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RESUMO 
 
 

Alterações do ritmo circadiano estão relacionadas ao desenvolvimento e crescimento 
do câncer e os mecanismos moleculares subjacentes a este efeito ainda precisam ser 
mais estudados. No entanto, sabe-se que o exercício físico pode sincronizar o ritmo 
circadiano, atuando na modulação do sistema psiconeuroimunoendócrino. O 
desenvolvimento do tumor, por sua vez, promove alterações no equilíbrio desse 
sistema resultando em perturbação do ritmo circadiano. Um programa regular de 
exercício físico pode ser uma intervenção útil e de baixo custo como estratégia para 
melhorar a qualidade de vida de pacientes e sobreviventes do câncer. Assim, o 
objetivo do presente estudo foi avaliar se os mecanismos envolvidos na inibição do 
crescimento tumoral pelo treinamento físico podem estar associados com o papel 
cronomarcador do exercício físico. Métodos: Foram utilizados camundongos da 
linhagem C57BL/6J divididos em 4 grupos: controle (CTL); Tumor (LLC); Tumor + 
Treino no mesmo horário do dia (LLC+T(ZT2)); Tumor + Treino em horários alternados 
(LLC+T(ZTAlt)). Os animais foram submetidos ao treinamento aeróbio no terceiro dia 
após a inoculação do tumor. Foram realizadas 14 sessões de treino, compreendendo 
5 sessões na primeira e 5 sessões na segunda semana e 4 sessões na terceira 
semana (60 minutos a 60% da velocidade máxima). Os animais foram eutanasiados 
com 21 dias após inocular o tumor, a cada 4 horas do dia, até completar 24 horas 
(ZT0, ZT4, ZT8, ZT12, ZT16 e ZT20). No músculo esquelético gastrocnêmio foram 
feitas as análises da expressão gênica dos clock genes (Clock, Bmal1, Per1, Per2, 
Per3 Cry1, Cry2, REV ERBα, Rorα e Rorβ), Ampk, Atrogina-1, Murf1 e GAPDH. A 
determinação das concentrações de TNF-α, IL-1β, MCP-1, IFN-γ, VEGF, IL-10 e IL-4 
foram realizadas no músculo gastrocnêmio e no tumor. Resultados: O treino reduziu 
o peso total quando comparado com o grupo LCC. Apenas o grupo LLC+T(ZTAlt) teve 
redução no peso quando comparado com o grupo CTL. O peso do tumor foi menor no 
grupo LLC+T(ZTAlt) quando comparado com o grupo LLC. Os músculos EDL e sóleo 
apresentaram maior peso no grupo LLC+T(ZT2) quando comparado com o grupo LLC. 
O exercício em diferentes horários reduziu a concentração de glicose quando 
comparado com o grupo LLC (ZT8). O treinamento físico praticado em horários 
alternados foi capaz de aumentar a expressão no gene Per1(ZT4) quando comparado 
com os grupos sedentários. O grupo LLC+T(ZT2) teve aumento da expressão de Per2 
quando comparado com o grupo CTL no ZT0 e ZT4, já o grupo LLC+T(ZTAlt) 
apresentou aumento do Per2 quando comparado com o grupo CTL e LLC apenas no 
ZT4. Na análise feita no gene Per3, o grupo LLC+T(ZTAlt) apresentou maior 
expressão no ZT4 quando comparado com os grupos CTL e LLC. A expressão gênica 
da AMPK foi aumentada no período claro e a Atrogina-1 reduzida, ambos no grupo 
LLC+T(ZT2). Atrogina-1 estava aumentada no grupo LLC+T(ZTAlt) no ZT20 quando 
comparado com o grupo CTL. Ainda no músculo gastrocnêmio, a concentração 
proteica do TNF-α foi maior no grupo LLC(ZT16) quando comparado com os grupos 
CTL e LLC+T(ZTAlt). Já o VEGF estava aumentado no grupo LLC quando comparado 
com o grupo LLC+T(ZTAlt). A IL-10 (ZT16) estava aumentada no grupo LCC quando 
comparado com os grupos CTL e LLC+T(ZT2 e ZTAlt). No mesmo ZT o grupo 



 
 

LLC+T(ZTAlt) apresentou menor concentração da IL-10 quando comparado com o 
grupo CTL e LLC+T(ZT2). A IL-4 apresentou aumento da concentração no ZT16 no 
grupo LLC+T(ZT2) quando comparado com os grupos CTL e LLC+T(ZTAlt). No tumor, 
TNF-α mostrou efeito do exercício físico em horários alternados, com aumento no 
grupo LCC+T(ZTAlt) no ZT16 quando comparado com o grupo LLC+T(ZT2).  A IL-10 
e IL-4 também foram mais expressas no grupo LLC+T(ZTAlt)(ZT4). Conclusão: O 
exercício físico mostrou ser um grande modulador do relógio circadiano no músculo 
esquelético, promovendo efeitos protetores ao músculo, além de atenuar o 
crescimento tumoral.  
 

Palavras chave: Ritmo Circadiano, Câncer, Clock Genes, Músculo Esquelético, 

Inflamação, Exercício Físico. 
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ABSTRACT 
 
 

Background: Changes in circadian rhythm are related to cancer development and 
growth, however the molecular mechanisms underlying this effect need to be further 
studied. It is known that physical exercise can synchronize the circadian rhythm, since 
it acts in the modulation of the psychoneuroimmunoendocrine system. The 
development of the tumor, in turn, promotes changes in the balance of this system 
resulting in a disturbance of the circadian rhythm. Thus a regular exercise program can 
be a useful and a low-cost intervention as a strategy to improve the quality of life of 
cancer patients and survivors. Therefore, our objective was to evaluate whether the 
mechanisms involved in the inhibition of tumor growth by physical training can be 
correlated with the chronological role of physical exercise. Methods: C57BL / 6J mice 
were used, divided into 4 groups: control (CTL); Tumor (LLC); Tumor + Training at the 
same time of day (LLC + TZT2); Tumor + Training at alternate times (LLC + TZTAlt). 
The animals were submitted to aerobic training on the third day after tumor inoculation. 
14 training sessions were carried out comprising 5 sessions / week (40 to 60 minutes 
at 60% of maximum speed). The animals were euthanized 21 days after inoculating 
the tumor, every 4 hours of the day, until completing 24 hours (ZT0, ZT4, ZT8, ZT12, 
ZT16 and ZT20). In the gastrocnemius muscle, analyzes of the gene expression of the 
clock genes were performed (Clock, Bmal1, Per1, Per2, Per3, Cry1, Cry2, REV-ERBα, 
Rorα and Rorβ), Ampk, Atrogin-1, Murf1 and GAPDH. The determination of the 
concentration of TNF-α, IL-1β, MCP-1, IFN-γ, VEGF, IL-10 and IL-4 were performed in 
the gastrocnemius muscle and in the tumor. Results: The training reduced the total 
weight when compared with the LCC group, and only the LLC + T(ZTAlt) had a 
reduction in weight when compared with the CTL group. The tumor weight was lower 
in the LLC+T(ZTAlt) group when compared to the LLC group. The EDL and soleus 
muscles presented greater weight in the ZT2 group when compared to the LLC group. 
Exercise at different times also reduced glucose concentration when compared to the 
LLC group (ZT8). The physical training practiced at alternated times was able to 
increase the expression in the Per1 gene (ZT4) when compared with sedentary 
groups. The group that trained in ZT2 had an increase in Per2 expression when 
compared with the CTL group in ZT0 and ZT4, whereas the group with alternate 
training showed an increase in Per2 when compared with the CTL and LLC group only 
in ZT4. On the Per3 gene, the LLC+T (ZTAlt) group showed a higher expression in 
ZT4 when compared with the CTL and LLC groups. The gene expression of AMPK 
was increased in the light period and Atrogin-1 reduced, both in the LLC+T(ZT2) group. 
Atrogin-1 was increased in the LLC+T(ZTAlt) group in the ZT20 when compared to the 
CTL group. Also in the gastrocnemius muscle, the protein expression of TNF-α was 
higher in the LLC group (ZT16) when compared with the CTL and LLC+T(ZTAlt). VEGF 
was increased in the LLC group when compared to the LLC+T(ZTAlt). IL-10(ZT16) was 
increased in the LCC group when compared to the CTL and LLC+T groups (ZT2 and 
Alt). In the same ZT, the LLC+T(ZTAlt) group showed a lower expression of IL-10 when 



 
 

compared to the CTL and LLC + T(ZT2) group. IL-4 showed an increase in ZT16 
expression in the LLC +T(ZT2) group when compared with the CTL and LLC+T(ZTAlt) 
groups. In the tumor, TNF-α was affected by exercise, being increased in the group 
that trained at alternate times (ZT16) when compared with the LLC+T(ZT2). And IL-10 
and IL-4 were also more expressed in alternate exercise (ZT4). Conclusion: Physical 
exercise proved to be a major modulator of the circadian clock in skeletal muscle, 
promoting protective effects to the muscle, in addition to attenuating tumor growth. 
 

Keywords: Circadian Rhythm, Cancer, Clock Genes, Skeletal Muscle, Inflammation, 

Physical Exercise.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

A sociedade atual apresenta peculiaridades que são responsáveis pelas 

mudanças no relógio biológico que os seres humanos apresentavam até o fim do 

século XIX. Neste sentido, vale ressaltar que apesar do aumento da longevidade 

observado durante o século XX, período este em que praticamente dobrou a 

expectativa de vida dos seres humanos, a redução do número de pessoas residentes 

na zona rural, e o rápido aumento dos grandes centros urbanos promoveu mudanças 

no ritmo biológico da nossa espécie(1–3). 

É fato que este problema vem se acentuando no século XXI, com o crescente 

avanço da tecnologia, ocorre a utilização constante de aparelhos eletrônicos, 

aumentando a exposição à luz proveniente destes, assim como, o aumento no nível 

de ruídos e barulhos, além da possibilidade de receber e enviar informações 24 horas 

por dia tem causado perturbações no ritmo circadiano (1–3). Atualmente, estamos 

passando por um momento complicado devido a pandemia do COVID-19, com isso 

muitas pessoas estão trabalhando de suas próprias casas, os horários para o início e 

o fim das tarefas foram alterados, o tempo na frente dos computadores aumentou, 

levando a uma jornada maior de trabalho diário, e como consequências, frequentes 

mudanças nos hábitos e horários alimentares, assim como o aumento da inatividade 

física, contribuindo para uma alteração ou perturbação no ritmo circadiano. 

A crônica exposição à luminosidade dos grandes centros urbanos é capaz de 

reduzir a produção de melatonina. Na presença de luz, essa informação é 

transportada da retina pelas células ganglionares da retina intrinsecamente 

fotossensíveis através do trato retino-hipotalâmico até o núcleo supraquiasmático no 

hipotálamo, esse sinal de presença de luz é conduzido até a glândula pineal, por meio 

da qual a produção e secreção rítmica de melatonina são reduzidas, levando ao 

prejuízo da resposta circadiana, sendo esse um dos principais mecanismos de 

regulação do nosso ciclo sono-vigília(4). 

Não obstante, observa-se que para a manutenção das atividades da nossa 

sociedade houve um aumento considerável no número de trabalhadores que tem que 

realizar seu trabalho no turno invertido, ou seja, no período noturno para nós humanos, 

causando privação de sono constante. Neste caso, esses trabalhadores apresentam 

grande aumento no número de dias afastados do trabalho, seja por morbidades ou 

acidentes de trabalhos. Dentre as morbidades, pode ser destacado o aumento no 
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número de doenças associadas à inflamação crônica de baixo grau, como doenças 

cardiovasculares, obesidade, diabetes e câncer(5).  

A perturbação circadiana constante é sem dúvida nenhuma um fator de risco 

para o desenvolvimento do câncer(6). Novamente, os estudos envolvendo 

trabalhadores por turno mostram o alto risco desses sujeitos desenvolverem vários 

tipos de tumores(7–9). Tem sido mostrado na literatura que durante a progressão do 

câncer há uma perturbação circadiana, ocorrendo mudanças em muitas tarefas 

controladas pelo relógio central (núcleo supraquiasmático) ou periférico (tecidos e 

células) e orquestradas pelos clock genes(10).  

Existem padrões de comportamentos que são capazes de reajustar a nossa 

ritmicidade biológica, como por exemplo hábitos alimentares, atividade física e rotinas 

de trabalho. Hoje discute-se os benefícios de se ter uma rotina rigorosa, com o mesmo 

horário para as refeições, por exemplo, já que a ingestão de nutrientes é um marcador 

do ritmo circadiano, e que em nossa sociedade moderna também vem sendo alterado, 

já que muitas pessoas não são capazes de manter rotina e um padrão alimentar(11). 

O treinamento físico é um fator sincronizador do ritmo circadiano, apesar do 

mecanismo molecular não estar claro, já há o consenso de que  as células musculares 

apresentam padrão de expressão rítmica de suas proteínas, assim da sua 

atividade(12). Assim, o treinamento físico aeróbio pode ser uma ferramenta não-

farmacológica capaz de reduzir os danos causados pela perturbação do ritmo 

circadiano e de muitos processos biológicos, sendo considerado os possíveis 

mecanismos pelos quais o treinamento físico é capaz de reduzir o surgimento de 

diversos tipos de tumores, e também uma redução na capacidade proliferativa dos 

mesmos(13).  

 

2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Ritmo Circadiano 

 

A cronobiologia é um campo da biologia que examina a geração de ritmos 

biológicos em diferentes espécies e em muitas partes do corpo, e sua adaptação aos 

fenômenos periódicos relacionados ao ciclo claro e escuro ou ao sol e lua(14). Esse 

ritmo diário previsível e robusto na disponibilidade de alimentos e fatores ambientais 

levou à evolução de um mecanismo de tempo interno de aproximadamente 24 horas, 
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denominado de ritmo circadiano, permitindo que os organismos antecipem as 

mudanças diárias e aperfeiçoem o condicionamento físico(15). 

O ritmo circadiano é controlado por relógios circadianos que estão presentes 

em quase todos os tecidos dos mamíferos. O relógio principal ou central está 

localizado no núcleo supraquiasmático(SCN), no hipotálamo, uma pequena região do 

cérebro contendo 10.000-15.000 neurônios(16,17). Desta forma, o relógio central com 

a colaboração de outros relógios periféricos (tecidos e células) permite a manutenção 

do ritmo circadiano, e que pode ser alterada, por fatores externos como luz, atividades 

sociais, alimentação(16,18) e atividade contrátil (exercício físico)(19–21). O relógio 

circadiano é controlado através da interação entre um ciclo de retroalimentação 

(feedback loop) dos genes circadianos no núcleo de todas as células do corpo(17). 

O funcionamento do relógio circadiano envolve mecanismos de 

retroalimentação negativa (the negative feedback loop). Os genes Clock (Circadian 

Locomotor Output Cycles Kaput) e Bmal1 (Brain And Muscle Arnt-Like Protein 1) 

formam um heterodímero, funcionando como fator de transcrição para a expressão 

dos genes Period(Per1, 2 e 3), Cryptochrome(Cry 1 e 2),  Rev-Erb(α e β) e Ror(α, β e 

ᵞ)(22). Per e Cry após a tradução, formam oligômeros que são transportados do 

citoplasma para o núcleo, onde bloqueiam a sua própria transcrição ao inibir a ação 

do Clock/Bmal1. Outro mecanismo regulatório é induzido pelo complexo 

heterodimérico Clock/Bmal1 que ativam a transcrição de receptores nucleares órfãos 

(Rev-Erb e Ror) (23–25). Rev-Erb (α e β) e Ror (α, β e γ ) subsequentemente competem 

pelo ROREs (Retinoic Acid-Related Orphan Receptor Response Elements), presentes 

no promotor de Bmal1. Ror ativa a transcrição de Bmal1(25–27), enquanto Rev-Erb 

reprime o processo de transcrição(23,27). Assim, a oscilação circadiana de Bmal1 é 

tanto positivamente quanto negativamente regulada por Rors e Rev-Erbs(9). Em 

humanos, um ciclo circadiano tem início geralmente nas primeiras horas da manhã 

com a ativação da transcrição de Per e Cry por Clock/Bmal1. Os níveis de transcrição 

atingem seu ápice por volta de meio dia e os níveis de proteína citoplasmática atingem 

seu apogeu cerca de duas horas depois(17,22) (Figura 1). 
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Figura 1. Os heterodímeros dos fatores de transcrição BMAL1 e CLOCK aumentam a expressão 
de muitos genes alvo. Destes, os produtos proteicos dos genes Período (Per) e Cryptochrome 
(Cry) fornecem um mecanismo de retroalimentação para inibir a atividade transcricional do 
Clock-Bmal1. A atividade dos dímeros Per-Cry é regulada no nível pós-transcricional por 
fosforilação pela caseína quinase 1ε (CKI). Outros alvos genéticos de Clock-Bmal1 incluem os 
receptores órfãos Ror e Rev-Erb que, respectivamente, promovem e inibem a transcrição de 
Bmal1. Além desses componentes principais do relógio genético, o Clock-Bmal1 regula a 
expressão de vários alvos a downstream que são chamados de genes controlados do relógio 
(CCGs). Adaptado de (22). 

 

2.2 Ritmo Circadiano e Câncer 

 

O relógio circadiano constitui uma maquinaria molecular evolutiva que dita a 

regulação temporal da fisiologia para manter a homeostase. Oscilações diárias 

comportamentais e fisiológicas são acionadas por um relógio circadiano endógeno, 

que por muitas vezes pode sofrer influencias externa (do meio ambiente). Nas 

sociedades modernas, as mudanças no estilo de vida, levam à interrupção frequente 

da homeostase circadiana endógena(28). Essa interrupção do ritmo circadiano 

desempenha um papel fundamental no desenvolvimento e crescimento tumoral. Por 

outro lado, os processos oncogênicos enfraquecem diretamente os ritmo circadiano 

(6) 

Em humanos, a interrupção circadiana encontrada em trabalhadores por turnos 

os coloca em risco aumentado de câncer de mama(8) e próstata(9).   Além disso, 

camundongos com uma ablação do relógio central localizado dentro do núcleo 

supraquiasmático (SCN) exibem aumento do crescimento de xenoenxertos tumorais 

em comparação com camundongos com ritmo circadiano intacto(29). No geral, existe 
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uma ligação entre o câncer e a perturbação do ritmo circadiano, embora sua extensão 

e mecanismos moleculares não sejam totalmente elucidados(30) 

Sabe-se que as causas para a formação da massa tumoral podem ser por 

determinante genético, no entanto, o estilo de vida parece ser o principal contribuinte 

para isso, sendo que fatores de risco comportamentais e nutricionais são 

responsáveis por cerca de um terço das mortes por câncer(31). Além disso, diversos 

trabalhos têm mostrado forte ligação entre o desenvolvimento do câncer e o ritmo 

circadiano(32–34). Um grande conjunto de evidências conectou os genes que 

controlam o ritmo circadiano a vários outros fatores reguladores importantes para a 

transformação celular. Dado o papel pleiotrópico do relógio circadiano na fisiologia, 

não surpreende que vários hallmarks do câncer estejam sob controle do relógio 

circadiano (Figura 2)(6).  

 

Figura 2. Durante o início do câncer, o ritmo circadiano é interrompido pelos oncogenes; isso 
sugere que o afrouxamento da função do relógio circadiano pode facilitar a instauração dos 
hallmarks do câncer e desempenhar um papel fundamental na tumorigênese(6). 



24 
 

Portanto, muitas proteínas do relógio circadiano também interagem fisicamente 

com proteínas que participam de vias relevantes para o desenvolvimento do câncer. 

Assim, a modulação da função ou da concentração das proteínas que controlam o 

relógio circadiano pode proteger ou promover o câncer. Primeiramente, as proteínas 

do relógio circadiano e suas proteínas interativas reconhecem o ambiente celular. Por 

exemplo, alteração no estado redox da célula pode afetar a afinidade do Clock/Bmal1 

para o DNA(35). Consequentemente, alterações no estado redox, co-fatores e 

modificações pós-traducionais causadas por programas oncogênicos podem alterar a 

estabilidade, localização ou função das proteínas do relógio(6,36). 

Além disso, há outros mecanismos que podem estar relacionados com os 

componentes do relógio circadiano envolvidos na iniciação ou progressão do câncer. 

Por exemplo, os componentes do relógio circadiano regulam direta ou indiretamente 

a expressão de centenas ou milhares de genes em diferentes tipos de células, o que 

leva a ritmos diários em muitos processos celulares, incluindo metabolismo de 

nutrientes(36) regulação redox(37), autofagia(38,39), reparo de danos ao DNA(33) e 

secreção celular(40,41). O ritmo diário desses processos celulares é parte integrante 

de sua homeostase. A interrupção do ritmo circadiano interrompe esses processos 

celulares e cria um ambiente celular propício à tumorigênese (isto é, reprogramação 

metabólica, desequilíbrio redox, inflamação crônica, etc.)(6).  

O relógio circadiano também pode regular a expressão de diversos fatores 

secretados, que exercem funções parácrina ou endócrina. Esses fatores secretados 

incluem citocinas, hormônios e neurotransmissores, que por sua vez, podem sinalizar 

através de seus receptores cognatos e vias de sinalização downstream para afetar a 

função do relógio, arrastando ou sincronizando os relógios em diferentes tecidos.  

Esses fatores endócrinos podem ser biomarcadores da função circadiana em 

diferentes tecidos. No entanto, alguns tumores podem produzir quantidades 

excessivas desses hormônios ou citocinas relevantes para o relógio circadiano, o que 

também pode atrapalhar os relógios circadianos em órgãos distantes(6) 

Estudos com seres humanos apontam alterações no ritmo circadiano e 

aumento da susceptibilidade para o desenvolvimento de câncer e mau prognóstico. 

Por exemplo, a expressão de todos os três genes Per estão desregulados em células 

de câncer de mama(42). Expressão Per1 é regulada negativamente na maioria dos 

pacientes, possivelmente devido à metilação do seu promotor. É importante ressaltar 

que diversos estudos utilizando modelos animais mostraram relações entre alguns 
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genes controladores do relógio e tumorigênese(42–46). Especificamente, Per1 e Per2 

parecem funcionar como supressores do tumor em camundongos(43). Ausência de 

Per2 leva ao desenvolvimento de linfomas malignos(44), enquanto que a sua 

expressão em linhagem de células cancerígenas resulta na inibição do crescimento 

celular, parada do ciclo celular, apoptose e perda da capacidade clonogênica(44). É 

interessante notar que os níveis de mRNA de Per2 são regulados negativamente em 

várias linhagens celulares de linfoma humano e em células tumorais de pacientes com 

leucemia mieloide aguda(44). A superexpressão de Per1 também pode suprimir o 

crescimento de linhagem celular de câncer humano(43). Não obstante, os níveis de 

mRNA de Per1 são regulados negativamente em câncer de pulmão em comparação 

com os tecidos normais correspondentes(43). Estes resultados apontam diretamente 

para uma ligação entre desordem do ritmo circadiano e câncer(45,46). 

As alterações na expressão gênica circadiana são características 

compartilhadas de diferentes tipos de tumores. Tais alterações na expressão do gene 

do relógio nos tumores podem ter relevância funcional. Alguns estudos encontraram 

alterações na expressão de Rev-Erb e Cry em amostras de tumor que influenciam a 

sobrevivência de pacientes com glioblastoma, câncer colorretal e  gástrico(47–50). 

Por exemplo, um estudo mostra que a maior expressão de Cry1 correlacionou-se 

positivamente com o fenótipo agressivo do câncer colorretal, prevendo resultados 

ruins para os pacientes, além disso, esse estudo mostra que a superexpressão de 

Cry1 em linhagem de células de câncer colorretal promoveu a proliferação e migração 

celular(50). Já a expressão de Rev-Erbα estava diminuída em tecidos de câncer 

gástrico humano e o tempo de sobrevivência dos pacientes foram significativamente 

associado à expressão do Rev-Erbα, sugerindo que o Rev-Erbα pode ser um fator de 

prognóstico no câncer gástrico(49). 

A interrupção da expressão gênica circadiana pode ser causada não apenas 

por eventos genéticos. Por exemplo, a acidificação do microambiente do tumor leva a 

alterações do relógio circadiano(51), e a autofagia, que é altamente regulada em 

vários tipos de tumor, pode desencadear a degradação do Cry1(38). Em resumo, as 

análises genéticas e genômicas dos tumores indicaram que as mudanças na 

expressão dos genes do relógio são mais difundidas do que as mutações nos genes 

do relógio. Isso levou à hipótese de que programas oncogênicos podem interromper 

a regulação circadiana, o que, por sua vez, alimenta ainda mais o crescimento do 

tumor(6). 
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Os processos oncogênicos podem suprimir o equilíbrio homeostático imposto 

pelo relógio circadiano para facilitar a instauração dos hallmarks do câncer. Em 

contrapartida, outras linhas de evidência mostram que a disfunção do ritmo circadiano 

afeta a tumorigênese e que os genes do relógio regulam várias características do 

câncer. A manipulação farmacológica dos componentes do relógio circadiano pode 

revelar novas oportunidades para o tratamento do câncer, sendo essa estratégia 

denominada de cronoterapia do câncer, sendo o tratamento em horários específicos, 

acompanhando o ritmo circadiano, e buscando otimizar os efeitos antitumorais e 

diminuir a toxicidade do tratamento(47). Entretanto uma tentativa de manipulação não 

farmacológica dos componentes do relógio circadiano também pode ser uma 

estratégia para prevenir ou mesmo atenuar o desenvolvimento do câncer.  

 

2.3 Exercício Físico e Ritmo Circadiano 

 

Os humanos são seres que teoricamente deveriam ser ativos durante o dia e 

descansar durante a noite(28). Estas oscilações diárias comportamentais e 

fisiológicas são acionadas por um relógio circadiano endógeno. Este relógio 

circadiano endógeno muitas vezes pode sofrer influencias externas(52), levando a 

uma interrupção frequente da homeostase circadiana, proporcionando aumento no 

risco de várias doenças, incluindo câncer(28). Alguns ciclos ambientais ajustam o 

oscilador que gera o ritmo circadiano, levando-o a oscilar com o mesmo período do 

ciclo. Esse processo é conhecido como arrastamento e o ciclo ambiental que arrasta 

o relógio é chamado de Zeitgeber (Zeitgebers – do alemão: Zeit=tempo, 

Geber=doador). Esses fatores externos servem ainda como indicadores de tempo, e 

podemos considerar vários Zeitgebers, sendo a luz o mais importante, que reinicia 

diariamente o relógio central. Na ausência dos Zeitgebers, os ritmos circadianos estão 

em curso livre e têm um período com duração diferente de 24 horas(53). 

O exercício físico é um robusto Zeitgeber nos músculos esqueléticos, podendo 

redefinir o relógio circadiano molecular(54). O relógio circadiano tem sido bem 

documentado no músculo esquelético. McCarthy et al. 2007  foram os primeiros a 

verificar perfis da expressão rítmica de genes no músculo esquelético, uma 

abordagem útil para medir genes circadianos, e concluíram que mais de 200 genes 

exibiram um padrão de expressão rítmica(55). Estes genes foram observados para 
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abranger uma ampla variedade de processos fisiológicos, incluindo a transcrição, a 

sinalização celular e o metabolismo de proteínas(55). 

Estudos também sugerem que o exercício físico pode alterar o ritmo circadiano, 

comportamentos e expressão dos clock genes(20) e, além disso, o exercício físico 

afeta todos os tecidos e sistemas do corpo humano, interagindo em um sistema de 

modulação psiconeuroimunoendócrino. As alterações no equilíbrio desse sistema, 

observadas em doenças crônicas, tais como o câncer, promovem perturbação do 

ritmo circadiano(56).  

 

2.4 Exercício Físico e Câncer 

 

Antigamente, era recomendado aos pacientes após o diagnóstico de câncer o 

repouso e que atividades extenuantes fossem evitadas, porém nas duas últimas 

décadas esse dogma foi mudando drasticamente, à medida que estudos de 

intervenção com exercícios e atividades físicas ganharam ampla aceitação, 

popularidade, e principalmente efeitos benéficos a saúde(57).  

Embora as recomendações sobre atividade física para pacientes com câncer 

tenham começado a mudar nos últimos anos, a noção de que o exercício voluntário 

poderia inibir o crescimento de tumores em modelos experimentais de roedores foi 

demonstrado na década de 1940(57,58). Após esse estudo, o foco na relevância do 

comportamento do exercício físico estava exclusivamente ligado à prevenção do 

câncer, e os estudos que examinavam a aplicação do exercício físico em populações 

com diagnóstico de câncer começou a aparecer no final da década de 80, no qual 

pacientes com câncer de mama foram submetidos ao treinamento físico como 

estratégia de ajudar no tratamento quimioterápico(59,60). 

Outro fator importante demonstrado nesses últimos anos é que o nível de 

atividade física está relacionado com a redução do risco de pelo menos 13 tipos 

diferentes de câncer(61), além de fornecer evidências de que o exercício físico está 

diretamente relacionado com a redução da recidiva para o câncer de próstata, cólon 

e mama(62–64). 

Para auxiliar no tratamento do câncer, frequentemente são prescritos para 

pacientes medicamentos para ajudar a minimizar os efeitos secundários da 

quimioterapia e tratamento relacionados ao próprio câncer, mas a terapia com drogas 

é vista como solução de curto prazo que resolve apenas temporariamente efeitos 
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secundários debilitantes(65). Alguns dos sintomas físicos associados ao tratamento 

são a fadiga, a anemia, a perda de massa muscular e a diminuição do equilíbrio e 

coordenação(66). Estes sintomas físicos podem trazer diminuição da energia e 

desempenho físico, reduzindo assim, o estado de humor geral e qualidade de 

vida(66,67). O aumento dos níveis de atividade física pode melhorar a capacidade 

física e aspectos psicossociais em pacientes sobreviventes de câncer(68,69). Alguns 

estudos sugerem que exercício físico de baixa à moderada intensidade é uma opção 

viável e segura para mediar os efeitos do tratamento médico(65,66,70). Treinamento 

aeróbio tem a capacidade de atenuar a perda no desempenho físico tipicamente 

associado com o tratamento do câncer(71,72). Para tanto, um programa regular de 

exercícios pode ser uma intervenção útil e de baixo custo como estratégia para 

melhorar a qualidade de vida de pacientes e sobreviventes do câncer(56). 

O exercício físico tem um papel importante no processo de reabilitação em 

pacientes com câncer(73). Uma revisão de dados quantitativos de 82 ensaios 

controlados com intervenções de atividade física para sobreviventes de câncer 

mostrou que o exercício físico foi bem tolerado durante e após o tratamento (sem 

eventos adversos)(74). Esses fatos reforçam que o treinamento físico é seguro 

durante e após o tratamento do câncer e pode resultar em um aumento da capacidade 

funcional, qualidade de vida e redução da fadiga relacionada ao câncer em vários 

grupos de sobreviventes do câncer(75,76). Não obstante, Lira et al. (2008) mostraram 

que o treinamento aeróbio promove efeito protetor, reduzindo em até 10 vezes o 

tamanho do tumor(77). 

A atividade física regular de intensidade moderada (por exemplo, caminhada 

rápida) diminui o risco de muitos cânceres, bem como de mortalidade por câncer. Em 

estudos com animais, o exercício regular inibe o início e a progressão do tumor em 

ampla gama de modelos de tumor e localizações anatômicas. Uma abundância de 

evidências apoia uma associação entre atividade física e diminuição do risco de 

câncer, assim como a mortalidade por câncer(13,78,79). Claramente esta é uma 

questão importante dada à crescente incidência mundial de câncer e 

sedentarismo(13). É, portanto, importante elucidar os mecanismos biológicos que 

explicam os potenciais efeitos antitumorigênicos do exercício físico que podem levar 

à prevenção do câncer ou pelo menos a uma taxa atenuada de crescimento tumoral. 

Sabe-se que o tumor pode derivar de diferentes tipos de células primárias, mas 

para que ele seja classificado como tal, alguns marcadores (hallmarks of cancer) 
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devem apresentar características específicas, dentre elas: alta e contínua atividade 

proliferativa, ativação do processo de invasão e/ou metástases, resistência à morte 

celular, evasão de processos que regulam o crescimento, angiogênese, alteração do 

metabolismo celular, inflamação, instabilidade genômica e escape do sistema 

imunitário(34). 

Acredita-se que o exercício pode agir em alguns marcadores do câncer, por 

exemplo, o exercício físico pode ajudar a prevenir o câncer em modelos animais, 

induzindo redução na concentração do IGF-1(80,81), sendo esse um fator que 

desencadeia a proliferação celular(82,83). Além disso, o exercício diminuiu os níveis 

séricos de IGF-1 em homens saudáveis com 60 anos de idade(84). O exercício pode 

ser um supressor do crescimento tumoral, por aumentar a ativação da p53, resultando 

em expressão aumentada da p21, IGFBP-3 e PTEN, que por sua vez pode induzir 

regulação negativa da via de IGF-1 e, assim, contribuir para a prevenção do câncer 

de pele(85,86). O exercício também pode reduzir a proliferação de células tumorais 

por meio da estimulação da fosforilação de AMPK e seu substrato raptor, o que reduz 

a atividade da mTOR(87). 

Resistência a morte celular é um fator comum na iniciação e progressão 

tumoral, o exercício físico mostrou ter um efeito na morte celular e supressão do 

crescimento do tumor de pâncreas e próstata em um modelo de xenoenxerto de 

camundongo(88). 

O exercício também está relacionado em melhora da perfusão/vascularização 

intratumoral em câncer de mama(89,90) e de próstata(91,92), promovendo ativação 

do HIF-1α pelo exercício e subsequentemente uma regulação positiva de VEGF, 

associando assim a uma vascularização produtiva do tumor com mudança em direção 

a redução do processo de metástase em um modelo ortotópico de câncer de 

próstata(91), esses achados levaram a hipóteses de que o exercício resulta em 

perfusão tumoral aumentada e assim pode melhorar a administração de drogas e 

células imunológicas para dentro do tumor(92). 

As células inflamatórias dentro do microambiente tumoral têm efeito de 

promoção ao desenvolvimento do tumor(34), o exercício físico já é bem conhecido 

pelos seus efeitos antiinflamatórios(93–95). Além do mais, o músculo esquelético é 

bem conhecido por ser um órgão endócrino capaz de liberar moléculas 

(principalmente proteínas e pequenos peptídeos, mas também ácidos nucléicos, 

lipídios e metabólitos) na corrente sanguínea (seja em livre circulação ou dentro de 
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exossomos e/ou microvesículas) conhecidas como miocinas, atuando sistemicamente 

e com efeitos antiinflamatórios(96). Algumas miocinas também podem induzir 

apoptose em tumores específicos, através das miocinas oncostatina M no câncer de 

mama(97) e osteonectina (proteína secretada ácida e rica em cisteína) no câncer de 

cólon(98). 

Ademais, outra miocina bem descrita e com efeitos imunomodulatórios é a IL-

6(99), que por sua vez também apresenta efeitos antitumorigênicos(78). Isso ocorre 

através da mobilização induzida pelo exercício de células NK e a subsequente 

infiltração dessas células em tumores mediadas pelo efeito acoplado de liberação na 

corrente sanguínea da IL-6 dos músculos esqueléticos e a atividade da adrenalina, 

liberado das glândulas supra-renais(78). Entretanto, esse efeito da IL-6 parece ser 

exclusivo do exercício físico, pois uma vez que a injeção da IL-6 não conseguiu simular 

a infiltração de células NK ou a redução do crescimento tumoral e a IL-6 derivada do 

tumor promove efeitos a favor do crescimento tumoral(100). 

Embora os mecanismos pelo qual o exercício físico possa controlar os 

marcadores do câncer ainda não estão bem elucidados, nota-se que o estilo de vida 

saudável e a prática regular de exercício físico têm potenciais efeitos 

antitumorigênicos. 

 

2.5 Exercício Físico, Ritmo Circadiano e Câncer 

 

Como descrito, o exercício físico praticado regularmente é um robusto 

Zeitgeber do relógio circadiano nos músculos esqueléticos(54) e pode ser uma 

estratégia não farmacológica para prevenir ou atenuar o desenvolvimento do câncer 

(94), porém pouco se sabe sobre a relação dos mecanismos envolvidos na prática do 

exercício físico sobre o câncer e o relógio circadiano. 

Alterações no ritmo circadiano estão relacionadas com diversas morbidades, 

entre elas, alterações no padrão de sono, causando piora na qualidade do sono, 

distúrbios psiquiátricos, como depressão e ansiedade, aterosclerose, hipertensão, 

câncer, entre outros(42,101–104). 

Estudos em humanos e roedores demonstraram que variáveis como força do 

músculo esquelético e a capacidade oxidativa apresentam diferenças significativas ao 

longo do dia(105–108). Por exemplo, estudos têm demonstrado consistentemente um 

aumento da força no final da tarde em relação à manhã (105), enquanto a capacidade 
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oxidativa atinge o pico no final da noite(108). Além disso, as concentrações basais de 

hormônios e metabólitos sistêmicos oscilam ao longo de um período de 24 horas, 

embora o impacto dessas oscilações no exercício não seja claro(106–109), portanto, 

o horário da prática do exercício físico pode ser um fator fundamental em uma terapia 

anticâncer. 

Além disso, o exercício físico realizado de maneira voluntária pode afetar a 

rapidez com que um animal sincroniza a fase de um novo ciclo claro/escuro(110,111), 

promovendo assim mudanças no relógio circadiano no músculo esquelético(20), e o 

treinamento aeróbio foi capaz de melhorar o metabolismo e o desempenho através 

dos mecanismos do relógio circadiano que tinham sido afetados em camundongos 

mutantes para Clock(112). 

Também nota-se a estreita relação dos genes que controlam o ritmo circadiano 

a vários outros fatores reguladores importantes para a transformação celular, 

conectando evidências de que vários hallmarks do câncer estejam sob controle do 

relógio circadiano(6), e que o exercício físico pode interferir nesses hallmarks 

atenuando o crescimento tumoral(13). 

Posto isso, o nosso objetivo foi avaliar se os mecanismos envolvidos na inibição 

do crescimento tumoral pelo treinamento físico podem estar correlacionados com o 

papel cronomarcador do exercício físico.  

 

3 JUSTIFICATIVA 

 

O câncer está entre as principais causas de morbidade e mortalidade no 

mundo. A alteração do ritmo circadiano também tem sido correlacionada com aumento 

da susceptibilidade para o câncer em seres humanos. As células cancerígenas 

apresentam diversas anormalidades metabólicas. Há evidencias mostrando relação 

íntima entre o ritmo circadiano e o metabolismo. Embora o ritmo circadiano regule 

várias vias metabólicas, disponibilidade de metabólitos e comportamento alimentar, 

por sua vez, essas vias podem também regular o ritmo circadiano. O exercício físico 

tem um papel importante no desenvolvimento do processo de reabilitação em 

pacientes com câncer. Atividade física para sobreviventes de câncer mostrou ser bem 

tolerado durante e após o tratamento. Isso apoia a conclusão que o treinamento físico 

é seguro durante e após o tratamento do câncer e pode resultar em um aumento da 

capacidade funcional, qualidade de vida e redução da fadiga relacionada ao câncer 
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em vários grupos de sobreviventes do câncer. Foi observado ainda que o tumor causa 

um profundo desequilíbrio na homeostasia de tecidos metabólicos, como músculo 

esquelético, tecido adiposo e fígado, gerando um agravamento do quadro com a 

instalação da caquexia. A perda da ritmicidade nos processos metabólicos e 

inflamatórios pode contribuir no prejuízo encontrado na homeostasia do músculo 

esquelético. Assim, determinar se os marcadores gênicos do ritmo circadiano no 

músculo esquelético podem ser modulados pelo horário do treinamento físico e se o 

treinamento pode ser um sincronizador do ritmo circadiano no câncer, é de extrema 

importância para nortear possíveis tratamentos que envolvam exercício físico em 

pacientes oncológicos 

 

4 OBJETIVOS 

 

4.1 Objetivo geral 

 

Avaliar se os mecanismos envolvidos na inibição do crescimento tumoral pelo 

treinamento físico podem estar associados com o papel cronomarcador do exercício 

físico.. 

 

4.2 Objetivos específicos 

 

•Avaliar os efeitos do exercício físico praticado no mesmo horário do dia e em 

diferentes horários do dia no músculo esquelético; 

•Verificar alterações nos clock genes causados pelo câncer, e possíveis caos 

metabólico provocado pelo câncer no músculo esquelético; 

•Examinar o perfil inflamatório e analisar a ritmicidade desses fatores (TNF-α, 

IL-1β, IFN-ᵞ, MCP-1, VEGF, IL-10 e IL-4) no músculo esquelético e no tumor;  

•Investigar quais são as possíveis vias inflamatórias que podem estar 

associadas ao aumento ou diminuição da massa tumoral nos animais treinados, como 

possível mecanismo de intervenção futura. 
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5 MÉTODOS 

 

Foram utilizados camundongos da linhagem C57BL/6J, mantidos em sala com 

ciclo claro-escuro de 12h/12h e temperatura de 23±2 ºC, sob dieta normal (ração 

Nuvital da Nuvilab, Colombo, PR) e água ad libitum até o início do tratamento (8-10 

semanas de idade). Todos os procedimentos desse estudo estão seguindo os 

princípios éticos de experimentação animal e foram submetidos e aprovados em 

25/08/2015 pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal da Universidade de São 

Paulo, registrada sob n° 95, nas fls. 36, do livro 3. 

 

5.1 Desenho experimental 

 

Foram utilizados 4 grupos: controle (CTL); Tumor (LLC); Tumor + Exercício 

Físico (LLC+T), sendo que os grupos que praticaram exercício físico foram divididos 

entre os que treinaram no Zeitgeber (ZT) 2 e em horários alternados (ZTAlt). Os 

horários de treino do grupo alternado foram ZT2, ZT14, ZT6, ZT2, ZT6.  

 

 

Os animais foram submetidos ao treinamento aeróbio no terceiro dia após a 

inoculação do tumor. Foram realizadas 14 sessões de treino compreendendo 5 

sessões na primeira e 5 sessões na segunda semana e 4 sessões na terceira semana 

(sessões de 40 a 60 minutos de treino a 60% da velocidade máxima) com dois dias 

de descanso entre as semanas(113).  

Para determinação da velocidade máxima realizamos um teste incremental, no 

qual os animais realizaram aquecimento de 5 minutos na velocidade de 5 

metros/minuto (m/m), e após o quinto minuto a velocidade da esteira foi aumentada 

em 3 m/mim, a cada minuto, até que os animais chegassem à exaustão. A exaustão 
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foi caracterizada por alterações biomecânicas na corrida do animal. Este teste foi 

realizado antes do início do protocolo de treinamento, para a determinação da carga 

de trabalho inicial.  

 

 

 

Para analisar se houve alterações circadianas promovidas pelo tumor e/ou pelo 

exercício físico, os animais foram eutanasiados a cada 4 horas do dia, até completar 

24 horas, sendo as eutanásias realizadas nos seguintes horários: às 6 horas, às 10 

horas, às 14 horas, às 18 horas, às 22 horas e às 02 horas. Para a apresentação dos 

dados esses horários foram descritos como ZT0, ZT4 e ZT8 correspondendo o 

período claro respectivamente nos horários de 6h, 10h e 14h, e ZT12, ZT16 e ZT20 

correspondendo o período escuro respectivamente 18h, 22h e 2h.  

 

 

5.2 Implante das células de carcinoma de pulmão Lewis (LLC) 

 

As células foram mantidas em Dulbecco's modificado de Eagle' s (DMEM, 

GIBCO, Invitrogen, NY), suplementados com penicilina (100U/ml), streptomicina (100  

µg/ml) e 10% soro fetal bovino (FBS,  Atlanta  Biological,  Lawrenceville,  GA). Foram 

cultivadas e mantidas em garrafas de cultura à 37°C em uma atmosfera humidificada 

contendo 5% de CO2. Foram injetadas 5x105 de células viáveis subcutaneamente no 

flanco direito dos camundongos (diluídas em solução salina 0,9%). Os animais 
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controle receberam o mesmo volume de salina 0,9%. A viabilidade celular foi avaliada 

por Trypan Blue.  

  

5.3 Composição corporal, ganho de peso e peso dos tecidos 

 

O peso dos animais foi acompanhado semanalmente ao longo do tratamento.  

Ao final, os seguintes parâmetros foram mensurados: peso úmido do músculo 

sóleo, gastrocnêmio, extensor longo dos dedos (EDL), do tumor e peso dos tecidos 

adiposos retroperitonial, epididimal e subcutâneo e peso seco do EDL. Para a 

determinação do índice de adiposidade foi utilizada a soma dos tecidos adiposos 

citados anteriormente  

 

5.4 Determinação da expressão gênica 

  

No tecido muscular esquelético gastrocnêmio foi avaliado os clock genes; 

Clock, Bmal1, Per1, Per2, Per3 Cry1, Cry2, e REV-ERBα, Rorα, Rorβ, Ampk, 

Atrogina-1, Murf1 e GAPDH. O tecido muscular foi homogeneizado em reagente 

TRIZOL para extração do RNA total (Chomczynski e Sacchi, 1987). O RNA foi 

quantificado por leitura em espectrofotômetro a 260 nm (A260 nm = 1 corresponde a 

44 µg/mL) e o grau de pureza determinado pela razão 260/280 nm (razão igual a 2 

indica alto grau de pureza). O cDNA foi sintetizado a partir de 2µg do RNA total 

extraído utilizando a transcriptase reversa. A expressão gênica foi quantificada por 

PCR em tempo real (114), utilizando o aparelho StepOnePlus  (Applied Biosystems 

Mortlake, EUA) e SYBER Fast Green como marcador fluorescente. A quantificação 

da expressão dos genes foi realizada usando o método da Ct comparativa (Ct = 

threshold cycle; número de ciclo no qual o produto do PCR atinge um limiar de 

detecção), tendo a expressão da GAPDH como padrão interno (115). 

 

Tabela 1- Sequências dos primer´s do RT-PCR 

Gene Primer Forward Primer Reverse 

Gapdh CAAGCTCATTTCCTGGTATGACA GCCTCTCTTGCTCAGTGTCC 

Clock CAAGGCATGTCACAGTTTCAG AGTTCTTCTTGCTGCCGATG 

Per1 GCATCCTCAGGTATTTGGAGAG GGCTGAAGAGGCAGTGTAGG 
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Per2 TGAAGAACGCGGATATGTTT GATGGAGGCCACTTGGTTAG 

Per3 AACACGAAGACCGAAACAGAAT CTCGGCTGGGAAATACTTTTTCA 

Cry1 TAGCGGTGGAAATTGCTCT GAGCTTCTCCCTTGCTTGAGT 

Cry2 ACCGATGGAGGTTCCTACTG TCCCCGGACTACAAACAGAC 

Rev-erbα  GTCTAGAGATGCTGTGCGTTTT AGGCTGCTCAGTTGGTTGTT 

Rorα CGAGGTATCTCAGTCACGAAGA ATTCCTGACGATTTGTCTCCAC 

Rorβ GCAGCATTAGCAATGGCCTC GACGGCTGACCGGAATCTATG 

Ampk GCCTGCGTACAATCTTCCTG AGCCGACTTTGGTCTTTCAA 

Atrogina-1 ACAAAGGAAGTACGAAGGAGCG GGCAGTCGAGAAGTCCAGTC 

Murf-1 GTGTGAGGTGCCTACTTGCTC GCTCAGTCTTCTGTCCTTGGA 

 

 

5.5 Avaliação dos parâmetros plasmáticos 

 

A glicemia, colesterol total e triacilgicerol foram avaliados no soro através do kit 

Labtest ©. Seguindo o protocolo da empresa (Ref: 133-1, 76-2 e 87-2). 

 

5.6 Determinação da concentração de TNF-α, IL-1β, MCP-1, IFN-γ, VEGF, IL-10 e 

IL-4 no tecido muscular esquelético gastrocnêmio e Tumor 

 

O músculo gastrocnêmio e o tecido tumoral (0,1-0,3g) foram homogeneizados 

em tampão RIPA (0,625% de Nonidet P-40, 0,625% de desoxicolato de sódio, fosfato 

de sódio 6,25mM, e 1mM de ácido tetra-acético de etilenodiamina a pH 7,4) contendo 

10 ug/ml do cocktail com inibidor de protease (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri). O 

homogenato foi centrifugado a 12000g durante 30 min à 4° C, o sobrenadante retirado, 

e a avaliação da concentração de proteína determinada utilizando o ensaio de 

Bradford (Bio-Rad, Hercules, Califórnia). A avaliação quantitativa de TNF-α, IL-1β, 

MCP-1, IFN-γ, VEGF, IL-10 e IL-4 foram realizados por ELISA (DuoSet ELISA, R&D 

Systems, Minneapolis, MN).  

 

5.7 Análise estatística 

 

Os dados entre os grupos e os tempos foram apresentados como média ± 

desvio padrão da média (DPM) e analisados por Anova Two-Way, seguido por Tukey. 
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A comparação entre o período claro e escuro foi apresentada como média ± desvio 

padrão da média (DPM) e analisados por Test-t e Anova one-Way seguido por Tukey. 

As análises foram realizadas utilizando-se o programa GRAPHPAD PRISM 6.0. Os 

dados foram significativamente diferentes se p≤0,05.  

 

6 RESULTADOS 

 

6.1 Peso corporal total inicial, Peso corporal total término do protocolo, Peso do 
tumor, Peso tecido muscular, índice de adiposidade 

 

Os animais não apresentaram diferença estatística no peso total no início do 

protocolo (Tabela 2). Ao término do protocolo, após 14 sessões de treinamento físico 

e 21 dias após inocular o tumor, os grupos que treinaram no ZT2 e ZTAlt apresentaram 

redução no peso total quando comparado com o grupo LCC, e apenas o grupo 

LLC+T(ZTAlt) apresentou diferença estatística de peso quando comparado com o 

grupo CTL (Tabela 2). 

O peso do tumor foi menor no grupo LLC+T(ZTAlt) quando comparado com o 

grupo LLC (Tabela 2 e figura 3). Essa diferença não foi observada no grupo 

LLC+T(ZT2) (Tabela 2 e figura 3). Os músculos EDL e Sóleo apresentaram maior 

peso no grupo ZT2 quando comparado com o grupo LLC (Tabela 2) e o índice de 

adiposidade foi menor nos grupos LLC, LLC+T(ZT2) e LLC+T(ZTAlt) quando 

comparado com o grupo CTL (Tabela 2). 
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Tabela 2 - Peso Corporal (PC) e peso dos tecidos de camundongos C57BL/6J com 21 

dias de tumor e 14 sessões de treinamento físico. 

 CTL LLC LLC+ (ZT2) LLC+T(ZTAlt) 

PC inicial (g) 22,57± 0,294 22,67± 0,198 22,84 ± 0,212 23,01± 0,281 

PC Final (g) 24,88 ± 0,274 25,20 ± 0,282 24,11 ± 0,316# 23,90 ± 0,209*# 

Peso Tumor (g) --- 0,8638 ± 0,056 0,8160 ± 0,047 0,6652 ± 0,044# 

Peso Gastrocnêmio (g) 0,2726 ± 0,004 0,2702 ± 0,003 0,2612 ± 0,004 0,2582 ± 0,003 

Peso EDL molhado (g) 0,0169 ± ,0006 0,0159 ± 0,0003 0,0184 ± 0,0007# 0,0165 ± 0,0006 

Peso EDL seco (g) 0,00485 ± 0,00009 0,0047 ± 0,00008 0,00482 ± 0,0001 0,00474 ± 0,0001 

Peso Sóleo (g) 0,01517 ± 0,0006 0,01426 ± 0,0003 0,01748 ± 0,0008# 0,01632 ± 0,0007 

Peso do fígado (g) 1,218 ± 0,029 1,285 ± 0,027 1,263 ±0,026 1,239 ± 0,028 

Índice de adiposidade (g) 0,409 ± 0,020 0,333 ± 0,010** 0,325 ±0,014** 0,344 ± 0,012** 

Dados representam a média ± desvio padrão da média de 29-30 animais por grupo,*p<0,05 e 
**p<0,001vsCTL; #p<0,05  e ; ##p<0,001vs,LCC; (ANOVA One-way seguido por Tukey). 

 

 

 

Figura 3. Tecido tumoral dos grupos LLC, LLC+T(ZT2) e LLC+T(ZTAlt). 
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6.2 Perfil plasmático 

 

As concentrações de glicose, colesterol total e triacilglicerol foram analisadas 

nos 4 grupos durante os seis tempos (ZT0, 4, 8, 12, 16, 20).  

Foi observado que no grupo LLC+T(ZTAlt) a concentração de glicose esteve 

diminuída significativamente quando comparada com o grupo LLC no ZT8 (figura 4A). 

Não houve alterações estatisticamente significante da concentração de glicose entre 

os ZTs nos 4 grupos (figura 4). 

 

0 4 8
1
2

1
6

2
0

1 0 0

1 0 5

1 1 0

1 1 5

1 2 0

1 2 5

Z T  (h )

G
li

c
o

s
e

 (
m

g
/d

L
)

*

0 4 8 1 2 1 6 2 0

1 0 0

1 0 5

1 1 0

1 1 5

1 2 0

1 2 5

Z T (h )

0 4 8 1 2 1 6 2 0

1 0 0

1 0 5

1 1 0

1 1 5

1 2 0

1 2 5

Z T (h )

0 4 8 1 2 1 6 2 0

1 0 0

1 0 5

1 1 0

1 1 5

1 2 0

1 2 5

Z T (h )

0 4 8 1 2 1 6 2 0

1 0 0

1 0 5

1 1 0

1 1 5

1 2 0

1 2 5

Z T (h )

C T L

L L C

L L C + T (Z T 2 )

L L C + T (Z T A lt)

A

B C

ED

 

Figura 4. Comparação da Glicemia entre os grupos em cada ZT(A). Efeito do ritmo circadiano da 
Glicemia nos grupos CTL(B), LLC(C), LLC+T(ZT2)(D) e LLC+T(ZTAlt)(E). O tumor foi inoculado em 
camundongos da linhagem background C57BL/6J entre 8 a 10 semanas de vida. No terceiro dia, após 
a inoculação do tumor iniciou o treinamento aeróbio a 60% do teste máximo.  Dados representam a 
média ± desvio padrão da média *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 entre os grupos (Anova two-way 
seguido por Tukey) e #p<0,05 entre os tempos (Anova one-way seguido por Tukey). 
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A concentração de colesterol total apresentou aumento significativo no grupo 

LLC+T(ZTAlt) e LLC+T(ZT2) quando comparado com o grupo de controle nos tempos 

ZT12 e 18, respectivamente (figura 5A) . Apenas o grupo LLC+T(ZT2) apresentou 

variação no colesterol total entre os tempos, com maior amplitude no ZT16 (Figura 

5D). 
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Figura 5. Comparação do Colesterol Total entre os grupos em cada ZT(A). Efeito do ritmo 
circadiano do Colesterol Total nos grupos CTL(B), LLC (C), LLC+T(ZT2)(D) e LLC+T(ZTAlt)(E). O 
tumor foi inoculado em camundongos da linhagem background C57BL/6J entre 8 a 10 semanas de 
vida. No terceiro dia após a inoculação do tumor iniciou o treinamento aeróbio a 60% do teste máximo.  
Dados representam a média ± desvio padrão da média *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 entre os grupos 
(Anova two-way seguido por Tukey) e #p<0,05 entre os tempos (Anova one-way seguido por Tukey).  
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Quando analisada as concentrações de triacilglicerol (TAG) foi observada 

oscilação entre os tempos nos 4 grupos com maior amplitude nas primeiras horas do 

ciclo claro, com exceção do grupo LLC+T(ZT2), que teve maior amplitude da 

concentração de TAG no ZT16 (figura 6B, C, D e E). Entre os grupos apenas o 

LLC+T(ZT2) apresentou aumento significante quando comparado com o grupo CTL 

no ZT16 (figura 6A).  
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Figura 6. Comparação do Triacilglicerol entre os grupos em cada ZT(A). Efeito do ritmo 
circadiano da Triacilglicerol nos grupos CTL(B), LLC(C), LLC+T(ZT2)(D) e LLC+T(ZTAlt)(E). O 
tumor foi inoculado em camundongos da linhagem background C57BL/6J entre 8 a 10 semanas de 
vida. No terceiro dia após a inoculação do tumor iniciou o treinamento aeróbio a 60% do teste máximo.  
Dados representam a média ± desvio padrão da média *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 entre os grupos 
(Anova two-way seguido por Tukey) e #p<0,05 entre os tempos (Anova one-way seguido por Tukey). 
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6.3 Expressão gênica dos Clock genes no músculo esquelético gastrocnêmio 

 

 As análises das expressões dos genes que controlam o relógio circadiano 

foram realizadas no músculo esquelético gastrocnêmio. No gene Clock, pode ser 

observado aumento significante da expressão no ZT4 em ambos os grupos que 

praticaram exercício físico LLC+T(ZT2 e ZTAlt) quando comparado com o grupo CTL 

(figura 7A). Ainda nos grupos que praticaram exercício físico, foi observado maior 

oscilação entre os tempos, maior amplitude e a acrofase no ZT4 (figura 7E e F), essas 

oscilações não foram observadas nos grupos CTL e LLC (figura 7C e D). Quando feito 

análise da expressão de Clock entre o período claro e escuro, não observou diferença 

estatística (figura 7B). 
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Figura 7. Expressão Gênica de Clock no músculo esquelético gastrocnêmio - Comparação do 
Clock entre os grupos em cada ZT(A). Comparação entre o período claro e escuro do Clock(B). 
Efeito do ritmo circadiano do Clock nos grupos CTL(C), LLC(D), LLC+T(ZT2)(E) e 
LLC+T(ZTAlt)(F). O tumor foi inoculado em camundongos da linhagem background C57BL/6J entre 8 
a 10 semanas de vida. No terceiro dia após a inoculação do tumor iniciou o treinamento aeróbio a 60% 
do teste máximo.  Dados representam a média ± desvio padrão da média *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 
entre os grupos (Anova two-way seguido por Tukey), #p<0,05 entre os ZTs e $p<0,05 entre os períodos 
(Anova one-way seguido por Tukey). 
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 Na análise do gene Bmal1 no músculo gastrocnêmio, não houve diferença 

estatística entre os grupos nos seis ZTs (figura 8A). Também não foi observada 

diferença estatística da expressão de Bmal1 entre o período claro e escuro (figura 8A), 

porém observa-se no grupo LLC+T(ZTAlt) maior oscilação entre os ZTs, com maior 

amplitude e acrofase no ZT20 (figura 8F). Essa ritmicidade não foi observada nos 

outros grupos (figura 8C, D e E). 
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Figura 8. Expressão Gênica de Bmal1 no músculo esquelético gastrocnêmio - Comparação do 
Bmal1 entre os grupos em cada ZT(A). Comparação entre o período claro e escuro do Bmal1(B). 
Efeito do ritmo circadiano do Bmal1 nos grupos CTL(C), LLC(D), LLC+T(ZT2)(E) e 
LLC+T(ZTAlt)(F). O tumor foi inoculado em camundongos da linhagem background C57BL/6J entre 8 

a 10 semanas de vida. No terceiro dia após a inoculação do tumor iniciou o treinamento aeróbio a 60% 
do teste máximo.  Dados representam a média ± desvio padrão da média *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 
entre os grupos (Anova two-way seguido por Tukey), #p<0,05 entre os ZTs e $p<0,05 entre os períodos 
(Anova one-way seguido por Tukey). 
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O treinamento físico praticado em horários alternados, LLC+T(ZTAlt), foi capaz 

de aumentar a expressão no gene Per1 no músculo gastrocnêmio no ZT4 quando 

comparado com os grupos CTL e LLC (figura 9A). Quando comparado a expressão 

de Per1 entre o período claro e escuro, observa-se maior expressão no período claro 

apenas nos grupos que praticaram exercício físico LLC+T(ZT2 e ZT Alt) (figura 9B). O 

grupo LLC+T(ZTAlt) também apresentou maior expressão de Per1 quando 

comparado com CTL no período claro (figura 9B). Além disso, os grupos que treinaram 

apresentaram maior oscilação entre os tempos, sendo a acrofase observada nos 

primeiros ZTs do período claro, alterações essas não observadas nos grupos CTL e 

LLC (figura 9C, D, E e F). 
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Figura 9. Expressão Gênica de Per1 no músculo esquelético gastrocnêmio -  Comparação do 
Per1 entre os grupos em cada ZT(A). Comparação entre o período claro e escuro do Per1(B). 
Efeito do ritmo circadiano do Per1 nos grupos CTL(C), LLC(D), LLC+T(ZT2)(E) e LLC+T(ZTAlt)(F). 
O tumor foi inoculado em camundongos da linhagem background C57BL/6J entre 8 a 10 semanas de 
vida. No terceiro dia após a inoculação do tumor iniciou o treinamento aeróbio a 60% do teste máximo.  
Dados representam a média ± desvio padrão da média *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 entre os grupos 
(Anova two-way seguido por Tukey), #p<0,05 entre os ZTs e $p<0,05 entre os períodos (Anova one-
way seguido por Tukey). 
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 O gene Per2 também apresentou aumento de sua expressão promovida pelo 

exercício físico. O grupo que treinou no ZT2 teve aumento da expressão de Per2 

quando comparado com o grupo CTL no ZT0 e ZT4, já o grupo LLC+T(ZTAlt) 

apresentou aumento do Per2 quando comparado com o grupo CTL e LLC apenas no 

ZT4 (figura 10A). Quando comparado com o período claro e escuro observa-se uma 

diferença nos grupos LCC, LCC+T(ZT2 e ZTAlt), no grupo CTL não houve diferença 

entre os períodos (figura 10B). Os grupos que treinaram também apresentaram maior 

ritmicidade entre os ZTs (figura 10E e F), com a acrofase no grupo LLC+T (ZT2) no 

ZT0 e no grupo LLC+T(ZTAlt) no ZT4. 
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Figura 10. Expressão Gênica de Per2 no músculo esquelético gastrocnêmio -  Comparação do 
Per2 entre os grupos em cada ZT(A). Comparação entre o período claro e escuro do Per2 (B). 
Efeito do ritmo circadiano do Per2 nos grupos CTL(C), LLC(D), LLC+T(ZT2)(E) e LLC+T(ZTAlt)(F). 

O tumor foi inoculado em camundongos da linhagem background C57BL/6J entre 8 a 10 semanas de 
vida. No terceiro dia após a inoculação do tumor iniciou o treinamento aeróbio a 60% do teste máximo.  
Dados representam a média ± desvio padrão da média *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 entre os grupos 
(Anova two-way seguido por Tukey), #p<0,05 entre os ZTs e $p<0,05 entre os períodos (Anova one-
way seguido por Tukey). 
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 Na análise feita no gene Per3, o grupo LLC+T(ZTAlt) apresentou maior 

expressão no ZT4 quando comparado com os grupos CTL e LLC (figura 11A), esse 

mesmo grupo apresentou maior expressão de Per3 no período claro quando 

comparado com o período escuro, sendo que essas alterações não foram observadas 

nos outros grupos (figura 11B). Uma maior oscilação do gene Per3 também foi 

observada no grupo LLC+T(ZTAlt) e LLC+T(ZT2) entre os ZTs (figura 11E e F), com 

a acrofase no ZT4. Essas oscilações não foram observadas nos grupos CTL e LLC 

(figura 11C e D).  
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Figura 11. Expressão Gênica de Per3 no músculo esquelético gastrocnêmio - Comparação do 
Per3 entre os grupos em cada ZT(A). Comparação entre o período claro e escuro do Per3(B). 
Efeito do ritmo circadiano do Per3 nos grupos CTL(C), LLC(D), LLC+T(ZT2)(E) e LLC+T(ZTAlt)(F). 

O tumor foi inoculado em camundongos da linhagem background C57BL/6J entre 8 a 10 semanas de 
vida. No terceiro dia após a inoculação do tumor iniciou o treinamento aeróbio a 60% do teste máximo.  
Dados representam a média ± desvio padrão da média *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 entre os grupos 
(Anova two-way seguido por Tukey), #p<0,05 entre os ZTs e $p<0,05 entre os períodos (Anova one-
way seguido por Tukey). 
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No gene Cry1 não observou diferença entre os grupos em nenhum momento 

(figura 12A). Na comparação entre o período claro e escuro, observou-se no grupo 

LLC menor expressão do Cry1 no período claro quando comparado com o período 

escuro (figura 12B). Entretanto, a oscilação do Cry1 entre os ZTs apenas foi 

observada nos grupos que treinaram, com a acrofase no ZT20 (figura 12E e F). 
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Figura 12. Expressão Gênica de Cry1 no músculo esquelético gastrocnêmio - Comparação do 
Cry1 entre os grupos em cada ZT(A). Comparação entre o período claro e escuro do Cry1(B). 
Efeito do ritmo circadiano do Cry1 nos grupos CTL(C), LLC(D), LLC+T(ZT2)(E) e LLC+T(ZTAlt)(F). 

O tumor foi inoculado em camundongos da linhagem background C57BL/6J entre 8 a 10 semanas de 
vida. No terceiro dia após a inoculação do tumor iniciou o treinamento aeróbio a 60% do teste máximo.  
Dados representam a média ± desvio padrão da média *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 entre os grupos 
(Anova two-way seguido por Tukey), #p<0,05 entre os ZTs e $p<0,05 entre os períodos (Anova one-
way seguido por Tukey). 
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Na análise realizada no gene Cry2 não observou diferença entre os grupos em 

nenhum dos ZTs (figura 13A). O grupo LLC+T(ZT2) apresentou maior expressão de 

Cry2 no período claro quando comparado com o escuro, essas diferenças não foram 

observadas nos outros grupos (figura 13B). Os grupos LLC e LLC+T(ZT2) 

apresentaram maior oscilação de Cry2 entre os ZTs, com maior amplitude no ZT4 

(figura 13D e E). 
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Figura 13. Expressão Gênica de Cry2 no músculo esquelético gastrocnêmio -  Comparação do 
Cry2 entre os grupos em cada ZT(A). Comparação entre o período claro e escuro do Cry2(B). 
Efeito do ritmo circadiano do Cry2 nos grupos CTL(C), LLC(D), LLC+T(ZT2)(E) e LLC+T(ZTAlt)(F). 
O tumor foi inoculado em camundongos da linhagem background C57BL/6J entre 8 a 10 semanas de 
vida. No terceiro dia após a inoculação do tumor iniciou o treinamento aeróbio a 60% do teste máximo.  
Dados representam a média ± desvio padrão da média *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 entre os grupos 
(Anova two-way seguido por Tukey), #p<0,05 entre os ZTs e $p<0,05 entre os períodos (Anova one-
way seguido por Tukey). 
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A expressão do Rev-Erbα no ZT12 estava aumentada no grupo LLC quando 

comparado com o grupo LLC+T(ZT2) (figura 14A). No último tempo analisado, 

observou maior expressão de Rev-Erbα no grupo LLC+T(ZTAlt) quando comparado 

com o grupo controle (figura 14A). Na comparação entre o período claro e escuro, 

apenas o grupo LLC mostrou diferenças estatisticamente significantes (figura14B). 

Quando analisado a ritmicidade do gene Rev-Erbα, apenas os grupos que treinaram 

apresentaram maior oscilação entre os ZTs com acrofase no ZT20 (figura 14E e F). 
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Figura 14. Expressão Gênica de Rev-Erbα no músculo esquelético gastrocnêmio - Comparação 
do Rev-Erbα entre os grupos em cada ZT(A). Comparação entre o período claro e escuro do Rev-
Erbα(B). Efeito do ritmo circadiano do Rev-Erbα nos grupos CTL(C), LLC(D), LLC+T(ZT2)(E) e 
LLC+T(ZTAlt)(F). O tumor foi inoculado em camundongos da linhagem background C57BL/6J entre 8 
a 10 semanas de vida. No terceiro dia após a inoculação do tumor iniciou o treinamento aeróbio a 60% 
do teste máximo.  Dados representam a média ± desvio padrão da média *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 
entre os grupos (Anova two-way seguido por Tukey), #p<0,05 entre os ZTs e $p<0,05 entre os períodos 
(Anova one-way seguido por Tukey). 
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O gene RORα apresentou diferença estatística no ultimo tempo da fase escuro 

(ZT20) com diminuição da expressão no grupo LLC quando comparado com o grupo 

CTL (figura 15A). A expressão de RORα foi maior no período claro quando comparado 

com o período escuro apenas no grupo LLC+T(ZTAlt). No período escuro a expressão 

de RORα foi menor nos grupos LLC+T(ZT2 e ZTAlt) quando comparado com o grupo 

CTL (figura 15B). Não se observou diferença estatística entre os ZTs nos 4 grupos 

(figura 15C, D, E e F). 
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Figura 15. Expressão Gênica de RORα no músculo esquelético gastrocnêmio - Comparação do 
RORα entre os grupos em cada ZT (A). Comparação entre o período claro e escuro do RORα(B). 
Efeito do ritmo circadiano do RORα nos grupos CTL(C), LLC(D), LLC+T(ZT2)(E) e 
LLC+T(ZTAlt)(F). O tumor foi inoculado em camundongos da linhagem background C57BL/6J entre 8 

a 10 semanas de vida. No terceiro dia após a inoculação do tumor iniciou o treinamento aeróbio a 60% 
do teste máximo.  Dados representam a média ± desvio padrão da média *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 
entre os grupos (Anova two-way seguido por Tukey), #p<0,05 entre os ZTs e $p<0,05 entre os períodos 
(Anova one-way seguido por Tukey). 
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O gene RORβ não apresentou diferenças estatísticas entre os grupos, período e 

tempo (figura 16). 
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Figura 16. Expressão Gênica de RORβ no músculo esquelético gastrocnêmio - Comparação do 
RORβ entre os grupos em cada ZT(A). Comparação entre o período claro e escuro do RORβ(B). 
Efeito do ritmo circadiano do RORβ nos grupos CTL(C), LLC(D), LLC+T(ZT2)(E) e 
LLC+T(ZTAlt)(F). O tumor foi inoculado em camundongos da linhagem background C57BL/6J entre 8 

a 10 semanas de vida. No terceiro dia após a inoculação do tumor iniciou o treinamento aeróbio a 60% 
do teste máximo.  Dados representam a média ± desvio padrão da média *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 
entre os grupos (Anova two-way seguido por Tukey), #p<0,05 entre os ZTs e $p<0,05 entre os períodos 
(Anova one-way seguido por Tukey). 
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6.4 Expressão gênica da AMPK, Atrogina-1 e Murf1 no músculo esquelético 
gastrocnêmio 
 

 Ainda no músculo esquelético gastrocnêmio foram analisadas a expressão da 

AMPK, Atrogina-1 e Murf1.  

 Na expressão gênica da AMPK, não se observou diferença estatística entre os 

grupos em nenhum dos ZTs (figura 17A). Entretanto quando comparado o período 

claro e escuro, foi observado aumento da expressão da AMPK no período claro no 

grupo LLC+T(ZT2) quando comparado com o período escuro (figura 17B). O grupo 

LLC+T(ZT2) também foi o único grupo que apresentou maior oscilação da AMPK entre 

os ZTs, com acrofase no ZT0 (figura 17E). 
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Figura 17. Expressão Gênica de AMPK no músculo esquelético gastrocnêmio -  Comparação do 
AMPK entre os grupos em cada ZT(A). Comparação entre o período claro e escuro do AMPK(B). 
Efeito do ritmo circadiano do AMPK nos grupos CTL(C), LLC(D), LLC+T(ZT2)(E) e 
LLC+T(ZTAlt)(F). O tumor foi inoculado em camundongos da linhagem background C57BL/6J entre 8 

a 10 semanas de vida. No terceiro dia após a inoculação do tumor iniciou o treinamento aeróbio a 60% 
do teste máximo.  Dados representam a média ± desvio padrão da média *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 
entre os grupos (Anova two-way seguido por Tukey), #p<0,05 entre os ZTs e $p<0,05 entre os períodos 
(Anova one-way seguido por Tukey). 
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 A expressão do gene Atrogina-1 apresentou aumento no grupo LLC+T(ZTAlt) 

no ZT20 quando comparado com o grupo CTL (figura 18A). Ao contrário da AMPK, a 

Atrogina-1 apresentou menor expressão no período claro no grupo LLC+T(ZT2) 

quando comparado com o período escuro (figura18B). A Atrogina-1 apresentou maior 

oscilação entre os ZTs nos grupos LLC+T(ZT2 e ZTAlt), com a acrofase no ZT20 para 

ambos os grupos (figura 18E e F). 

 

0 4 8
1
2

1
6

2
0

0 .0

0 .5

1 .0

1 .5

2 .0

Z T  (h )

A
tr

o
g

in
/G

a
p

d
h

*

0 4 8 1 2 1 6 2 0

0 .0

0 .5

1 .0

1 .5

2 .0

Z T (h )

0 4 8 1 2 1 6 2 0

0 .0

0 .5

1 .0

1 .5

2 .0

Z T (h )

0 4 8 1 2 1 6 2 0

0 .0

0 .5

1 .0

1 .5

2 .0

Z T (h )

#

0 4 8 1 2 1 6 2 0

0 .0

0 .5

1 .0

1 .5

2 .0

Z T (h )

#

C T L

L L C

L L C + T (Z T 2 )

L L C + T  (Z T A lt)

A

C D

FE
B

A
tr

o
g

in
/G

a
p

d
h

C
T

L

L
L

C

L
L

C
+
T

(Z
T

0
2
)

L
L

C
+
T

(Z
T

a
lt

)

C
T

L

L
L

C

L
L

C
+
T

(Z
T

0
2
)

L
L

C
+
T

(Z
T

a
lt

)

0 .0

0 .5

1 .0

1 .5

2 .0

$

 
Figura 18. Expressão Gênica de Atrogina-1 no músculo esquelético gastrocnêmio -  Comparação 
do Atrogina-1 entre os grupos em cada ZT(A). Comparação entre o período claro e escuro do 
Atrogina-1(B). Efeito do ritmo circadiano do Atrogina-1nos grupos CTL(C), LLC(D), 
LLC+T(ZT2)(E) e LLC+T(ZTAlt)(F). O tumor foi inoculado em camundongos da linhagem background 
C57BL/6J entre 8 a 10 semanas de vida. No terceiro dia após a inoculação do tumor iniciou o 
treinamento aeróbio a 60% do teste máximo.  Dados representam a média ± desvio padrão da média 
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 entre os grupos (Anova two-way seguido por Tukey), #p<0,05 entre os 
ZTs e $p<0,05 entre os períodos (Anova one-way seguido por Tukey). 
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O gene Murf-1 não apresentou diferenças estatísticas entre os grupos, período e 

tempo (figura 19). 
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Figura 19. Expressão Gênica de Murf-1 no músculo esquelético gastrocnêmio -  Comparação do 
Murf-1 entre os grupos em cada ZT(A). Comparação entre o período claro e escuro do Murf-1(B). 
Efeito do ritmo circadiano do Murf-1 nos grupos CTL(C), LLC(D), LLC+T(ZT2)(E) e 
LLC+T(ZTAlt)(F). O tumor foi inoculado em camundongos da linhagem background C57BL/6J entre 8 

a 10 semanas de vida. No terceiro dia após a inoculação do tumor iniciou o treinamento aeróbio a 60% 
do teste máximo. Dados representam a média ± desvio padrão da média *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 
entre os grupos (Anova two-way seguido por Tukey), #p<0,05 entre os ZTs e $p<0,05 entre os períodos 
(Anova one-way seguido por Tukey). 
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6.5 Concentração das citocinas TNF-α, IL-1β, MCP-1, IFN-γ, VEGF, IL-10 e IL-4 

no músculo esquelético gastrocnêmio 

 

 No músculo gastrocnêmio foi feito a análise das concentrações das citocinas 

TNF-α, IL-1β, MCP-1, IFN-γ, VEGF, IL-10 e IL-4.  

 Quando analisado o TNF-α, foi observado aumento da concentração no grupo 

LLC no ZT16 quando comparado com os grupos CTL e LLC+T(ZTAlt) (figura 20A). A 

comparação entre o período claro e escuro mostrou que o TNF-α apresenta maior 

concentração no período escuro nos quatro grupos (figura 20B). Uma oscilação entre 

os tempos foi observada apenas nos grupos LLC e LLC+T(ZT2), com a acrofase no 

ZT16 para ambos os grupos (figura 20C e D). 
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Figura 20. Concentração proteica de TNF-α no músculo esquelético gastrocnêmio - Comparação 
do TNF-α entre os grupos em cada ZT(A). Comparação entre o período claro e escuro do TNF-
α(B). Efeito do ritmo circadiano do TNF-α nos grupos CTL(C), LLC(D), LLC+T(ZT2)(E) e 
LLC+T(ZTAlt)(F). O tumor foi inoculado em camundongos da linhagem background C57BL/6J entre 8 

a 10 semanas de vida. No terceiro dia após a inoculação do tumor iniciou o treinamento aeróbio a 60% 
do teste máximo.  Dados representam a média ± desvio padrão da média *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 
entre os grupos (Anova two-way seguido por Tukey), #p<0,05 entre os ZTs e $p<0,05 entre os períodos 
(Anova one-way seguido por Tukey). 
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 IL-1β no músculo gastrocnêmio não apresentou diferenças estatísticas entre 

os grupos, período e tempo (figura 21). 
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Figura 21. Concentração proteica IL-1β no músculo esquelético gastrocnêmio - Comparação da 
IL-1β entre os grupos em cada ZT(A). Comparação entre o período claro e escuro da IL-1β(B). 
Efeito do ritmo circadiano da IL-1β nos grupos CTL(C), LLC(D), LLC+T(ZT2)(E) e LLC+T(ZTAlt)(F). 
O tumor foi inoculado em camundongos da linhagem background C57BL/6J entre 8 a 10 semanas de 
vida. No terceiro dia após a inoculação do tumor iniciou o treinamento aeróbio a 60% do teste máximo.  
Dados representam a média ± desvio padrão da média *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 entre os grupos 
(Anova two-way seguido por Tukey), #p<0,05 entre os ZTs e $p<0,05 entre os períodos (Anova one-
way seguido por Tukey). 
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A concentração do MCP-1 no músculo gastrocnêmio apresentou aumento nos 

grupos que praticaram exercício no primeiro ZT do período claro (ZT0) quando 

comparado com o grupo LLC (figura 22A). Na comparação entre os períodos, o grupo 

LLC+T(ZTAlt) apresentou maior concentração no período claro quando comparado 

com o período escuro (figura 22B). Os grupos que treinaram apresentaram maior 

oscilação entre os tempos, com a acrofase no ZT0 (figura 22E e F). 

 

0 4 8
1
2

1
6

2
0

0

2 0

4 0

6 0

8 0

Z T  (h )M
C

P
-1

 (
n

g
/

g
 d

e
 p

r
o

te
ín

a
 -

 g
a

s
tr

o
c

n
ê

m
io

)

*

**

0 4 8 1 2 1 6 2 0

0

2 0

4 0

6 0

8 0

Z T (h )

0 4 8 1 2 1 6 2 0

0

2 0

4 0

6 0

8 0

Z T (h )

0 4 8 1 2 1 6 2 0

0

2 0

4 0

6 0

8 0

Z T (h )

#

0 4 8 1 2 1 6 2 0

0

2 0

4 0

6 0

8 0

Z T (h )

#

C T L

L L C

L L C + T (Z T 2 )

L L C + T  (Z T A lt)

A
C D

FEB

C
T

L
 c

C
T

L

L
L

C

L
L

C
+
T

(Z
T

2
)

C
T

L

L
L

C

L
L

C
+
T

(Z
T

2
)

L
L

C
+
T

(Z
T

A
lt

)

0

1 0

2 0

3 0

4 0

5 0

M
C

P
-1

 (
n

g
/

g
 d

e
 p

r
o

te
ín

a
 -

 g
a

s
tr

o
c

n
ê

m
io

)

$

 
Figura 22. Concentração proteica de MCP-1 no músculo esquelético gastrocnêmio - 
Comparação da MCP-1 entre os grupos em cada ZT(A). Comparação entre o período claro e 
escuro da MCP-1(B). Efeito do ritmo circadiano da MCP-1 nos grupos CTL(C), LLC(D), 
LLC+T(ZT2)(E) e LLC+T(ZTAlt)(F). O tumor foi inoculado em camundongos da linhagem background 

C57BL/6J entre 8 a 10 semanas de vida. No terceiro dia após a inoculação do tumor iniciou o 
treinamento aeróbio a 60% do teste máximo.  Dados representam a média ± desvio padrão da média 
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 entre os grupos (Anova two-way seguido por Tukey), #p<0,05 entre os 
ZTs e $p<0,05 entre os períodos (Anova one-way seguido por Tukey).  
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IFN-γ no músculo não apresentou diferenças estatísticas entre os grupos e 

período (figura 23A e B), porém o grupo LLC+T(ZT2) apresentou maior oscilação entre 

os tempos, com a acrofase no ZT12 (figura 23E).  
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Figura 23. Concentração proteica de IFN-γ no músculo esquelético gastrocnêmio -  Comparação 
do IFN-γ entre os grupos em cada ZT(A). Comparação entre o período claro e escuro do IFN-
γ(B). Efeito do ritmo circadiano do IFN-γ nos grupos CTL(C), LLC(D), LLC+T(ZT2)(E) e 
LLC+T(ZTAlt)(F). O tumor foi inoculado em camundongos da linhagem background C57BL/6J entre 8 

a 10 semanas de vida. No terceiro dia após a inoculação do tumor iniciou o treinamento aeróbio a 60% 
do teste máximo.  Dados representam a média ± desvio padrão da média *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 
entre os grupos (Anova two-way seguido por Tukey), #p<0,05 entre os ZTs e $p<0,05 entre os períodos 
(Anova one-way seguido por Tukey). 
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Na análise feita da concentração do VEGF observou aumento no grupo LLC 

quando comparado com o grupo LLC+T(ZTAlt) (figura 24A) no ZT16. Não houve 

diferença entre o período claro e escuro em nenhum grupo (figura 24B). Apenas no 

grupo LCC foi observado maior oscilação entre os tempos da concentração de VEGF, 

com a acrofase no ZT16 (figura 24D). 
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Figura 24. Concentração proteica de VEGF no músculo esquelético gastrocnêmio - Comparação 
do VEGF entre os grupos em cada ZT(A). Comparação entre o período claro e escuro do 
VEGF(B). Efeito do ritmo circadiano do VEGF nos grupos CTL(C), LLC(D), LLC+T(ZT2)(E) e 
LLC+T(ZTAlt)(F). O tumor foi inoculado em camundongos da linhagem background C57BL/6J entre 8 

a 10 semanas de vida. No terceiro dia após a inoculação do tumor iniciou o treinamento aeróbio a 60% 
do teste máximo.  Dados representam a média ± desvio padrão da média *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 
entre os grupos (Anova two-way seguido por Tukey), #p<0,05 entre os ZTs e $p<0,05 entre os períodos 
(Anova one-way seguido por Tukey). 
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A IL-10 apresentou aumento da concentração no ZT16 no grupo LCC quando 

comparado com os grupos CTL, LLC+T(ZT2 e Alt). No mesmo ZT o grupo 

LLC+T(ZTAlt) apresentou menor concentração da IL-10 quando comparado com o 

grupo CTL e LLC+T(ZT2) (figura 25A). Quando comparado a concentração da IL-10 

entre o período claro e escuro, observa que a concentração é maior nos 4 grupos no 

período escuro (figura 25B). Os grupos CTL, LLC e LLC+T(ZT2) apresentaram 

oscilação entre os tempos da IL-10, com a acrofase no ZT16 (figura 25C, D e E). 
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Figura 25. Concentração proteica da IL-10 no músculo esquelético gastrocnêmio - Comparação 
da IL-10 entre os grupos em cada ZT(A). Comparação entre o período claro e escuro da IL-10(B). 
Efeito do ritmo circadiano da IL-10 nos grupos CTL(C), LLC(D), LLC+T(ZT2)(E) e LLC+T(ZTAlt)(F). 
O tumor foi inoculado em camundongos da linhagem background C57BL/6J entre 8 a 10 semanas de 
vida. No terceiro dia após a inoculação do tumor iniciou o treinamento aeróbio a 60% do teste máximo.  
Dados representam a média ± desvio padrão da média *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 entre os grupos 
(Anova two-way seguido por Tukey), #p<0,05 entre os ZTs e $p<0,05 entre os períodos (Anova one-
way seguido por Tukey). 
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A IL-4 apresentou aumento da concentração no ZT16 no grupo LLC+T(ZT2) 

quando comparado com os grupos CTL e LLC+T(ZTAlt) (figura 26A). Quando 

comparado a concentração da IL-4 entre o período claro e escuro, observa maior 

concentração no período escuro nos 4 grupos (figura 26B). Os grupos LLC e 

LLC+T(ZT2) apresentaram oscilação entre os tempos na concentração da IL-4, com 

acrofase no ZT16 (figura 26 C, D e E). 
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Figura 26. Concentração proteica da IL-4 no músculo esquelético gastrocnêmio - Comparação 
da IL-4 entre os grupos em cada ZT(A). Comparação entre o período claro e escuro da IL-4(B). 
Efeito do ritmo circadiano da IL-4 nos grupos CTL(C), LLC(D), LLC+T(ZT2)(E) e LLC+T(ZTAlt)(F). 

O tumor foi inoculado em camundongos da linhagem background C57BL/6J entre 8 a 10 semanas de 
vida. No terceiro dia após a inoculação do tumor iniciou o treinamento aeróbio a 60% do teste máximo.  
Dados representam a média ± desvio padrão da média *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 entre os grupos 
(Anova two-way seguido por Tukey), #p<0,05 entre os ZTs e $p<0,05 entre os períodos (Anova one-
way seguido por Tukey). 
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6.6 Concentração das citocinas TNF-α, IL-1β, MCP-1, IFN-γ, VEGF, IL-10 e IL-4 

no Tumor 

 

 No tumor foi realizada a análise das concentrações das citocinas TNF-α, IL-1β, 

MCP-1, IFN-γ, VEGF, IL-10 e IL-4. 

 TNF-α mostrou alteração apenas no grupo LLC+T(ZTAlt) no ZT16 com 

aumento da concentração quando comparado com o grupo LLC+T(ZT2) (figura 27A). 

Entre o período claro e escuro não foi observado diferença estatística em nenhum 

grupo (figura 27B). A concentração de TNF-α mostrou oscilação entre os ZTs apenas 

no grupo LLC+T(ZTAlt), com a acrofase no ZT16 (figure 27E). 
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Figura 27. Concentração proteica de TNF-α no tecido tumoral - Comparação do TNF-α entre os 
grupos em cada ZT(A). Comparação entre o período claro e escuro do TNF-α(B). Efeito do ritmo 
circadiano do TNF-α nos grupos LLC(C), LLC+T(ZT2)(D) e LLC+T(ZTAlt)(E). O tumor foi inoculado 
em camundongos da linhagem background C57BL/6J entre 8 a 10 semanas de vida. No terceiro dia 
após a inoculação do tumor iniciou o treinamento aeróbio a 60% do teste máximo.  Dados representam 
a média ± desvio padrão da média *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 entre os grupos (Anova two-way 
seguido por Tukey), #p<0,05 entre os ZTs e $p<0,05 entre os períodos (Anova one-way seguido por 
Tukey). 
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 Na análise feita na concentração da IL-1β no tumor, não houve diferença 

estatística entre os grupos em nenhum ZT (figura 28A). Entre o período claro e escuro 

o grupo LLC+T(ZTAlt) apresentou maior concentração no período claro quando 

comparado com o escuro (figure 28B). Os três grupos apresentaram oscilação da 

concentração da IL-1β entre os ZTs, com a acrofase no ZT0 (figura 28C, D e E). 
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Figura 28. Concentração proteica da IL-1β no tecido tumoral - Comparação da IL-1β entre os 
grupos em cada ZT(A). Comparação entre o período claro e escuro da IL-1β(B). Efeito do ritmo 
circadiano da IL-1β nos grupos LLC(C), LLC+T(ZT2)(D) e LLC+T(ZTAlt)(E). O tumor foi inoculado 
em camundongos da linhagem background C57BL/6J entre 8 a 10 semanas de vida. No terceiro dia 
após a inoculação do tumor iniciou o treinamento aeróbio a 60% do teste máximo.  Dados representam 
a média ± desvio padrão da média *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 entre os grupos (Anova two-way 
seguido por Tukey), #p<0,05 entre os ZTs e $p<0,05 entre os períodos (Anova one-way seguido por 
Tukey). 
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MCP-1 no tumor apresentou aumento significante no ZT12 no grupo LLC 

quando comparado com o grupo LLC+T(ZT2) (figura 29A). No grupo LLC, a 

concentração de MCP-1 apresentou diminuída no período claro quando comparado 

com o período escuro (figura 29B). Não foi observada diferença estatística entre os 

ZTs nos três grupos (figura 29C, D e E). 
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Figura 29. Concentração proteica de MCP-1 no tecido tumoral - Comparação da MCP-1 entre os 
grupos em cada ZT(A). Comparação entre o período claro e escuro da MCP-1(B). Efeito do ritmo 
circadiano da MCP-1 nos grupos LLC(C), LLC+T(ZT2)(D) e LLC+T(ZTAlt)(E). O tumor foi inoculado 
em camundongos da linhagem background C57BL/6J entre 8 a 10 semanas de vida. No terceiro dia 
após a inoculação do tumor iniciou o treinamento aeróbio a 60% do teste máximo.  Dados representam 
a média ± desvio padrão da média *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 entre os grupos (Anova two-way 
seguido por Tukey), #p<0,05 entre os ZTs e $p<0,05 entre os períodos (Anova one-way seguido por 
Tukey). 
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IFN-γ no tumor não apresentou diferenças estatísticas entre os grupos e 

tempos (figura 30A, C, D e E). Entre o período claro e escuro, IFN-γ apresentou 

diferença estatística no grupo LLC, com aumento no período claro (figura 30B).  
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Figura 30. Concentração proteica de IFN-γ no tecido tumoral - Comparação do IFN-γ entre os 
grupos em cada ZT(A). Comparação entre o período claro e escuro do IFN-γ(B). Efeito do ritmo 
circadiano do IFN-γ nos grupos, LLC(C), LLC+T(ZT2)(D) e LLC+T(ZTAlt)(E). O tumor foi inoculado 

em camundongos da linhagem background C57BL/6J entre 8 a 10 semanas de vida. No terceiro dia 
após a inoculação do tumor iniciou o treinamento aeróbio a 60% do teste máximo.  Dados representam 
a média ± desvio padrão da média *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 entre os grupos (Anova two-way 
seguido por Tukey), #p<0,05 entre os ZTs e $p<0,05 entre os períodos (Anova one-way seguido por 
Tukey). 
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VEGF no tumor não apresentou diferenças estatísticas entre os grupos, período e 

tempo (figura 31). 
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Figura 31. Concentração proteica de VEGF no tecido tumoral - Comparação do VEGF entre os 
grupos em cada ZT(A). Comparação entre o período claro e escuro do VEGF(B). Efeito do ritmo 
circadiano do VEGF nos grupos LLC(C), LLC+T(ZT2)(D) e LLC+T(ZTAlt)(E). O tumor foi inoculado 
em camundongos da linhagem background C57BL/6J entre 8 a 10 semanas de vida. No terceiro dia 
após a inoculação do tumor iniciou o treinamento aeróbio a 60% do teste máximo.  Dados representam 
a média ± desvio padrão da média *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 entre os grupos (Anova two-way 
seguido por Tukey), #p<0,05 entre os ZTs e $p<0,05 entre os períodos (Anova one-way seguido por 
Tukey). 
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A concentração proteica da IL-10 no tumor mostrou aumentada no grupo 

LLC+T(ZTAlt) quando comparado com o grupo LLC no ZT4 (figura 32A). Entre o 

período claro e escuro não houve diferença estatísticas em nenhum grupo (figura 

32B). Os 3 grupos apresentaram oscilação entre os ZTs, com a acrofase no ZT0 para 

o grupo LLC e LLC+T(ZT2) e no ZT4 para o grupo LLC+T(ZTAlt) (figura 32C, D e E). 
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Figura 32. Concentração proteica da IL-10 no tecido tumoral - Comparação da IL-10 entre os 
grupos em cada ZT(A). Comparação entre o período claro e escuro da IL-10(B). Efeito do ritmo 
circadiano da IL-10 nos grupos LLC(C), LLC+T(ZT2)(D) e LLC+T(ZTAlt)(E).  O tumor foi inoculado 

em camundongos da linhagem background C57BL/6J entre 8 a 10 semanas de vida. No terceiro dia 
após a inoculação do tumor iniciou o treinamento aeróbio a 60% do teste máximo.  Dados representam 
a média ± desvio padrão da média *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 entre os grupos (Anova two-way 
seguido por Tukey), #p<0,05 entre os ZTs e $p<0,05 entre os períodos (Anova one-way seguido por 
Tukey). 
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A IL-4 mostrou mais expressa no grupo LLC+T(ZTAlt) no ZT4 quando 

comparado com os grupos LLC e LLC+T(ZT2)(figura 33A). O grupo LCC apresentou 

maior concentração da IL-4 no período claro quando comparado com o escuro (figura 

33B). Entre os ZTs apenas foi observado oscilação no grupo LLC+T(ZTAlt), com a 

acrofase no ZT4 (figura 33E). 
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Figura 33. Concentração proteica da IL-4 no tecido tumoral - Comparação da IL-4 entre os grupos 
em cada ZT(A). Comparação entre o período claro e escuro da IL-4(B). Efeito do ritmo circadiano 
do IL-4 nos grupos LLC(C), LLC+T(ZT2)(D) e LLC+T(ZTAlt)(E). O tumor foi inoculado em 

camundongos da linhagem background C57BL/6J entre 8 a 10 semanas de vida. No terceiro dia após 
a inoculação do tumor iniciou o treinamento aeróbio a 60% do teste máximo.  Dados representam a 
média ± desvio padrão da média *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 entre os grupos (Anova two-way 
seguido por Tukey), #p<0,05 entre os ZTs e $p<0,05 entre os períodos (Anova one-way seguido por 
Tukey). 
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7 DISCUSSÃO 

 

Os mecanismos envolvidos na inibição do crescimento tumoral e melhora do 

metabolismo muscular, com consequente desfecho para a obtenção de uma melhora 

na qualidade de vida em pacientes com tumor que aderem ao treinamento físico, 

podem estar correlacionados com o papel cronomarcador do exercício físico. Por meio 

de análises dos clock genes no músculo gastrocnêmio, foi possível verificar a 

oscilação circadiana dentro das 24 horas e como o exercício físico modula esses 

genes durante o crescimento tumoral. 

Em suma, os resultados mostraram que o exercício físico foi capaz de atenuar 

o crescimento tumoral no grupo que treinou em horário alternado e teve efeito protetor 

no músculo no grupo que treinou sempre no mesmo horário do dia (tabela 2 e figura 

3). No músculo esquelético gastrocnêmio, o exercício em horários alternados 

promoveu mudança na expressão dos genes controladores do relógio, principalmente 

no ZT4 (figuras 7, 9, 10 a 11). No grupo que treinou no ZT2, foram observadas 

mudanças nos genes Clock e Per2 (figuras 7 e 10). O tumor apenas causou alterações 

nos genes Rev-Erbα e Rorα (figuras 14 e 15). Outro dado interessante observado no 

grupo que treinou no ZT2 foi à relação da expressão gênica AMPK e Atrogina-1, 

enquanto no período claro a AMPK estava aumentada, a Atrogina-1 esteve diminuída 

quando comparada com o período escuro (figuras 17 e 18), dados esses que 

corroboram para o peso dos músculos sóleo e EDL, que foram maiores quando 

comprado com o grupo LLC (tabela 2). Ainda foi observado que nos animais 

sedentários (não treinados) não apresentaram oscilação dos clock genes. Já com a 

adoção do treinamento físico, seja ele em horários alternados ou no mesmo horário 

do dia observou um estabelecimento de ritmicidade no músculo esquelético. Nas 

análises da concentração proteica no músculo gastrocnêmio, o grupo com tumor 

sedentário apresentou maior concentração de TNF-α, VEGF e IL-10 no meio do 

período escuro (figuras 20, 24 e 25). Nesse mesmo tempo, o grupo que treinou no 

ZT2 teve aumento da concentração da IL-4 (figura 26). No tecido tumoral, as citocinas 

IL-10 e IL-4 (figuras 32 e 33) tiveram maiores concentrações no grupo que treinou em 

horários alternados no meio do período claro. 
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7.1 Efeito do exercício físico e do tumor no ritmo circadiano da glicose, 

colesterol total e triacilglicerol 

 

O ritmo circadiano é um processo biológico que ocorre aproximadamente a 

cada 24 horas. Os processos comportamentais e fisiológicos apresentam ritmicidade 

que variam de acordo com a espécie animal e também com o próprio tipo celular. Esta 

ritmicidade permite antecipar e adaptar-se às mudanças ambientais diárias. O sistema 

circadiano é importante na regulação do ritmo diário do metabolismo, incluindo o 

metabolismo da glicose (116,117). 

Perturbação deste controle circadiano ou de sua coordenação em relação ao 

ciclo ambiental/comportamental, como mudanças frequentes nos horários de comer, 

alterações genéticas, jet lag, doenças como câncer resultam em alterações 

circadianas, sendo uma dessas alterações nas concentrações glicêmicas, 

aumentando, por exemplo, o risco de desenvolver diabetes tipo 2(116). Estudos com 

animais mostraram que a deleção de Bmal1 em vários tecidos, causaram diferentes 

efeitos na homeostase da glicose(117–120). A deleção de Bmal1 no tecido muscular 

promoveu redução da expressão de glut4(121). A deleção de Bmal1 no músculo 

esquelético também altera o metabolismo lipídico, reduzindo o peso da massa adiposa 

e da colesterolemia, reduziu também o acumulo de gordura ectópica no músculo, 

quando os animais foram alimentos com dieta hiperlipídica. Esses dados demonstram 

como Bmal1 pode alterar tanto o metabolismo de glicose quanto o metabolismo de 

lipídeos(122). 

Além do mais, para gerar energia e manter o equilíbrio redox (ATP) as células 

utilizam glicose. As células e os tecidos não cancerígenos ou normais dependem 

principalmente da fosforilação oxidativa, que ocorre na mitocôndria e é o processo 

mais energeticamente eficiente. Somente na ausência de oxigênio, as células não 

cancerígenas deslocam seu metabolismo para a glicólise. O metabolismo das células 

cancerígenas difere das células não cancerígenas(123), porém, a natureza exata da 

diferença do metabolismo dessas células continua a ser elucidada e debatida. A 

glicose é um dos principais metabolitos utilizados pelas células cancerígenas para 

gerar ATP, manter o estado redox e criar biomassa(123,124). A inatividade física é 

conhecida por estar associada a alterações da homeostase metabólica, causando 

diminuição na sensibilidade à insulina, alterações no perfil lipídico e acumulo de 
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gordura visceral(125) e o exercício físico é conhecido por ser capaz de prevenir 

doenças crônicas, como a diabetes tipo 2, por diminuir a concentração glicêmica(126).  

Nas análises deste estudo, observa-se que o grupo LLC teve maior 

concentração de glicose no ZT8 quando comparado com o grupo que treinou em 

horários alternados, coincidentemente, esse grupo de treino alternado também 

apresentou um menor peso no tecido tumoral. É digno de notar, que o mesmo grupo 

de animais que apresentou redução na glicemia é o mesmo que apresentou menor 

massa tumoral, assim podemos supor que houve competição entre os tecidos pela 

glicose, atenuando parcialmente o crescimento tumoral, mas esta observação 

depende de comprovação. 

Além do relógio circadiano controlar a fosforilação oxidativa(127) e a 

homeostase redox(128), esse mecanismo também é capaz de controlar o 

metabolismo lipídico(129). Estudos epidemiológicos sugerem que o risco de câncer é 

maior para as pessoas com níveis elevados de colesterol(130) e/ou níveis de 

TAG(131,132). Além do câncer as alterações lipídicas podem levar a outras 

patologias, incluindo diabetes tipo 2 e doenças cardiovasculares(116). Nosso trabalho 

mostrou que o TAG apresenta grande oscilação circadiana nos 4 grupos, no entanto, 

no colesterol total essa oscilação só foi observada no grupo que treinou no ZT2. Tanto 

o colesterol total como o TAG estavam aumentado no grupo LLC+T(ZT2) no meio do 

período escuro (ZT16), enquanto o grupo com treino alternado apresentou aumento 

de colesterol total no ZT12. O grupo apenas com tumor teve uma tendência de 

aumento de colesterol no meio do período claro.  

Ensaio de lipidômica realizada em humanos saudáveis mostram variação 

significativa de picos de diferentes espécies de lipídeos medidos entre indivíduos, 

sugerindo a existência de cronotipo metabolômico(133). Para que os ácidos graxos 

esterificados dentro do TAG em circulação entrem em algum tecido, deve haver a 

atividade da lipotreina lipase (LPL), no qual essa enzima exibe um padrão diurno em 

vários tecidos, atingindo um pico durante a fase ativa no tecido adiposo(134). A quebra 

do TAG em 3 moléculas de ácidos graxos e 1 de glicerol e a mobilização desses 

ácidos graxos livres a partir do tecido adiposo também apresentam uma ritmicidade, 

os quais são aumentados durante a fase clara de roedores alimentados ad 

libitum(116,135). 

 



72 
 

7.2 Efeito do exercício físico e do tumor no ritmo circadiano da expressão gênica 
dos Clock Genes, Ampk e Atrogina-1 no músculo esquelético gastrocnêmio 
 

O músculo esquelético representa o maior órgão do corpo humano 

compreendendo aproximadamente 40% da massa corporal total e contêm 50-75% de 

todas as proteínas do corpo, desempenhando um papel central no metabolismo de 

proteínas de todo o corpo, servindo como o principal reservatório de aminoácidos na 

ausência de ingestão de nutrientes e permitindo a manutenção da síntese de 

proteínas em outros tecidos do corpo(136). No geral, as funções do músculo 

esquelético são críticas para a saúde sistêmica, e a redução da massa e das funções 

musculares podem levar ao desenvolvimento de muitas doenças crônicas(12). 

A manutenção do ritmo circadiano está emergindo como um novo fator 

importante na saúde humana, com interrupções ligadas ao envelhecimento, bem 

como ao desenvolvimento de muitas doenças crônicas, incluindo diabetes, doenças 

cardiovasculares, depressão e câncer(137,138). 

Estudos têm mostrado que o exercício pode modificar o ritmo do relógio 

circadiano no músculo esquelético(20,139,140), porém o momento ideal da prática do 

exercício físico para a saúde e o para sincronizar o ritmo circadiano interrompido ainda 

não foram totalmente elucidados(54). 

A natureza do treinamento físico envolve sessões repetitivas de exercícios que 

desafiam a homeostase de todo o corpo, levando a adaptações generalizadas em 

células, tecidos e órgãos(141,142). Embora as adaptações biomecânicas e 

metabólicas tenham sido extensivamente estudadas no músculo esquelético, 

coração, tecido adiposo e sistema imune, pouco sabe sobre a interação do exercício 

físico com o crescimento tumoral(143). 

Diversos estudos ligaram a interrupção da função do relógio circadiano à 

tumorigênese(28–30,32,144,145). Os estudos até o momento indicam que Clock e 

Bmal1 podem exercer funções supressoras no desenvolvimento do tumor(146). Em 

humanos, os polimorfismos de nucleotídeo nos genes Clock e/ou Bmal1 estão 

associados ao aumento da suscetibilidade ao câncer de próstata, mama, ovário e 

pâncreas(147–152). 

Além disso, estudos mostraram que o exercício pode impactar no 

comportamento circadiano(110,153). Evidências sugerem que genes responsivos ao 

exercício, incluindo AMPK(154–156), HIF-1α(139) e PGC1α(157) influenciam a 
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expressão dos genes controladores do relógio, revelando um potencial mecanismo 

através do qual o exercício serve como marcador no ritmo circadiano. Por exemplo, a 

atividade da AMPK é aumentada em resposta ao exercício físico e o aumento da 

atividade da AMPK altera a estabilidade das proteínas Per e Cry e por consequência 

afeta a expressão dos genes do relógio circadiano central(154,158). Especificamente, 

a ativação de AMPK resulta em estabilidade reduzida de Cry1(158), ainda as 

proteínas Cry1 e Cry2 reduzem a capacidade do exercício por meio da repressão 

PPARδ(159), sugerindo então que a atividade da AMPK influencia diretamente o 

relógio molecular, revelando um mecanismo pelo qual o exercício atua como marcador 

de tempo circadiano. O exercício também induz a expressão de HIF-1α, que influencia 

a saída do relógio molecular através da ligação direta aos promotores do gene do 

relógio no núcleo(139). Assim, o HIF-1α pode mediar parcialmente os efeitos do 

exercício como um indicador de tempo (160). 

O efeito mecânico do exercício físico no músculo esquelético pode contribuir 

para alterações no relógio circadiano, embora a regulação relacionada ao exercício 

da expressão dos genes controladores de relógio seja provavelmente multifatorial 

(160,161).  

Esses dados talvez ajudem a explicar alguns dos achados deste estudo, pois o 

exercício físico foi capaz de mudar a expressão de alguns dos clock genes. Ademais, 

diversos estudos têm demonstrado que a ativação da AMPK inibe o crescimento 

tumoral(162,163). Nosso trabalho mostra que a prática do exercício físico na mesma 

hora do dia foi capaz de aumentar a expressão de AMPK no período claro quando 

comparado com o período escuro. Outro dado interessante nesse grupo que treinou 

sempre no mesmo horário do dia foi a diminuição da expressão da Atrogina-1 no 

período claro, mostrando que o exercício físico pode ter um efeito protetor no músculo 

esquelético, pois o gene Atrogina-1 está associado a um importante mecanismo de 

degradação muscular(164), além disso, esse grupo que treinou no ZT2 apresentou 

maior peso nos músculos EDL e sóleo quando comparado com o grupo que apenas 

possuía o tumor. 

Um aspecto importante do câncer é a perda exacerbada do músculo 

esquelético, conhecida como caquexia do câncer(165), e um dos fatores indutores de 

proteólise que está relacionado com a caquexia do câncer é o TNF-α(166). 

Corroborando o exposto deste trabalho, as concentrações de TNF-α no músculo 

esquelético no ZT16 se mostraram aumentadas apenas no grupo LLC, e esse 
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aumento não foi observado nos grupos que praticaram exercício físico, mostrando 

mais uma vez o efeito protetor do exercício físico.  

Portanto o treinamento praticado na mesmo hora do dia mostrou promover um 

efeito protetor no músculo esquelético. Esses efeitos não foram observados no grupo 

que treinou em horários alternados, entretanto, esse grupo apresentou menor massa 

tumoral. Uma das hipóteses para esse resultado é que talvez o treinamento praticado 

em horários alternados tenha causado mudanças no ritmo circadiana no tumor, essas 

mudanças no relógio circadiano no tumor podem ter contribuindo para atenuar o seu 

desenvolvimento, mas esta observação depende de comprovação. 

 

7.3 Efeito do exercício físico e do tumor no ritmo circadiano da concentração 
das citocinas no músculo esquelético gastrocnêmio 
 

As citocinas apresentam como principal função a regulação do sistema 

imunológico. No entanto, as citocinas também promovem efeitos na proliferação, 

diferenciação, migração, sobrevivência e apoptose celulares, permitindo assim que 

tenham um desempenho não apenas no sistema imunológico, mas exercendo um 

papel no controle homeostático de vários tecidos, órgãos e sistemas(167).  

O músculo esquelético é reconhecido como órgão endócrino por secretar uma 

série de citocinas e proteínas, denominadas miocinas. As miocinas são sintetizadas e 

secretadas pelos miócitos em resposta à contração muscular, exercendo uma função 

autócrina na regulação do metabolismo muscular, bem como possuem atuação 

parácrina/endócrina em órgãos e tecidos distantes, como osso, tecido adiposo, 

cérebro e fígado(168), porém o efeito das miocinas no tumor ainda não está claro.  

Essas descobertas estimularam um interesse considerável no significado 

biológico e na regulação da produção de citocinas no músculo durante o exercício e 

como resultado da sepse, envelhecimento, caquexia do câncer e doenças 

inflamatórias crônicas(167), assim, muitos benefícios do exercício físico a saúde pode 

estar relacionada com a secreção das miocinas(125). 

A inflamação é uma resposta imunológica desencadeada em organismos vivos 

em resposta ao perigo associado a patógenos e lesões. A inflamação pode variar ao 

longo de 24 horas. Por exemplo, na sepse, a inflamação mostra uma grande variação 

diurna(169). A secreção das citocinas também apresentam um ritmo circadiano em 

diversos tecidos e células imunes(170,171).  
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A concentração do TNF-α é elevada na caquexia do câncer e alguns estudos 

têm mostrado que pode exercer efeitos catabólicos no músculo esquelético(172,173). 

A IL-10 é considerada uma citocina antiinflamatória e a relação IL-10/TNF-α é 

amplamente utilizada como um índice que reflete o estado anti-inflamatório (174,175). 

Em nosso trabalho, foi observado que as citocinas TNF-α, IL-10 e IL-4 no músculo 

apresentaram maior concentração no período escuro.  Além disso, no ZT16, é 

observado um aumento de TNF-α e IL-10 no grupo com tumor sem exercício quando 

comparado com os grupos controle e exercício no horário alternado. 

Interessantemente, o grupo que treinou no ZT2, apresentou aumento da IL-10 

no ZT16 quando comparado com o grupo que treinou em horário alternado e IL-4 

também estava aumentado nesse grupo, quando comparado com os grupos controle 

e treinamento em horários alternado. O treinamento físico pode aumentar a síntese 

de proteína do músculo esquelético, diminuir os efeitos catabólicos da caquexia e 

controlar a inflamação(176). Nos últimos anos o treinamento físico aeróbio tem sido 

considerado uma excelente ferramenta não farmacológica para reduzir a inflamação 

crônica de baixo grau(177), que é um fator de risco significativo para o 

desenvolvimento de câncer(178).  

 

7.4 Efeito do exercício físico e do tumor no ritmo circadiano da concentração 
das citocinas no tecido tumoral 

 

O microambiente tumoral contém uma variedade de células estromais não 

tumorais, incluindo fibroblastos, células endoteliais, miócitos e células inflamatórias, 

tais como células supressoras derivadas de mielóide, células T reguladoras, 

macrófagos e células dendríticas(179,180), além de proteínas da matriz extracelular 

e fatores promotores de tumor (por exemplo, citocinas, fatores de crescimento, 

etc)(181). As células imunológicas, quando orquestradas com as células cancerígenas 

e células estromais circundantes, formam um microambiente tumoral 

inflamatório(182). 

A inflamação pode moldar o microambiente tumoral para um estado mais 

maligno e direcionar os sinais promovendo o crescimento tumoral. Estudos 

transcriptômicos e metabolômicos do microambiente tumoral indicam concentrações 

aumentada das citocinas inflamatórias e quimiocinas em tumores primários e lesões 
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metastáticas, o que está correlacionado com um número aumentado de infiltrados 

inflamatórios e um pior prognóstico clínico(183,184).  

A neutralização ou silenciamento genético da sinalização inflamatória em 

modelos pré-clínicos diminui o crescimento e a progressão do tumor(185). 

A interação das células tumorais com as células estromais leva à produção de 

uma matriz de mediadores que fornecem uma estrutura no qual as células tumorais 

crescem, invadem e promovem a metástase(179,180,186). Estes mediadores incluem 

metaloproteinases da matriz, fatores de crescimento, citocinas e quimiocinas, tais 

como a MCP-1.  

Neste trabalho, o grupo sedentário apresentou maior concentração de MCP-1 

no tumor no ZT12 quando comparado com o grupo que treinou sempre no mesmo 

horário. Entretanto, poucos trabalhos mostram o efeito do exercício físico sobre a 

MCP-1 no tecido tumoral. Um estudo realizado em 2014 mostrou que 12 semanas de 

exercício físico foi capaz de diminuir o número de pólipos, porém não houve 

diminuição de MCP-1(187). Outro estudo realizado pelo mesmo grupo analisaram os 

níveis circulantes de MCP-1 em um modelo de câncer de mama C3(1)SV40Tag e 

observaram diminuição significativa no MCP-1 plasmático após 20 semanas de 

exercício físico que foi associada a redução no número e volume do tumor(188). 

Dentro do microambiente tumoral, a IL-10 mostrou ser um paradoxo em termos 

de resposta imunológica, provavelmente resultante de sua ação pleiotrópica em uma 

variedade de células do sistema imunológico. De fato, na maioria dos estudos de 

imunidade antitumoral, a IL-10 endógena é considerada o principal fator que contribui 

para a imunossupresão do microambiente tumoral(189–191). No entanto, 

paradoxalmente, evidências crescentes demonstram que IL-10 pode induzir efeitos 

antitumorais de uma maneira dependente do sistema imunológico(192–194). Nossos 

achados mostram que o exercício físico praticado em horários alternados mostrou 

aumento das citocinas IL-10 e IL-4 no tecido tumoral no ZT4, sendo que esse mesmo 

grupo teve menor peso tumoral quando comparado com o grupo sedentário. Sabe-se 

que o exercício físico é bem conhecido por promover efeitos anti-inflamatórios, uma 

vez que a IL-6 derivada do músculo esquelético inibe a produção de TNF-α e estimula 

a produção das citocinas anti-inflamatórias , como a IL-10(177). No tecido tumoral há 

poucas evidencias sobre o efeito do exercício físico e seu efeito anti-inflamatório.  

As citocinas no microambiente tumoral ainda apresentam algumas 

controvérsias, e mais estudos são necessários para elucidar o seu papel no 
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desenvolvimento e crescimento tumoral. Por exemplo, estudos tem mostrado que os 

macrófagos no microambiente tumoral classificados como tipo M1 podem secretar 

citocinas pró-inflamatórias, como IL-1β, IL-6, IL-8, IL-18, TNF-α e IFN-γ, e exercem 

efeito antitumoral(195–197), porém o crosstalk das citocinas produzidas durante a 

contração muscular sobre o microambiente tumoral ainda precisam ser elucidadas. 

Este trabalho mostrou que a concentração de TNF-α está aumentada no meio 

do período escuro no grupo que treinou em horários alternados quando compara com 

o grupo que treinou todos os dias no mesmo horário, além de ser o único grupo que 

houve oscilação circadiana no tumor entre os horários analisados. O TNF-α e seu 

receptor podem promover alterações circadianas, sendo que um estudo mostrou que 

o estimulo de LPS em camundongos promoveu aumento nas concentrações de TNF-

α e consequentemente uma mudança de fase causada pelo aumento do TNF-

α(198,199).  

Contudo, as citocinas no microambiente tumoral ainda apresentam algumas 

controvérsias, e mais estudos são necessários para elucidar o seu papel no 

desenvolvimento e crescimento tumoral. 
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8 CONCLUSÃO 

 

 Neste trabalho, o exercício físico em horários alternados foi mais eficiente em 

reduzir a massa tumoral, porém o exercício físico praticado no mesmo horário do dia 

promoveu maior efeito protetor para o músculo esquelético, assim como preveniu a 

perda de massa muscular. Além disso, o exercício em horários fixos apresentou efeito 

cronomodularor, aumentando a expressão gênica de AMPK e reduzindo a expressão 

de Atrogina-1 no período claro quando comparado ao período escuro 

 Ainda no músculo gastrocnêmio, o exercício físico foi responsável pela 

oscilação dos clock genes dentre os horários analisados, elevando a expressão de 

Clock, Per1, Per2 e Per3, principalmente no período claro. Já no período escuro, o 

grupo que treinou no mesmo horário do dia apresentou aumento das citocinas anti-

inflamatórias. No tecido tumoral, este efeito anti-inflamatório foi observado no grupo 

que treinou em horários alternados e durante o período claro. De modo geral, o 

exercício físico se mostrou um grande modulador do relógio circadiano no músculo 

esquelético, além de promover efeitos protetores ao músculo e mitigar o crescimento 

tumoral.  
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