o desenvolvimento da caquexia induzida pelo 

tumor de Walker-256. Os autores demonstraram que a perda da capacidade em gerar 

força é diretamente associada à mortalidade. Contudo, o curto período de TR 

promoveu modestos efeitos durante a progressão da caquexia, sobretudo nos 

mediadores de síntese e degradação de proteínas (DAS NEVES et al., 2016).  Apesar 

de poucos estudos experimentais, estes apresentam resultados consistentes que 

demonstram que o TR pode diminuir a progressão tumoral (~10%), aumentando a 
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atividade de macrófagos e linfócitos, contribuindo para aumento de fagocitose e a 

manutenção do conteúdo de glicogênio muscular  (BACURAU et al., 2007; DE LIMA 

et al., 2008; DE LIMA et al., 2011; DONATTO et al., 2013). Ainda não há estudos que 

demostrem a contribuição da sinalização para síntese de proteína via Akt-mTOR 

promovida pelo TR durante o desenvolvimento da caquexia associada ao câncer. 

 

 

Figura 5: Sinalização de síntese proteica muscular induzida pelo TR (adaptado de 
FEARON et al., 2012). 
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3. JUSTIFICATIVA 

 

O músculo esquelético é severamente afetado pela síndrome da 

caquexia associada ao câncer e a perda gradual de massa muscular está associada 

à redução da expectativa de vida em pacientes com câncer. O TR é um potente 

promotor da hipertrofia muscular, sendo a ativação do eixo Akt/mTOR e promoção da 

síntese de diversas proteínas contráteis e reestabelecimento do glicogênio muscular 

induzidos pelo TR, um dos mecanismos mais conhecidos para essa hipertrofia. 

Apesar de estudos recentes terem demonstrado ação anti-atrofica do TR em modelos 

de caquexia do câncer (PADILHA et al. 2017a), a contribiuição da via anabólica 

Akt/mTOR e da hipertrofia muscular sobre a função anti-atrofica do TR em animais 

com caquexia associada ao câncer é desconhecida. 
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4. HIPÓTESE 

 

A hipótese levantada na presente tese é de que os efeitos anti-

atróficos induzidos pelo TR são inerentes à ativação da via de sinalização de síntese 

de proteína Akt/mTOR para promover hipertrofia muscular nos ratos inoculados com 

tumor de Walker-256. 
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5. OBJETIVOS 

 

5.1  OBJETIVO GERAL 

 Investigar a contribuição da sinalização de síntese de proteína via 

Akt/mTOR induzida pelo TR na atenuação da atrofia muscular em ratos inoculados 

com tumor de Walker-256. 

 

5.2  OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Caracterizar os efeitos terapêuticos de quatro semanas de TR com cargas 

progressivas no desenvolvimento da caquexia induzida pelo tumor de Walker-

256; 

 

• Avaliar o efeito do tratamento com inibidor farmacológico da mTOR 

(Rapamicina) isolado e associado ao TR  no desenvolvimento da caquexia; 
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6. MÉTODOS 

 

6.1  ANIMAIS E TRATAMENTO 

O presente estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em 

Experimentação Animal da Universidade Estadual de Londrina (CEUA n 

9647.2015.12) (Anexo 1) e conduzido conforme o posicionamento de Animal 

Research: Reporting of In Vivo Experiments (ARRIVE). Foram utilizados ratos Wistar 

machos pesando 130-150g provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual 

de Londrina e mantidos no Biotério setorial do Departamento de Educação Física 

durante todo o estudo. Os animais foram acomodados em gaiolas coletivas contendo 

5 animais por caixa, com ciclo  claro/escuro 12h, temperatura controlada de ± 22ºC e 

com acesso a ração (Nuvilab CR-1, Nuvital) e água ad libitum. O presente trabalho foi 

conduzido em dois experimentos, conforme descrito a seguir. 

 

6.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

 

6.2.1.  Experimento 1: Efeito do TR sobre a Caquexia do Câncer 
 

Trinta e sete ratos Wistar machos foram alocados aleatóriamente nos 

seguintes grupos, controle sedentário (C, n=9), inoculados com tumor sedentários (T, 

n=9), controle exercitados (E, n=9) e inoculados com tumor exercitados (TE, n=10). 

Os ratos dos grupos T e TE foram inoculados com células de tumor de Walker-256 

(4x107 em 500 µL phosphate buffer saline (PBS) s.c no flanco direito), enquanto que, 

os ratos dos grupos C e E foram inoculados com 500 µL de PBS. Após uma semana 

de familiarização ao aparato de escalada utilizado para o protocolo de TR, os animais 

dos grupos E e TE realizaram 4 semanas de TR com cargas progressivas conforme 
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descrito previamente (PADILHA et al., 2017a) e detalhado a seguir. Os animais dos 

grupos C e T permaneceram confinados em suas caixas durante todo o período 

experimental. Todos os animais foram eutanasiados ao final de 4 semanas de TR, 48h 

após a última sessão de exercício.  

 

6.2.2. Experimento 2: O Papel da via de Sinalização Akt/mTOR no Efeito Anti-

Atrófico do TR 

Dezoito ratos foram alocados aleatoriamente em quatro grupos: 

controle (C,n=6), controle tratado com Rapamicina (um inibidor farmacológico da via 

metabólica Akt/mTOR) (R, n=7), inoculados com tumor exercitados (TE,n=8) e 

inoculados com tumor exercitados tratados com Rapamicina (TER, n=9). Os ratos do 

grupo TER foram inoculados com células de tumor de Walker-256 conforme descrito 

no experimento 1. Os ratos receberam Rapamicina (Rapamune Sirulimus®, Wyeth 

farmacêutica) diariamente por meio de gavagem (1mg/kg/dia em 200 µL de água) e 

placebo (200 µL de água) durante quatro semanas. Todos os animais foram 

eutanasiados ao final de 4 semanas de TR, 48h após a última sessão de exercício. 

 

6.3 INOCULAÇÃO DO TUMOR DE WALKER-256 

O tumor de Walker-256, um carcinoma mamario, mantido em 

laboratório por meio de passagens semanais de células viáveis para a cavidade 

abdominal de ratos Wistar adultos machos (GUARNIER et al., 2010). Para uso do 

tumor sólido durante a fase experimental, as células foram retiradas do peritôneo dos 

animais utilizados para a manutenção tumoral e contadas em câmara de Neubauer e 

a viabilidade observada por coloração com azul de Tripan. Foram inoculadas o 

equivalente à 4x107 células no flanco direito dos ratos dos grupos experimentais 
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(GUARNIER et al., 2010). 

6.4 TESTE DE CARGA MÁXIMA E PROTOCOLO DE TR 

O teste de carga máxima e TR foram realizados em um aparato em 

formato de escada (medindo 1,1 x 0,18 m, 2 cm entre os degraus e 80º de inclinação). 

construído de forma que os animais realizassem de 8 a 12 movimentos dinâmicos 

(repetições) por subida. Na parte superior da escada, os ratos alcançavam uma 

câmara de alojamento (medindo 20 x 20 x 20 cm) onde descansaram por dois minutos 

entre os esforços. Previamente ao teste de carga máxima e ao TR, os ratos foram 

familiarizados durante cinco dias consecutivos a subir o aparato de escada, 

estimulados com leves impulsos (empurrões) como estratégia para iniciar o 

movimento. Após cinco dias, os animais foram capazes de subir voluntariamente a 

escada sem o auxílio do pesquisador. Não foi adicionada sobrecarga no período de 

familiarização.  

Após o processo de familiarização, foi realizado o teste de carga 

máxima que consistiu em subir o aparado de escada com peso atado a cauda. A 

primeira subida consistiu em um carga referente a 75% do peso corporal dos ratos. 

Após a subida com a carga referente a 75% do peso corporal, foi acrescentado ~30g 

de peso e a subida estimulada. Esse procedimento foi sucessivamente repetido até 

que os ratos não conseguissem subir todo o comprimento da escada em três 

tentativas consecutivas. A maior carga carregada por todo o comprimento da escada, 

foi considerada a carga máxima (PADILHA et al., 2017a).  

O protocolo de TR com cargas progressivas consistiu em 4 subidas 

completas, carregando consecutivamente 50%, 75%, 90% e 100% da carga máxima 

alcançada no teste, após 4 subidas, ~30g foi acrescentado e o animal submetido a 

uma nova tentativa. Este procedimento foi repetido até a falha voluntária em três 
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tentativas consecutivas e um máximo de 8 subidas. Nas sessões subsequentes do 

treinamento, as progressões das cargas foram ajustadas de acordo com a carga 

máxima carregada na sessão anterior de exercício. Esse procedimento foi realizado 3 

vezes por semana durante 4 semanas (PADILHA et al., 2017a) (Figura 6). 

 

Figura 6. Escada utilizada para o protocolo de TR empregado. Parte superior de 
descanso (A), degraus da escada (B), tubos cônicos com carga atado a cauda do 
animal para controle da sobrecarga do esforço. 
 
 
6.5  EUTANÁSIA, COLETA E PREPARO DOS TECIDOS 

Após 48h da última sessão de exercício os animais foram 

anestesiados com quetamina e cloridrato de xilazina (65 mg/kg, via i.m), e 

eutanasiados por exsanguinação. O sangue foi colhido em tubos de coleta 

heparinizados, centrifugado (13.000 rpm, durante 10 min) e armazenado a -80ºC para 

posteriores análises das interleucinas-6, 10 (IL-6, IL-10) e TNF-a. Uma fração da 

amostra de sangue total foi separada antes da centrifugação e utilizada para 
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contagem de células mononucleares periféricas. Os músculos sóleo, plantar, flexor 

longo do hallux (FHL), gordura epididimal, gordura retroperitonial e tumor foram 

coletados e pesados.Uma fração dos músculos coletados foram amazenados a -80ºC 

para posteriores análises de biologia molecular e outra fração dos musculos coletados 

foram imediatamente imersas em paraformoldeído 4% (p/v) para o processamento da 

análise histológica. 

 

6.6 ANÁLISE HISTOLÓGICA  

Para análise em microscopia ótica, uma fração dos tecidos coletados 

no momento da eutanásia foi colocada em cassetes na solução fixadora de 

paraformaldeído 4% (p/v) em PBS, pH 7,4 onde permaneceu submersa por 24 horas 

a 4ºC. Os cassetes foram transferidos e permaneceram submersos em PBS por 24 

horas a 4ºC. Então, foram desidratados em banhos com concentrações crescentes de 

álcool e incluídos em parafina. Após a inclusão em blocos de parafina, os tecidos 

foram seccionados em micrótomo rotatório (Lupetec MRP 2015). Foram realizados 

cortes semi-seriados de 5 µm. Para análise da área de secção transversa (AST) os 

cortes foram corados com hematoxilina e eosina (H&E), e as imagens foram 

capturadas no aumento de 100x em um microscópio ótico (Olympus) para 

quantificação da AST (~1.200 áreas por grupo).  

 

6.7 ANÁLISE DE CITOCINAS, CONTAGEM DE CÉLULAS MONONUCLEARES PERIFÉRICA 

E ESTRESSE OXIDATIVO  

A determinação das concentrações de TNF-a, IL-6 e IL-10 foram 

realizadas por meio de kit comercial para ensaio imunoenzimático (ELISA) (Affymetrix 

e Bioscience®, San Diego, USA). A contagem e diferenciação das células 
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mononucleares periférica foram realizadas usando um contador automático (BD® 

Accuri C6).  

Uma fração do músculo FHL foi homogeneizada em solução PBS  50 

mmol/L, pH 7,0 e posteriormente centrifugado a 10.000 rpm durante 10 min a 4°C. A 

determinação de thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) foi realizada 

conforme previamente descrito por COSTA (2006). A determinação de advanced 

oxidation protein products (AOPP) foram determinados pelo método  previamente 

descrito  por WITKO-SARSAT et al., (1996).   

 

6.8 DETERMINAÇÃO DA EXPRESSÃO DE RNAM POR PCR EM TEMPO REAL 

O RNA total foi extraído de 50 mg de músculo FHL usando um kit 

RiboPure (Ambion, part number AM 1924, USA) de acordo com as instruções do 

fabricante. O RNA total extraído foi quantificado utilizando um espectrofotômetro para 

baixos volumes em densidade ótica 260 e 280 hm (NanoDrop2000c, Thermo 

Scientific, USA). Foi removido DNA contaminante do RNA extraído utilizando o kit 

DNase I (DNA-livre Kit, Ambion, número AM1906, USA). O DNA complementar 

(DNAc) foi sintetizado a partir de 1.000hg do RNA total extraído usando um kit de 

transcrição reversa de DNAc de alta capacidade (Applied Biosystems, número 

4374966, USA). A quantificação da polymerase chain reaction (PCR) foi realizada 

usando um sistema em tempo real (ViiA7, Applied Biosystems, USA). Os seguintes 

ensaios de expressão gênica foram realizados utilizando Taqman® Gene Expression 

(Applied Biosystems, USA): FBXO32 (F-box proteína 32) Rn00591730_m1 e mTOR 

(mecanismo alvo de Rapamicina serine/threonine kinase) Rn00571541_m1. As 

amplificações das reações foram realizadas em triplicadas e peptidylprolyl isomerase 

A (PPIA) foi utilizado como gene de referência para normalizar as reações. A 
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expressão relativa foi determinada pelo método 2-DDCT e apresentado em expressão 

relativa do RNAm dos genes FBXO-32 e mTOR.  

 

6.9 ANÁLISE POR WESTERN BLOTTING  

Foram extraídas proteínas do músculo FHL utilizando tampão de 

extração [50 mM HEPES, 40 mM NaCl, 2 mM EDTA, 1,5 mM Na3VO4, 50 mM NaF, 

0,1% sodium dodecyl sulfat (SDS), 0,1% Triton X-100, coquetel de inibidores de 

fosfatase e protease (#5872 Cell Signaling Technology)]. A proteína total foi 

determinada pelo método bicinchoninic acid assay (BCA) (QPRO-BCA protein assay. 

Cyanagen, Bologna, Italy). A quantidade equivalente a 20µg de proteínas foi utilizada 

para quantificar a expressão de atrogin-1, MuRF-1 e GAPDH, e 80µg de proteínas 

para quantificar a expressão de P70S6K e p-P70S6K. As proteínas foram separadas 

de acordo com o peso molecular por eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS 

10%, em tampão de corrida [25 mM Tris-base, 1,92 M glicina, pH 8.6 e 1% SDS] 

conforme descrito por LAEMMLI (1970). As proteínas separadas no gel, foram então, 

transferidas para uma membrana de polyvinylidene difluoride (PVDF) (Immun-Blot® 

PVDF Membrane Bio-Rad) em tampão de transferência [25 mM Tris-base, 192 mM 

glicina, pH 8,3 e 20% metanol] durante 3 horas (40V). Para o bloqueio das ligações 

inespecíficas do anticorpo, foi utilizado uma solução com 5% (p/v) de leite em pó 

desnatado em tampão Tris-Buffer Saline [100 mM Tris, 1,5 mM NaCl, pH 8,0 e 0,1% 

Tween-20] (TBS-T) por 1 hora em temperatura ambiente em agitador horizontal. 

Então, as membranas foram incubadas com anticorpo primário com 5% de albumina 

de soro bovino livre de gordura em TBS-T (anti-Fbx32/atrogin-1 1:1000 ab74023, anti-

MuRF-1 1:1000 ab172479, anti-P70S6K 1:1000 Cell Signaling Technology, anti-p-

P70S6K [Thr389] 1:1500 Cell Signaling Technology, anti-GAPDH 1:5.000 Sigma 
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G9545) overnight a 4ºC. Após este período, as membranas foram lavadas com TBS-

T e incubadas com anticorpo secundário conjugado com peroxidase (anti-Rabbit IgG 

1:3.000 Bio-Rad). A imunoreatividade das bandas foi detectada por 

quimiluminescência aumentada (ECL Bio-Rad) de acordo com a descrição do 

fabricante. As bandas foram quantificadas usando o programa ImageJ.  

 

6.10 ESTATÍSTICA  

Os dados estão apresentados em média ± desvio padrão. Foi 

realizado o teste de normalidade de Shapiro Wilk. Foram realizados os seguintes 

testes de comparação das médias, teste t de Student, análise das variâncias (ANOVA) 

one-way e two-way seguido do post-hoc de Tukey e Kruskal Wallis seguido do post-

hoc de Dunn. Todos os procedimentos estatísticos foram realizados no SPSS 24 e 

GraphPad Prism 6. O nível de significância adotado foi p < 0,05.  

 

7. RESULTADOS 

 

7.1 PROTOCOLO DE TR ATENUA O DESENVOLVIMENTO DA CAQUEXIA INDUZIDA PELO 

TUMOR DE WALKER-256 

O volume do tumor aumentou progressivamente (P = 0,0008) 

representando 7±2% do peso corporal dos animais ao final de 4 semanas. O 

crescimento do tumor promoveu redução da ingestão alimentar após duas semanas 

(P = < 0,0001, -32,3%) (Figura 7B) , redução no ganho de peso corporal (P = 0.0081, 

-9,85%) (Figura 7A) e peso da gordura retroperitoneal (P = 0,0010, -40,6%) 

comparado com o controle (Figura 7C).  Em contrapartida, o TR reestabeleceu a 

ingestão alimentar (P = < 0,0001, +22,18%) (Figura 7B), mas não melhorou o ganho 
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de peso corporal (P = 0,3707, +6,35%) em relação ao grupo T (Figura 7A).  

O desenvolvimento do tumor promoveu atrofia dos músculos FHL (P = 

0,0001, P75 = -24%) (Figura 8A) e do sóleo (P = 0,006, P75 = -11%) comparado com 

o grupo C (Figura 8B). Adicionalmente, o crescimento tumoral promoveu perda na 

carga máxima carregada (P = <0,0001, -11,09%) comparado com o grupo C (Figura 

8C). Por outro lado, o TR promoveu expressiva atenuação da atrofia  do músculo FHL 

(P = <0,0001, P75 = + 45,15%) (Figura 8A) e do músculo sóleo (P = 0,038, P75 = + 

6,63) comparado com o grupo T (Figura 8B). Ainda, o TR promoveu aumento da 

capacidade de carga máxima (P = < 0,0001, P75 = + 75%) comparado com o grupo T 

(Figura 8C). 
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Figura 7. C
aracterização da caquexia associada ao câncer dos grupos controle não exercitado e exercitado, tum

or não exercitado  e 
exercitado. O

s dados estão apresentados em
 m

édia ± desvio padrão. a.b.c D
iferentes letras representam

 diferença significativa entre os 
grupos e * representa diferença significativa da sem

ana anterior (P < 0,05, AN
O

VA tw
o-w

ay seguido do pós teste de Tukey). (A) ganho 
de peso, (B) consum

o alim
entar, (C

) peso da gordura retroperitoneal e (D
) som

atória peso dos m
úsculos. 
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Figura 8. Parâm

etros de atrofia e função m
uscular nos grupos controle (C

), tum
or (T), exercício (E) e tum

or-exercício (TE). O
s dados estão 

apresentados em
 m

édia ± desvio padrão. a.b.c D
iferentes letras representa diferença significativa entre os grupos (P < 0,05, Kruskal W

allis 
para AST e one-w

ay AN
O

VA para carga m
áxim

a seguido do pós teste de Tukey). (A) área de secção transversa m
úsculo FH

L, (B) área de 
secção transversa m

úsculo sóleo, (C
) carga m

áxim
a levantada, (D

) distribuição áreas das fibras m
úsculo FH

L e (E) distribuição áreas das 
fibras m

úsculo sóleo.
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7.2 EXPRESSÃO DE GENE E PROTEÍNAS-CHAVE DA VIA DE SINALIZAÇÃO AKT/MTOR NA 

ATROFIA MUSCULAR 

Com relação à expressão do gene-chave mTOR, embora o TR tenha 

promovido aumento da expressão do RNAm para mTOR no grupo E comparado com 

o grupo C (P = 0,001), o mesmo não foi observado após a inoculação do tumor de 

Walker-256 e o protocolo de TR comparado com o grupo T (P = 0,998) (Figura 9A).  

Além disso, a implantação do tumor promoveu menores 

concentrações da proteína-chave P70S6K (P = 0,0274, -26,4%) (Figura 9B)e p-

P70S6K (P = 0,0348, -33,7%) comparado com o grupo C (Figura 9C). Por outro lado, 

o protocolo de TR empregado promoveu maiores concentrações da proteina P70S6K 

(P = < 0,0001, +141%) (Figura 9A) e da p-P70S6K  (P = < 0,0001, +165,1%) 

comparada com o grupo T Figura 9B). Porém, não houve diferença na razão P70S6K/ 

p-P70S6K (P = 0,068, +1,13%) em relação ao grupo T (Figura 9D). 
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Figura 9: C
oncentração de gene e proteína-chave da via de sinalização A

kt/m
TO

R
 nos grupos controle não exercitado e exercitado, tum

or não 
exercitado  e exercitado. O

s dados estão apresentados em
 m

édia ± desvio padrão, linha tracejada representa valor relativo ao controle. a.b.c D
iferentes 

letras representa diferença significativa entre os grupos (P < 0,05, A
N

O
V

A
 tw

o-w
ay seguido do pós teste de Tukey).(A

) expressão relativa R
N

A
m

 de 
m

TO
R

, (B
) expressão da proteína P

70S
6K

, (C
) p-P

-70S
6K

 e (D
) razão  P

70S
6K

/ p-P
70S

6K
.  
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7.3 TR ATENUA A ATROFIA MUSCULAR INDEPENDENTEMENTE DA VIA DE SINALIZAÇÃO 

AKT/MTOR NA CAQUEXIA ASSOCIADA AO CÂNCER 

A inibição do complexo mTOR por via farmacológica (rapamicina) 

promoveu atrofia do músculo FHL (P = < 0,0001, P75 = -14%) quando comparado 

com o grupo C. Diferentemente, o tratamento com rapamicina combinado com TR 

atenuou a atrofia no músculo FHL (P = <0,0001, P75 = + 9,29) quando comparado 

com o grupo R (Figura 10).   

 

 

Figura 10: Atrofia do músculo FHL em decorrência do tratamento com rapamicina. (A) 
área de secção transversa músculo FHL, (B) distribuição e número de ocorrência das 
áreas do músculo FHL dos grupos controle (C), portadores de tumor (T), exercitados 
com tumor (TE), tratados com rapamicina (R) e tratados com tumor com grupos 
rapamicina (TER). Os dados estão apresentados em média ± desvio padrão. a.b.c 
Diferentes letras representa diferença significativa entre os grupos (P < 0,05, ANOVA 

one-way seguido do pós teste de Tukey).  
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7.4 TR ATENUA A ATROFIA MUSCULAR POR MEIO DA DIMINUIÇÃO DA INFLAMAÇÃO 

SISTÊMICA, DANO OXIDATIVO E PROTEÍNAS-CHAVE DA VIA UBIQUITINA PROTEASSOMA 

Com relação aos mediadores sistêmicos da resposta inflamatória, a 

implantação do tumor aumentou o número de leucócitos totais circulantes (P = 0,0002, 

+150%) (Figura 11A), dos leucócitos totais houve aumento da porcentagem de 

monócitos (P = 0,003, +185,6%) (Figura 11B) e não houve alteração da porcentagem 

de linfócitos (P = 0,155, +43,1%) quando comparado com o grupo C (Figura 11C). 

Além disso, a progressão do tumor provocou maiores concentrações circulantes de 

TNF-a (P = 0,001, +238%) (Figura 11D) e IL-6 (P = <0,001, +422%) em relação ao 

grupo C (Figura 11E). Quando avaliada a interferência dos mediadores circulantes da 

resposta inflamatória sobre o dano oxidativo no músculo FHL, foram observadas 

maiores concentrações de TBARS (P = 0,0001, +135%) (Figura 11F) e AOPP (P = < 

0,0001, +656%) em relação ao grupo C (Figura 11G).  

Ainda, os mediadores da resposta inflamatória tanto local quanto 

circulante foi acompanhada de maior expressão de RNAm do gene FBXO-32 (P = 

0,0007, +204%) (Figura 12A) e maiores concentrações da proteína MAFbx/atrogin-1 

(P = < 0,0001, +308%) (Figura 12B)e MuRF-1 (P = 0,0004, +388%) quando 

comparado com o grupo C (Figura 12C).  

Por outro lado, o TR promoveu menor concentração de leucócitos circulantes 

(P = 0,048, - 37%) (Figura 11A), porcentagem de monócitos (P = 0,004, - 46,5%) 

(Figura 11B), porém não modificou a porcentagem de linfócitos (P = 0,66, - 27,3%) 

em relação ao grupo T (Figura 11C). O TR também resultou em menores 

concentrações sistêmicas de TNF-a (P = 0,0002, - 60,5%) (Figura 11D), IL-6 (P = 

0,0001, - 71,3%) (Figura 11E), maior concentração circulante de IL-10  (P = 0,0010, 

+ 224%) (Figura 11H)e a razão IL-10/ TNF-a  (P = 0,001, + 78%) em relação ao grupo  
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(Figura 11I)T. No músculo esquelético houve maior nível de AOPP (P = <0,0001, - 

81,2%) relação ao grupo T (Figura 11G). Além disso, o TR  promoveu menor 

concentração da proteína MAFbx/atrogin-1 (P = 0,032, - 43,2%) em relação ao grupo 

T (Figura 12C). 

 
Figura 11: Mediadores pró- e anti-inflamatórios e dano oxidativo no músculo FHL nos grupos 
controle não exercitado e exercitado, tumor não exercitado  e exercitado. Os dados estão 
apresentados em média ± desvio padrão. a.b.c Diferentes letras representa diferença 
significativa entre os grupos (P < 0,05, ANOVA two-way seguido do pós teste de Tukey). (A) 

Nº de leucócitos,(B) linfócitos, (C) monócitos, (D)TNF-a, (E) IL-6  ,(F) TBARS, (G) AOPP, (H) 

IL-10  e razão IL-10/ TNF-a (I).  
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Figura 12. M
ediadores chave do sistem

a ubiquitina proteassom
a nos grupos controle não exercitado e exercitado, tum

or não exercitado  e 
exercitado. O

s dados estão apresentados em
 m

édia ± desvio padrão. a.b.c D
iferentes letras representa diferença significativa entre os grupos (P 

< 0,05, AN
O

VA tw
o-w

ay seguido do pós teste de Tukey). (A) Expressão relativa de R
N

Am
 do gene FBXO

-32, (B) expressão da proteína atrogin-
1 e (C

) expressão da proteína M
uR

F-1. 
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8. DISCUSSÃO 
 
 

A presente tese é pioneira em demonstrar que a ativação da proteína 

via sinalização Akt/mTOR parece não ser decisiva na atenuação da atrofia muscular 

induzida pelo protocolo de TR, como foi demonstrado pela atenuação da atrofia 

muscular induzida pelo câncer, mesmo quando os animais foram tratados com 

Rapamicina. Desta forma, o achado refuta a hipótese inicial levantada nessa tese. Os 

principais achados deste trabalho sugerem que a atenuação da atrofia muscular 

promovida pelo protocolo de TR com cargas progressivas empregado está associada 

à redução de citocinas pró-inflamatórias e indicadores de dano oxidativo no músculo 

FHL contribuindo para considerável redução da expressão da proteína atrogin-1 via 

sistema ubiquitina proteassoma.  Portanto, a diminuição da inflamação sistêmica e 

degradação de proteínas induzida pelo TR parecem ser determinantes para atenuar 

a atrofia muscular induzida no câncer. 

Diferentemente do corpo de evidências sobre mecanismos envolvidos 

na degradação de proteína na atrofia muscular, pouco se sabe sobre a contribuição 

dos mecanismos que regulam a síntese de proteína na caquexia associada ao câncer 

(SCHIAFFINO et al., 2013). Após quatro semanas de tratamento sustentado com 

rapamicina foi observado atrofia muscular similar à atrofia induzida pela inoculação de 

células tumorais. Uma vez que a mTOR tem sua atividade inibida por esse composto, 

e ainda não são conhecidos outros alvos da rapamicina que poderia confundir nosso 

achado (DAVIES et al., 2000). É importante destacar ainda a complexidade da 

regulação da mTOR em diferentes tecidos (KIM et al., 2002), ou seja, o efeito 

sistêmico de inibidores análogos de rapamicina pode ser uma limitação.   Nesse 

trabalho, o tratamento com rapamicina não anulou os efeitos do TR empregado, 
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Figura 14: Atenuação da atrofia muscular via sinalização de degradação proteica 

após programa de TR através da redução dos mediadores pró-inflamatórios. 

 

ou seja, mesmo com a inibição da mTOR e seus alvos abaixo, foi observado aumento 

significativo da AST muscular.  

Ainda que a mTOR exerça um papel crucial na regulação, proliferação 

e crescimento celular (BODINE et al., 2001) ainda permanece pouco compreendido 

sua contribuição na caquexia associada ao câncer. De fato, altas concentrações de 

citocinas anti-inflamatórias, tais como, IL-10 e IL-1ra induzido pelo TR, recuperam a 

fosforilação de IGF-1/Akt  e esta fosforilação impacta nos alvos abaixo da mTOR, por 

exemplo, mTOR/4E-BP1 ou mTOR/P-70S6K (WINTER et al., 2012; LIRA et al., 2014). 

No presente estudo, os componentes que regulam o crescimento muscular via 

Akt/mTOR, foram modificados em parte. Nossos resultados mostram que o TR 

provocou maior expressão da proteína P70S6K e p-P70S6K. Contudo a razão 

P70S6K/p-P70S6K não foi modificada em relação ao grupo inoculado com tumor de 
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Walker-256. Por outro lado, em estudo publicado por BACURAU et al., (2016) 

demonstraram que o treinamento aeróbio promove ativação da via IGF-1/Akt/mTOR, 

atenuando dessa forma a atrofia muscular na caquexia associada à insuficiência 

cardíaca (BACURAU et al., 2016).  

Diversos fatores humorais produzidos tanto pelo hospedeiro quanto 

pelo tumor trabalham em conjunto para regular o comportamento energético, que 

afeta diretamente a taxa de síntese e degradação de proteínas (FEARON et al., 2006; 

EZEOKE e MORLEY, 2015). Nossos resultados demonstram que houve menores 

concentrações sistêmicas das citocinas IL-6 e TNF-a  após o protocolo de TR com 

cargas progressivas. Altas concentrações de IL-6, TNF-a e IFN-g têm sido 

encontradas tanto em ratos inoculados com diferentes linhagens de células tumorais 

quanto em pacientes caquéticos (SMITH e TISDALE, 1993; TISDALE, 2010b; 

SEELAENDER et al., 2012). A esse respeito, várias citocinas pró-inflamatórias 

liberadas pelo tumor têm demonstrado contribuir para o desbalanço energético no 

hospedeiro, principalmente nas vias dependentes de insulina (TISDALE, 2010a; 

ARGILÉS, FONTES-OLIVEIRA, et al., 2014). Por outro lado, foi observado que o TR 

alterou positivamente a IL-10 aumentando as suas concentrações sistêmicas. Sabe-

se que a massa muscular esquelética quando em atividade contrátil é um importante 

órgão endócrino capaz de secretar substâncias de atuação autócrina, parácrina e 

endócrina favoráveis para reestabelecer a sensibilidade à insulina e os estoques de 

glicogênio desse tecido (PEDERSEN e FEBBRAIO, 2008; 2012). Alguns estudos 

mostram que o treinamento aeróbico ou de endurance promove a liberação de 

citocinas anti-inflamatórias, dentre as mais citadas estão, IL-10 e IL-1ra (OSTROWSKI 

et al., 1999; PETERSEN e PEDERSEN, 2005; BATISTA et al., 2009; FRAJACOMO et 

al., 2015).  Dessa forma, o protocolo de TR também foi efetivo na promoção de um 
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cenário anti-inflamatório no hospedeiro, podendo ter contribuido para diminuir a 

sinalização de vias catabólicas (PADILHA et al., 2017a).  

A massa e função muscular são dois importantes preditores de 

sobrevida e tolerância ao tratamento da caquexia associada ao câncer (FEARON, 

2008; COLETTI, 2018; PENNA et al., 2019). Vários estudos pré clínicos no campo da 

caquexia associada ao câncer sugerem que os regimes de exercícios, especialmente 

o TR, podem ser incluídos no tratamento multimodal da caquexia no câncer (DAS 

NEVES et al., 2016; DEMINICE et al., 2016; KHAMOUI et al., 2016; PADILHA et al., 

2017a). KHAMOUI et al., (2016) propuseram a combinação do treinamento aeróbico 

combinado com o treinamento de força sobre os parâmetros de atrofia muscular em 

camundongos inoculados com modelo de carcinoma de cólon-26. Os achados desse 

estudo demonstram que o treinamento aeróbio ou treinamento de força isolado 

promoveu menor expressão de RNAm das enzimas ligases músculo dependente 

(MuRF-1, atrogin-1 e miostatina no músculo gastrocnêmio). A implicação da 

sobrecarga corrigiu a atrofia muscular e hiperexpressão da miostatina, sugerindo que 

o treinamento aeróbio e/ou treinamento de força isolado podem ter efeitos divergentes 

sobre o turnover proteico dependendo da condição caquética (KHAMOUI et al., 2016). 

Um estudo publicado previamente por nosso grupo de investigação mostrou que seis 

semanas de TR anteriormente ao desenvolvimento do tumor (12 dias) preveniu a 

atrofia muscular, a perda da força muscular, resultou em baixos níveis sistêmico de 

citocinas pró-inflamatórias e dano oxidativo no músculo esquelético. Concluindo que 

a realização do TR anteriormente ao desenvolvimento da caquexia pode impedir o 

avanço dos efeitos deletérios (PADILHA et al., 2017a). Ainda, quatro semanas de TR 

durante o crescimento tumoral previne o desenvolvimento exacerbado do tumor e 

diminui consideravelmente a agressividade tumoral (PADILHA et al., 2019). Dessa 
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forma, é importante notar que protocolo de TR com cargas progressivas promove, 

pelo menos em parte, a manutenção da força e massa muscular por meio da redução 

da massa e agressividade tumoral.  

De forma notável,  a patogênese da caquexia no câncer também 

envolve  mudanças na ingestão nutricional, má absorção dos nutrientes e pouca 

utilização de substratos energético (ANTOUN e RAYNARD, 2018). A ocorrência da 

má nutrição na caquexia associada ao câncer reflete na perda involuntária de peso 

corporal (ARENDS et al., 2017) resultando na fraqueza muscular (REID e MOYLAN, 

2011). Conforme foi observado no presente trabalho, o protocolo de TR empregado 

reestabeleceu o consumo alimentar após duas semanas de experimento sem 

apresentar alteração no ganho de peso corporal. Contudo, no presente trabalho não 

foi realizado o pareamento da ingestão alimentar entre os grupos, sendo dessa forma 

uma limitação para esse desfecho. Ainda, o ganho de força muscular foi preservado 

ao longo de todo experimento.  Dessa forma, estes desfechos clínicos promovidos 

pelo protocolo de TR são importantes para obtenção de um bom prognóstico da 

síndrome (ARGILÉS et al., 2010; GALVÃO et al., 2010; ARGILÉS et al., 2019). 

Os resultados obtidos neste trabalho amplificam o conhecimento 

sobre como o protocolo de TR empregado interfere em dois mecanismos envolvidos 

na atrofia muscular associada à caquexia no câncer. Foi possível ainda constatar que 

o protocolo de TR modula de maneira positiva os desfechos clínicos da síndrome, 

contribuindo para futuras implementações deste tipo de treinamento na terapia 

multimodal em pacientes com câncer. 
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CONCLUSÃO 
 
 Conclui-se que a via de sinalização Akt/mTOR pouco contribui para 

atenuação da atrofia do músculo FHL induzida pelo protocolo de TR em ratos 

inoculados com tumor de walker-256. A diminuição da degradação proteica via 

ativação de alvos chave do sistema ubiquitina proteassoma paralelamente à redução 

de citocinas pró-inflamatórias circulantes e dano oxidativo no músculo esquelético foi 

mais determinante para atenuar a atrofia muscular.  
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ANEXO A 
 
Artigo 1 aceito para publicação: Efeito do protocolo de TR sobre os parâmetros 
tumorais 
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ANEXO B 
 
Artigo 2 em preparação: Efeito do protocolo de TR na atenuação da atrofia 
muscular 
 
Contribution of AKT-mTOR signaling pathway on attenuation of wasting muscle 

induced by resistance training in Walker-256 tumor-bearing rats. 
 
Running title: Resistance training and AKT-mTOR signaling pathway contribution of wasting 

muscle in cancer cachexia. 
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