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Resumo 
 

Desde o século XlX que o cancro do pulmão tem vindo a alcançar proporções de 

grande escala, que são alarmantes e de grande preocupação em todo o mundo. O cancro 

do pulmão é das principais causas de morte no mundo, dos que tem mais impacto no sexo 

masculino e o segundo com mais relevância no sexo feminino.  

Uma vez que, o processo de envelhecimento provoca alterações fisiológicas, não 

era aconselhável que os pacientes idosos fossem submetidos à quimioterapia e 

radioterapia, pois estas terapias eram de baixa tolerabilidade e consequentemente 

agravariam os problemas associados ao envelhecimento. Porém, com o surgimento de 

novas terapias de grande impacto no cancro do pulmão, proporcionaram aumentos nos 

níveis de esperança e qualidade de vida dos doentes.  

A adoção de estilos de vida saudável como não fumar, não consumir bebidas 

alcoólicas desregradamente, complementada com a prática regular de exercício físico está 

associada a um menor risco de cancro. O objetivo deste estudo foi analisar a proliferação, 

o potencial clonogénico, a capacidade de migração coletiva e o fenótipo metabólico da 

linha celular de cancro do pulmão A549 quando exposta a meio de cultura contendo soro 

de idosas condicionado por programas de treino aquático de 28 semanas. 

Metodologia: Para a realização deste estudo foi utilizado a linha celular A549, 

mantida a uma temperatura de 37 ºC e com 5% (v/v) de CO2/ 95% (v/v) de ar. O soro 

humano condicionado utilizado foi recolhido em repouso, antes e depois de um programa 

de exercício físico em meio aquático. Para avaliar a transformação celular utilizámos 

vários ensaios nomeadamente, o ensaio de quantificação de lactato que teve como 

objetivo estimar a produção de L-lactato durante três horas nos meios de culturas expostas 

a diferentes soros condicionados por exercício. O aumento dos níveis de concentração de 

lactato indica que há um aumento das taxas de fermentação lática. O ensaio SRB permitiu 

estimar a densidade celular através da medição do conteúdo proteico, densidade essa que 

pode, por sua vez ser utilizada para avaliar a proliferação celular. O ensaio clonogénico 

avaliou a capacidade de uma única célula desenvolver uma colónia, permitindo 

determinar a sobrevivência celular. Por fim, o ensaio de migração estudou a migração de 

células cancerígenas in vitro. 

Resultados: Não foi possível verificar diferenças estatisticamente significativas 

no efeito do exercício crónico nas células do cancro. Contudo, observou-se uma tendência 
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para uma maior produção de L−lactato nas culturas expostas a soros obtidos após as 

intervenções, o que parece indicar uma alteração do fenótipo bioenergético. A tendência 

em quase todos os grupos foi de um aumento de concentrações de L−lactato do M1 para 

M2. No ensaio SRB, verificou-se uma tendência para a diminuição dos níveis de 

densidade celular. No ensaio clonogénico, foi notório uma ligeira diminuição da 

capacidade de formação de colónias, contudo não houve diferenças estatisticamente 

significativas. No ensaio de migração, verificou-se um aumento de área de migração do 

M1 para o M2 no grupo aeróbio, tendo acontecido de forma idêntica no grupo intervalado.  

Conclusão: Apesar de não terem sido observadas diferenças significativas entre 

as culturas de células A549 expostas a soros colhidos no início ou no final das 

intervenções com exercício verificaram-se tendências que podem ser clinicamente 

relevantes nomeadamente uma diminuição na transformação da linha celular cancerígena 

e na capacidade de formação de colónias. 
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Abstract  
 

 

Since the 19th century, lung cancer has reached large-scale proportions that are 

alarming and of great concern around the world. Lung cancer is one of the leading causes 

of death in the world, with the greatest impact on males and the second greatest impact 

on females.  

Since the ageing process causes physiological changes, it was not advisable for 

elderly patients to undergo chemotherapy and radiotherapy, as these therapies were 

poorly tolerated and would consequently aggravate the problems associated with ageing. 

However, with the emergence of new therapies with a major impact on lung cancer, there 

have been increases in patients' life expectancy and quality of life.  

The adoption of healthy lifestyles such as not smoking, not consuming alcoholic 

beverages in an unhealthy way, complemented with regular physical exercise is 

associated with a lower risk of cancer. The aim of this study was to analyze the 

proliferation, clonogenic potential, collective migration capacity and metabolic 

phenotype of the A549 lung cancer cell line when exposed to culture medium containing 

serum from elderly women conditioned by 28-week aquatic training programs. 

Methodology: This study used the A549 cell line, maintained at a temperature of 

37 ºC and with 5% (v/v) CO2/ 95% (v/v) air. The conditioned human serum used was 

collected at rest, before and after a physical exercise program in an aquatic environment. 

To assess cell transformation, we used various tests, including the lactate quantification 

test, which aimed to estimate the production of L-lactate over three hours in the media of 

cultures exposed to different serums conditioned by exercise. An increase in lactate 

concentration levels indicates an increase in lactic fermentation rates. The SRB assay 

made it possible to estimate cell density by measuring protein content, a density which 

can in turn be used to assess cell proliferation. The clonogenic assay assessed the ability 

of a single cell to develop a colony, allowing cell survival to be determined. Finally, the 

migration assay studied the migration of cancer cells in vitro. 

Results: No statistically significant differences could be seen in the effect of 

chronic exercise on cancer cells. However, a trend towards greater L-lactate production 

was observed in cultures exposed to sera obtained after the interventions, which seems to 

indicate a change in the bioenergetic phenotype. The trend in almost all groups was for 
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an increase in L-lactate concentrations from M1 to M2. In the SRB assay, there was a 

tendency for cell density levels to decrease. In the clonogenic assay, there was a slight 

decrease in the ability to form colonies, but there were no statistically significant 

differences. In the migration test, there was an increase in the area of migration from M1 

to M2 in the aerobic group, which was identical in the interval group.  

Conclusion: Although there were no significant differences between the cultures 

of A549 cells exposed to sera collected at the beginning or end of the exercise 

interventions, there were trends that may be clinically relevant, namely a decrease in the 

transformation of the cancer cell line and in the ability to form colonies. 

 

 

 

 

Keywords: Lung Cancer, Aged, Physical Exercise, Cell proliferation, Degree of Cell 

Transformation. 
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1. Introdução  
 

A neoplasia do cancro do pulmão é um problema de saúde atual, constituindo uma 

das principais causas de morte por cancro a nível mundial. A sua prevalência tem vindo 

a aumentar no sexo feminino e a sua incidência atingiu um aumento exponencial nos 

últimos anos da década de 90, ao contrário do sexo masculino em que a incidência e a 

prevalência têm vindo a diminuir. 

O objetivo deste estudo foi analisar as transformações ocorridas numa linha 

celular do cancro do pulmão exposta a soro humano condicionado de mulheres idosas 

submetidas a programas de treino aquático durante 28 semanas. O estudo incidiu sobre a 

análise dos efeitos de três tipos de programas (aeróbio, combinado, intervalado de baixa 

a alta intensidade) de exercício na capacidade clonogénica, na capacidade de adesão e na 

alteração metabólica das células de cancro do pulmão. Este estudo trará novas 

informações sobre o desenvolvimento das células de cancro do pulmão expostas ao soro 

de mulheres idosas condicionado por diferentes tipos de exercício.  

É possível que mesmo quando feito em idades mais avançadas o exercício possa 

ter um efeito protetor contra o cancro do pulmão. Na comunidade científica apenas foi 

identificado um estudo que utilizou cultura de células do cancro do pulmão expostas a 

soro humano de homens jovens condicionado por programas de exercício físico.  

 

1.1 História do cancro do pulmão  
 

O cancro do pulmão é uma das principais causas de morte relacionadas com o 

cancro, contudo, as variáveis de incidência e mortalidade variam muito a nível mundial 

(1). As previsões apontam para que os números de casos de cancro do pulmão aumentem, 

não só por causa do aumento dos hábitos tabágicos nos países menos desenvolvidos, 

como também consequência de uma população cada vez mais envelhecida (2). 

Aproximadamente 85% dos casos de cancro do pulmão advém do tabagismo (3), 

fazendo deste um dos principais fatores de risco (3,4), assim como doenças do foro 

pulmonar, nomeadamente a doença pulmonar obstrutiva crónica (DPOC), bronquite 

crónica ou asbestose, histórico familiar alusivos a outros tipos de cancros e ao cancro do 

pulmão (3). Grande parte dos casos de cancro do pulmão são diagnosticados em doentes 
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sintomáticos, quando já se encontra num estado bastante avançado o que contribui para 

uma baixa taxa de sobrevivência. 

No caso de Portugal, os Inquéritos Nacionais de Saúde de 2019 referem que 17,0% 

da população com 15 ou mais anos era fumadora, valores que sofreram um decréscimo 

quando comparados com 2014. É referido ainda que 1,3 milhões de pessoas (14,2%) 

fumavam diariamente e 248 mil (2,8%) fumavam ocasionalmente (5).  

A quantidade e duração do tabagismo está em grande parte relacionada com o 

desenvolvimento do cancro do pulmão (6–8), a duração da inalação do tabaco é 

considerada a ligação mais forte no desenvolvimento do cancro do pulmão (9). As 

evidências atuais apontam para que um fumador que fume um maço por dia durante 40 

anos tenham um risco de desenvolvimento do cancro do pulmão 20 a 50% superior 

comparado com um não fumador (10). De modo geral, um em cada nove fumadores 

desenvolve cancro do pulmão (11). 

Para além do tabagismo existem outros fatores associados ao risco de cancro do 

pulmão, nomeadamente: 1−historial familiar onde os fatores genéticos podem afetar o 

risco de desenvolver cancro do pulmão, independentemente da exposição ao cigarro 

(12,13); 2−doenças pulmonares como DPOC, bronquite crónica ou enfisema (14–16); 

3−efeitos do tabagismo passivo (17,18); 4−exposição prolongada ao radão (19–21); 5− 

historial médico de tratamento com radioterapia para um linfoma não Hodgkin ou para 

um cancro da mama (22,23). 

O aumento de casos de cancro do pulmão em Portugal e no mundo é uma barreira 

para o desenvolvimento humano e bem−estar, pelo que é urgente haver uma intervenção 

imediata, tanto a nível dos comportamentos societais como no estilo de vida de cada um.  

 

1.2 Epidemiologia  
 

A definição de cancro é explicada pelo processo de crescimento descontrolado, 

excessivo e indefinido de células que transpuseram os mecanismos centrais de controlo 

endógeno. Esta doença pode ser agrupada de acordo com os seus órgãos ou tecidos de 

origem, porém, hoje é possível de organizar através das características moleculares das 

células cancerígenas (24).  
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A taxa de incidência e de mortalidade está numa fase de crescimento em todo o 

mundo, as razões são múltiplas e complexas, podendo ser justificadas pelo 

envelhecimento e crescimento da população e pelas alterações na distribuição dos fatores 

de risco de cancro associados ao desenvolvimento económico (25,26). 

Nos países desenvolvidos há uma maior incidência de cancro, contudo estão à 

disposição serviços de saúde de melhor qualidade, que posteriormente têm efeitos na 

detenção, no diagnóstico e no tratamento do cancro (27).  

A Figura 1 representa a distribuição dos casos e das mortes dos dez cancros com 

maior incidência em todo o mundo. Em ambos os sexos, o cancro do pulmão é o que tem 

mais impacto (11.6% do total de casos) e a principal causa de morte por cancro (18.4%). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1ǀ Distribuição de casos e mortes para os dez cancros mais comuns em 2018 

para ambos os sexos (A). Em ambos os sexos, o cancro mais incidente e o que provoca um nivel 

maior de mortalidade é o cancro do pulmão com 11.6% e 18.4 % respetivamente (28). A 

incidência não é igual para todos os grupos etários, verificando-se que há um aumento 

considerável a partir dos 45−49 anos até aos 75−79 anos, seguido de um decréscimo que pode 

ser justificado por uma diminuição da população. Adaptado de Sung H et al. (29). 

 

 

À semelhança do que se passa no resto da Europa, existe um aumento regular da 

incidência de cancro em Portugal, com uma taxa de aproximadamente 3% a cada ano, 

aumento que pode em certa medida ser justificado pelo envelhecimento da população. 

Assim, o cancro pode estar relacionado com a idade (5) . O desenvolvimento do cancro é 

considerado um processo complexo, que tem sido estudado ao longo de muitos anos (30). 

O envelhecimento é precedido por processos que são determinados geneticamente, porém 
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podem ser modificados por fatores externos, nomeadamente, influências ambientais (31–

33). Acredita-se que o tabaco acelere o processo de envelhecimento (34). No entanto, os 

adultos com uma grande taxa de longevidade (descendentes de centenários) têm menos 

probabilidade de vir a desenvolver cancro (35–37), deste modo, o envelhecimento é um 

processo natural, não patológico, que pode não conduzir ao aparecimento do cancro (38).  

Independentemente da origem, existem características que são comuns à grande 

parte destas neoplasias, especificamente: autossuficiência em sinais de crescimento, 

insensibilidade a inibidores de crescimento, escape ao sistema imunitário, imortalização 

celular, promoção da inflamação pelo tumor, invasão e metastização, indução da 

angiogénese, instabilidade genómica e mutações, resistência à morte celular e por fim 

desregulação energética mitocondrial (30).  

 

1.3 Classificação 

 

De acordo com a Classificação Estatística Internacional de Doenças e Problemas 

de Saúde Relacionados ( ICD−10; C34), o cancro do pulmão é entendido como sendo 

uma neoplasia maligna de uma parte não especificada do bronco ou pulmão (39). Esta 

doença surge a partir de células que não são controladas, através do crescimento do 

epitélio que se alinha na árvore brônquica e que se pode espalhar para um local distante 

dos pulmões e deste modo produzir tumores metastáticos noutros fragmentos do corpo 

humano (nomeadamente, cérebro, ossos, fígado, glândulas suprarrenais) (39).  

Como referido anteriormente, o cancro do pulmão é o tipo de cancro mais 

frequente e a principal causa de morte entre todos os tipos de cancro, contudo, houve 

melhorias substanciais na biologia da doença, na aplicação de biomarcadores preditivos 

e aperfeiçoamento dos tratamentos que resultaram em progressos para muitos pacientes 

(40). Também as medidas de saúde pública para a redução das taxas de tabagismo 

contribuíram para que houvesse uma redução da incidência de cancro do pulmão e uma 

maior taxa de sobrevivência em países desenvolvidos (41–43).  

Estudos recentes afirmam que a incidência de cancro do pulmão está a diminuir 

no sexo masculino em comparação com o sexo feminino sendo justificado pelo atraso 

histórico na adoção e cessação do tabaco nas mulheres (43,44).  
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Esta neoplasia é uma doença heterogénea com características clínico patológicas 

muito abrangentes (45), podendo ser classificada como NSCLC (cancro do pulmão de 

não pequenas células) representando cerca de 85% dos diagnósticos para os quais a taxa 

de sobrevivência a cinco anos é de 15.9 % (46) e SCLC (cancro do pulmão de pequenas 

células) representando cerca de 15% dos diagnósticos. Estes tipos de cancro só são 

possíveis de distinguir ao microscópio com base no aspeto das células malignas, esta 

diferenciação é fundamental para um correto estadiamento, tratamento e prognóstico 

(45).  

 

1.3.1 Caracterização e tipos  
 

Cancro do pulmão de não pequenas células- NSCLC  

 

O NSCLC é subdivido em vários subtipos, nomeadamente, adenocarcinoma, 

carcinoma de células escamosas, epidermoide ou espinhocelular e por fim carcinoma de 

células grandes (47,48). O adenocarcinoma é o subtipo mais comum, especialmente entre 

os não fumadores e tem origem nas pequenas vias aéreas e nos alvéolos, aparecendo 

muitas vezes associado a locais de cicatrização. Ainda dentro da tipologia dos 

adenocarcinomas o subtipo mais comum é o carcinoma bronco-alveolar, muito comum 

no sexo feminino e nos sujeitos não fumadores (47). 

Nos últimos anos, observou-se um número crescente de casos da tipologia 

adenocarcinoma o que pode ser justificado pela mudança dos filtros dos cigarros com 

baixo teor de alcatrão. Esta redução faz com que a inalação seja mais profunda e deste 

modo atinga a periferia do pulmão (49). 

O NSCLC está presente em oito em cada 10 pessoas com cancro do pulmão e 

advém de uma acumulação de células danificadas, que tendem a crescer, multiplicar-se e 

propagar-se de uma forma descontrolada (50). Existem fatores de risco que podem ser 

evitados, nomeadamente fumar, estar exposto ao fumo passivo ou ao radão, amianto, 

urânio entre outros materiais radioativos e químicos. Por outro lado, há fatores que não 

podem ser alterados, como é o caso da poluição atmosférica, hereditariedade e 

radioterapia previa aos pulmões. Os sintomas são variados e não específicos, sendo que 

os possíveis incluem tosse persistente com sague, falta de ar, voz rouca, infeção 

pulmonar, fadiga e perda de apetite (50).  
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Cancro de pequenas células- SCLC  

 

Esta tipologia de cancro é classificada como sendo um carcinoma neuroendócrino 

muito violento, pouco diferenciado e de alto grau, representa cerca de 13% dos 

carcinomas pulmonares e normalmente é mais comum em fumadores que fumam há mais 

anos (51).  

A SCLC está fortemente relacionada com o tabaco, sendo que a sua prevalência 

tende a ser igual ao predomínio do tabagismo (52), apenas 2% dos casos de SCLC surgem 

em indivíduos que nunca fumaram (53). Muitos estudos afirmam haver ligação entre a 

exposição à poluição atmosférica (54) e ao radão (55) porém os resultados são limitados. 

Acredita-se que os fatores genéticos têm um papel reduzido à suscetibilidade de 

desenvolvimento de SCLC (56) . 

As características clínicas desta tipologia são diferenciadas, abrangem a 

localização predominantemente central do tumor primário nas principais vias aéreas e 

propagação extrapulmonar metastática. Uma vez que, esta tipologia tem um crescimento 

do tumor rápido, a grande parte dos indivíduos com SCLC são sintomáticos, sendo que a 

duração dos sintomas é inferior a três meses. Contudo, os sintomas mais comuns incluem 

tosse, pieira, dispneia, hemoptise, compressão superior da veia cava que resulta 

consequentemente num edema na parte superior do corpo (57).  

Estudos publicados recentemente evidenciaram que os indivíduos do sexo 

feminino, independentemente da idade, têm mais tendência a desenvolver este tipo de 

cancro do pulmão do que os do sexo masculino, sendo que as mulheres mais novas 

apresentam maior tendência do que as mais velhas. Este facto parece indicar que as 

mulheres que começam a fumar mais cedo parecem estar mais suscetíveis ao 

desenvolvimento do cancro do pulmão de pequenas células (55,58–61).  
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1.4 Benefícios do exercício para a saúde  
 

Um estilo de vida ativo é um fator importantíssimo que pode trazer melhorias na 

saúde física, mental e no bem−estar. Ser ativo traz benefícios que são independentes da 

idade, do sexo, da raça, da etnia e do nível de aptidão física (64). 

Por outro lado, a inatividade física é um dos principais fatores de risco de morte 

em todo o mundo (65). Moore et al., com uma amostra de 1,44 milhões de participantes, 

concluiu que existe uma associação entre o nível de atividade física e o risco de 

desenvolvimento de cancro. Neste estudo verificou-se  que o aumento da atividade física 

está associado à redução do risco de desenvolvimento de cancro de 13 dos 26 tipos de 

cancro analisados (66).  

A maioria das doenças crónicas e parte das perturbações mentais são influenciadas 

pela atividade física regular, tendo sido comprovado que apenas uma sessão de atividade 

física moderada teve impacto na redução da pressão arterial, na melhoria da sensibilidade 

à insulina, na melhoria do sono, na redução de sintomas de ansiedade e melhorias 

significativas a nível cognitivo (atenção e memória) (67).  

Com a prática regular de atividade física há uma melhoria constante da função 

física, reduzindo a mortalidade, assim como o risco de doença coronária, a hipertensão 

arterial, os acidentes vasculares cerebrais, a resistência à insulina, diabetes tipo 2, 

desenvolvimento de certos cancros, depressão, ansiedade, doenças neurodegenerativas e 

quedas. Além disso, há aumentos dos níveis de aptidão cardiorrespiratória e muscular, do 

reforço do sistema imunitário, composição corporal, melhoria da saúde óssea, aumento 

da saúde funcional e melhoria da função cognitiva (68).  

A prática de atividade regular ao longo da vida é importante e acarreta inúmeros 

benefícios, entre eles (67):  

o crescimento e desenvolvimento saudável; 

o melhoria da saúde óssea e controle de peso em crianças dos três aos treze 

anos; 

o melhoria da aptidão cardiorrespiratória e muscular; 

o benefícios para o cérebro, com grande influência na função cognitiva, na 

redução da ansiedade, da depressão, e do risco de deficiência cognitiva; 

o melhoria da qualidade de sono e da qualidade de vida; 
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o nas grávidas, há uma redução do risco de aumento excessivo de peso, 

diabetes gestacional e depressão pós-parto; 

o nos idosos, há uma redução significativa no risco de lesões, queda e uma 

melhoria na função física e na mobilidade. 

 

A atividade física é estimada através da aplicação do princípio FITT (F− 

frequência, I−intensidade, T−tempo e T− tipo). A frequência representa a quantidade de 

vezes que um sujeito é fisicamente ativo, a intensidade avalia o exercício, o tempo exibe 

a duração total da atividade, por fim o tipo de atividade pode ser de dois tipos, 

nomeadamente aeróbia ou anaeróbia (69).  

Em 2020, a organização mundial de saúde (OMS) partilhou novas diretrizes com 

foco na atividade física e no combate ao comportamento sedentário. Estas novas diretrizes 

aconselham a prática de 150−300 minutos de atividade física moderada ou 75−150 

minutos de atividade física vigorosa (70). Para os mais jovens, as diretrizes realçam a 

importância para uma maior atividade física diária (71).  

Uma vez que foi comprovado que a atividade física é um fator decisivo para saúde, 

existe cada vez mais um esforço político para aumentar os níveis de atividade física. 

Segundo o plano de ação mundial para a atividade física (GAPPA) 2018−2030 proposto 

pela OMS, o objetivo passa por ajudar os países a desenvolver ações políticas para 

promover a atividade física e minorar a inatividade física em 10% até 2025 e 15% até 

2030. Este plano realça quatro objetivos estratégicos (sociedades ativas, ambientes ativo, 

pessoas ativas e sistemas ativos) (72).  

 

1.5 Exercício físico no cancro 
 

As características genéticas do cancro, o estilo de vida e as variáveis ambientais 

são as influências com mais destaque no desenvolvimento do cancro (73). Além disso 

problemas de excesso de peso, de obesidade e de inatividade são também fatores de risco 

que contribuem para o desenvolvimento do cancro (74). Assim, a manutenção de um 

equilíbrio energético está associado à prevenção primária do cancro, à sobrevivência após 

o diagnóstico e à não recorrência do cancro (75,76) .  
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A atividade física pode atuar como um modificador dos efeitos do cancro do 

pulmão e um potencial fator modificável que tem influência sobre o cancro do pulmão e 

a sua incidência (77) .  

Vários estudos comprovaram a diminuição do risco de cancro do pulmão como 

mostra a Figura 2, quando comparando sujeitos fisicamente ativos com sujeitos 

sedentários, e o desfecho em todos eles foi uma diminuição de 20−50% do risco de 

desenvolvimento do cancro (78–96), sendo que os valores foram de 20−30% para o sexo 

feminino e 20−50% para o sexo masculino (97).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2ǀ Principais estudos epidemiológicos da atividade física e do cancro do pulmão de 

acordo com o sexo (97). 

A atividade física tem benefícios na função pulmonar, conseguindo melhorar a 

ventilação pulmonar e perfusão (98), esta melhoria irá provocar uma redução das 

partículas e dos agentes cancerígenos (99). O tipo, a intensidade e a duração do exercício 

físico tem a capacidade de moldar a resposta imunitária e inflamatória (100), 

nomeadamente aumentando o recrutamento de células natural killer (NK) para o sangue 

e melhorando a sua função, protegendo contra a carcinogénese através do reconhecimento 

e eliminação das células anormais (101) . 

O pulmão é um órgão que está em constante exposição à inflamação e a doenças 

infeciosas, o que consequentemente pode aumentar a suscetibilidade da transformação 

maligna (102). Os aumentos dos níveis de fatores pro-inflamatórios, nomeadamente a 

interleucina 6 (IL−6), a proteína C-reativa (CRP) e o fator de necrose tumoral−α (TNF− 
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α) estão relacionados com o aumento do risco de desenvolver cancro (103). Estudos 

recentes mostraram que o aumento dos níveis da atividade física (a uma intensidade 

moderada) diminui os marcadores de inflamação, sobretudo a IL−6, CRP e TNF−α (86). 

O vínculo entre atividade física e cancro pode também passar pelo tecido adiposo, 

uma vez que, um estilo de vida saudável tem um papel decisivo na manutenção fisiológica 

do tecido adiposo, controlando a deposição de triglicerídeos, o estado inflamatório, 

respostas imunes e atividade endócrina (104).  

A prática de exercício físico traz também benefícios no papel de apoio à gestão 

do cancro do pulmão e acarreta melhorias na qualidade de vida dos indivíduos em fase 

de tratamento, podendo ser destacados os seguintes:  

I. Aumento significativos da energia e da resistência. No caso do cancro do pulmão, 

os tratamentos causam muita fadiga e diminuição da resistência, sendo que a 

prática de exercício aeróbio regular como as caminhadas ou o andar de bicicleta, 

ajuda no aumento da aptidão cardiovascular, nos níveis de energia e no combate 

da fadiga relacionada com os tratamentos (105); 

II. Melhorias na força muscular e na flexibilidade. Nos tratamentos do cancro do 

pulmão há relatos de uma fraqueza muscular e de uma diminuição da 

flexibilidade, sendo que exercícios de força como levantamento de pesos ou até 

mesmo treino de resistência podem ajudar a manter ou até mesmo aumentar a 

força muscular e aumentar a flexibilidade, o que permite aumentos de mobilidade 

(106); 

III. O cancro do pulmão afeta diretamente todo o sistema respiratório provocando 

complicações respiratórias, porém o exercício físico pode melhorar a função 

respiratória, uma vez que aumenta a capacidade pulmonar, aumentando também 

a absorção de oxigénio e deste modo melhorar os níveis respiratórios (107);  

IV. O diagnóstico e o tratamento do cancro do pulmão têm um impacto negativo a 

nível emocional. Foi comprovado que a prática de exercício físico tem resultados 

positivos no humor através da produção de hormonas que regulam o humor 

(endorfinas, serotoninas, dopamina e oxitocinas) e na redução dos sintomas de 

ansiedade e depressão. Pode também proporcionar uma sensação de controlo e 

poder sobre a saúde (108).  
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O tipo, a intensidade e a duração do exercício físico tem a capacidade de moldar a 

resposta imunitária e inflamatória. A secreção prolongada de citocinas pró-inflamatórios 

podem levar à transformação de células que eventualmente levem ao desenvolvimento de 

cancro. O exercício físico pode reduzir muitos marcadores de inflamação.  

 

1.6 Relação entre idade e risco de cancro 
 

 

A idade é um dos principais fatores de risco do cancro, dado que as taxas de 

incidência e de mortalidade aumentam com o avançar da idade (109). A maioria dos 

tumores é diagnosticado em idosos e com um envelhecimento da sociedade é previsível 

um aumento de diagnósticos (110,111).  

O processo de envelhecimento é complexo e envolve múltiplos sistemas, 

nomeadamente alterações fisiológicas e moleculares que cooperam para a degeneração e 

declínio funcional de todos os órgãos e sistemas do corpo, que consequentemente 

contribuem para o aumento da suscetibilidade a várias doenças e ao aumento da 

mortalidade (112). 

Alguns dos mecanismos biológicos que estão presentes na regulação do 

envelhecimento estão também presentes na patogénese de doenças, como é o caso do 

cancro (113,114). Mudanças nos fatores ambientais irão permitir alterações nos 

mecanismos biológicos e deste modo retardar o envelhecimento (31).  

É na meia-idade que os fatores de risco (tabagismo, inatividade, má nutrição, 

consumo excessivo de álcool, infeções crónicas) começam a estar relacionados com o 

cancro e por esse motivo começam a ter impacto no dia-a-dia dos indivíduos (115,116) . 

A presença de várias condições e doenças crónicas como é o caso da obesidade e diabetes 

tendem a aumentar com a meia-idade e algumas destas condições tem sido associada ao 

risco acrescido de cancro assim como à redução da sobrevivência do mesmo (116). 

De acordo com Gregori et al. (117) existem fatores que explicam o motivo do 

cancro ser uma doença do envelhecimento, tendo por base a teoria da história de vida, ou 

seja, teoria que descreve os diferentes padrões de maturação, crescimento, reprodução e 

potencial duração de vida. O modelo oncogénico mostra que as alterações na estrutura e 

função dos tecidos nas idades mais avançadas criam oportunidades para a seleção de 

novos fenótipos oncogénicos que são adaptativos ao envelhecimento.  
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O termo “imunossenescência” representa o declínio das funções do sistema 

imunitário e ocorre com a idade. Os efeitos clínicos da imunossenescência debruçam-se 

sobre a resposta imunitária menos eficaz, tendo como consequência uma maior 

vulnerabilidade às infeções respiratórias, às neoplasias incluindo o cancro e às doenças 

cardiovasculares. Por outro lado, também há uma menor resposta às vacinas (118).  

A imunossenescência afeta alguns elementos do sistema imunológico inato, 

nomeadamente os monócitos, as células NK e as células dendríticas (DCs). Para além do 

sistema imunológico inato, também o sistema adaptativo é afetado especialmente os 

linfócitos B e T.  

O envelhecimento é um fenómeno multifatorial que acarreta: alterações nas 

células linfóides e mielóides através de distúrbios da medula óssea, Com o avançar da 

idade dá-se também uma diminuição das células T por involução do timo e distúrbios na 

formação, maturação homeostase e migração de linfócitos periféricos (119,120). 

Relativamente à imunidade inata nos idosos, sabe-se que existem perturbações 

funcionais dos neutrófilos, nomeadamente na quimiotaxia, fagocitose e produção de 

radicais livres acrescentado ainda uma diminuição da produção de citocinas (119). Os 

macrófagos apresentam uma menor percentagem na medula óssea e consequentemente 

uma menor produção de NO2 e H2O2 e de citocinas derivadas dos macrófagos como 

TNF−α e IL−1(119).  

Também as células dendríticas, apresentam um ligeiro declínio reduzindo a 

ativação e proliferação das células T e consequentemente prejudicando a ligação entre a 

imunidade inata e imunidade adquirida (119,121).  

As estratégias centradas na promoção de comportamentos saudáveis podem 

reduzir os valores de incidência de cancro, através de uma otimização do equilíbrio 

energético, eliminação da exposição ao tabaco e uma diminuição do consumo de álcool 

(122). 

O envelhecimento do sistema imunológico pode estar associado ao 

desenvolvimento de cancro, uma vez que, o sistema imunológico tem um papel 

fundamental na detenção e destruição de células cancerígenas. Há medida que se 

envelhece, este sistema sofre alterações que podem comprometer a sua eficácia.  
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1.7  Prescrição de exercício físico nos idosos 
 

 

A prática regular de exercício físico planeada e prescrita por profissionais é um 

fator positivo na melhoria da qualidade de vida dos idosos, uma vez que melhora os níveis 

de equilíbrio, previne as quedas, diminui a inflamação crónica de baixo grau e o 

desenvolvimento de doenças crónicas e degenerativas (123). 

De acordo com a literatura, os idosos com taxas mais elevadas de atividade física 

apresentam níveis baixos de triglicerídeos, de perdas ósseas e de gordura corporal e níveis 

mais altos de colesterol HDL, funcionalidade muscular e maior resposta das células à 

insulina (124,125). 

A prescrição de exercício físico na terceira idade, inclui trabalho de força, de 

agilidade, de flexibilidade, de resistência aeróbia e de coordenação (126). Segundo as 

diretrizes da OMS e do ACSM, a população idosa deve praticar duas a três vezes por 

semana exercícios de força, exercícios de flexibilidade, exercícios neuromotores, com 

uma duração de pelo menos 150 minutos de exercício aeróbio de intensidade moderada a 

vigorosa (127) por semana.  

 De acordo com Quist et al (2012), o exercício físico deve ser moderado para que 

seja possível obter melhores resultados nos níveis de bem-estar, na esperança de vida e 

na resistência ao tratamento do cancro (128) .  

Num estudo defendido por Temel et al (2009) e Quist et al (2012) um programa 

de exercício físico deve conter diferentes abordagens, nomeadamente, aquecimento, 

treino muscular, treino aeróbio, finalizando com uma fase de relaxamento.  

Num estudo desenvolvido por Zaleski et al. representado na Tabela 1, foram 

abordadas as recomendações gerais de prescrição para o idoso de acordo com várias 

associações e instituições, entre elas, a Centers for Disease Control and Prevention, 

American College of Sports Medicine/American Heart Association, Canadian Society of 

Exercise Physiology National, World Health Organization Institutes of Health e British 

Geriatric Society (129).  
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Tabela 1ǀ Recomendações gerais de prescrição do exercício para idosos de acordo com a 

ACSM/AHA. Adaptado de Zaleski et al. (129). 

 

F  (frequência) 

≥ 5 dias/semana (moderado) 

3 a 5 dias/semana (moderado−intenso) 

≥3 dias/ semana (intenso) 

I  (intensidade) Moderado a intenso 

T  (tempo) 
≥ 30 minutos/dia (moderado) 

≥ 20 minutos/dia (intenso) 

T  (tipo) Aeróbio 

Adjuvante 1 

Treino de força (fortalecimento músculo−esquelético) 

≥ 2 dias/semana (não consecutivo) 

8 a 10 exercícios  

≥1 série de 10 a 15 repetições  

Adjuvante 2 
Flexibilidade  

≥ 2 dias/semana, pelo menos 10 minutos/dia 

Adjuvante 3 
Equilíbrio  

≥ 3 dias/semana 

V  (volume) 
≥ 150 minutos/semana (moderado) 

≥ 75 minutos/semana (intenso) 

 

Uma vez que a população idosa é heterogénea relativamente ao estado de saúde e 

funcionalidade, é de esperar que os programas de exercício físico sejam específicos e 

individualizados, tendo sempre em atenção as comorbilidades ou condições geriátricas 

que limitem certos exercícios (129,130).  

Segundo as recomendações da ACSM, é aconselhado que a população idosa seja 

avaliada previamente, para que seja possível a identificação de patologias de risco que 

contraindiquem a prática de exercício físico, nomeadamente problemas como 

insuficiência cardíaca congestiva descompensada, embolismo recente, hipertensão não 

controlada, estenose aórtica severa, diabetes mellitus descompensada, entre outros (129).  

Para um idoso sedentário, a prescrição inicial passa por incentivar a atividade 

física do quotidiano (caminhadas), dado que, inicialmente o objetivo é aumentar o tempo 
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ativo e combater o sedentarismo (130). Posteriormente será acrescentado um programa 

de exercício estruturado com exercícios aeróbios, treino de resistência/força e exercícios 

com foco no equilíbrio e flexibilidade (130).  

Relativamente à prescrição de exercício para pacientes com cancro, existe pouca 

informação sobre qual a melhor prescrição uma vez que, existe uma grande variedade de 

cancros e cada sujeito responde de modo diferente aos tratamentos desta patologia, sendo 

necessário proceder-se a uma avaliação clínica para a melhor prescrição (131).  

De acordo com a ESSA (Exercise and Sports Science Australia), os pacientes com 

cancro devem ter como objetivo mínimo a prática de exercício físico de intensidade 

moderada, contudo não é aconselhável após uma operação cirúrgica ou fatores médicos 

individuais e presença de náuseas (132).  

Para pacientes com cancro do pulmão, Capozzi et al. definiu as primeiras 

prescrições de exercício físico(133), que se encontram descritas na Tabela 2.  

 

Tabela 2ǀ Recomendações gerais de prescrição do exercício para pacientes com cancro do 

pulmão. Adaptado de Capozzi et al.et .(133) 

F  (frequência) 1 a 7 sessões/ semana  

I  (intensidade) Baixa a vigorosa 

T  (tempo) 20 a 120 minutos/ sessão 

T  (tipo) 

Aeróbio 

Resistência  

Flexibilidade  
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2. Materiais e Métodos 
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2.1  Materiais gerais  
 

 

No trabalho de investigação desenvolvido no âmbito desta dissertação foram 

utilizados os materiais e equipamentos que constam na Tabela 3. 

 

Tabela 3ǀ Lista de materiais e equipamentos utilizados no trabalho experimental realizado no 

âmbito desta dissertação. 

  Material                                  Fabricante                   Referência                Fornecedor 

Materiais gerais 

Ácido acético    

Ácido etilenodiaminotetracético (EDTA, 

C10H16N2O8, > 99%) 
Sigma-Aldrich® E5134 

Sigma-Aldrich® Química S.A., 

Sintra Portugal 

Ácido tricloroacético, TCA (C2HCl3O2) Sigma-Aldrich® T6399 
Sigma-Aldrich® Química S.A., 

Sintra Portugal 

Azul de tripano 0,4% (w/v) 

(TB, C34H28N6O14S4) 
Sigma-Aldrich® T8154 

Sigma-Aldrich® Química S.A., 

Sintra Portugal 

Bicarbonato de sódio 

(NaHCO3) 
Sigma-Aldrich® S5761 

Sigma-Aldrich® Química S.A., 

Sintra Portugal 

Cloreto de potássio 

(KC1, ≥ 99%) 
Sigma-Aldrich® P5405 

Sigma-Aldrich® Química S.A., 

Sintra Portugal 

Cloreto de sódio 

(NaCl, 99,0-101,5%) 
VWR Chemicals 27810.295 Internacional, Belgium 

Dimetilsulfóxido 

(DMSO, C2H6OS, ≥ 99.9%) 
Sigma-Aldrich® 472301 

Sigma-Aldrich® Química S.A., 

Sintra Portugal 

Filtros de seringa esterilizados (AC) 0,22 

µm 
Frilabo MCA02522 Frilabo, Maia, Portugal 

Fosfato de potássio monobásico 

(KH2PO4, ≥ 99,0%) 
Sigma-Aldrich® P5379 

Sigma-Aldrich® Química S.A., 

Sintra Portugal 

Fosfato de sódio dibásico 

(Na2HPO4, ≥ 99%) 
Sigma-Aldrich® S0876 

Sigma-Aldrich® Química S.A., 

Sintra Portugal 

Frascos de cultura, multipoços, tubos de 

centrifugação e pipetas serológicas 
Instituto Superior Técnico - Coimbra 

Glutaraldeído, 6,0% (v/v) 

(C5H8O2) 
Sigma-Aldrich® 111308 

Sigma-Aldrich® Química S.A., 

Sintra Portugal 

Hidróxido de sódio 

(NaOH, ≥ 98,0%) 
Sigma-Aldrich® 71689 

Sigma-Aldrich® Química S.A., 

Sintra Portugal 

 Três poços de inserção IBIDI® 80369 
Enzifarma−S.A., Lisboa 

Portugal  

Kit L-lactate (LAC) Randox LC2389 
Irlandox Laboratories Lda., 

Porto, Portugal 

Materiais gerais 

Meio RPMI−1640 Sigma-Aldrich ® R6504  1L 
Sigma-Aldrich® Química S.A., 

Sintra Portugal 
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  Material                                  Fabricante                   Referência                Fornecedor 

Placas multipoços (24 poços) Frilabo 4430300N Frilabo, Maia, Portugal 

Placas multipoços (24 poços) Costar ® 3526 Frilabo, Maia, Portugal 

Placas multipoços (96 poços) Frilabo 4430100N Frilado, Maia, Portugal 

Solução de tripsina de pâncreas suíno, 

2,5% (p/v) 
Sigma- Aldrich ® T4549 

Sigma-Aldrich® Química S.A., 

Sintra Portugal 

Soro fetal bovino Life technologies TM 10270-106 Alfagene®, Carcavelos, Portugal 

Sulforhodamina B 

(C27H29N2NaO7S2 Teor de corante 75%) 
Sigma- Aldrich ® 230162 

Sigma-Aldrich® Química S.A., 

Sintra Portugal 

Unidade de filtro de seringa, 0,22 µm, 

PVDF, 33 mm 
Millex ® SLGV033RB Frilabo, Maia, Portugal 

Violeta de Cristal 0,5% (w/v) 

(C25N3H30CI) 
Sigma-Aldrich ® 548629 

Sigma-Aldrich® Química S.A., 

Sintra Portugal 

Equipamentos gerais 

Autoclave Prestige Medical 220140 

Ezequiel Panão Jorge, 

Electromédica, Coimbra, 

Portugal 

Balança (analítica) Acculab ALC-810.2 Sartorius, S.A, Lisboa, Portugal 

Balança (precisão) Acculab ALC-210.4 Sartorius, S.A., Lisboa, Portugal 

Balança digital Seca Model 770  

Banho de água Clifton ® NEI- 14 79004 Frilabo, Lda., Porto, Portugal 

Banho seco Biogen Científica 

AccuBlock 

Digital Dry 

Bath Model 

D1100 

Biogen Cientifica Madrid, Spain 

Câmara Olympus EP50 Olympus, Central Valley, USA 

Centrifugadora 
MPW Medical Instruments 

® 
MPW-350R 

MPW Medical Instruments ®, 

Warsow, Poland 

Centrifugadora Thermo ScientifcTM 
Heraeus 

Labofuge 400R 
 

Incubadora de CO2 Sanyo 
COM-

19AIC(UV) 
Sanyo, San Diego, USA 

Leitor de microplacas Biotek 
µQuant 

 

IZASA Portugal, Carnaxide, 

Portugal 

Equipamentos gerais 

Medidor de pH SevenCompact S220 Mettler Toledo, Porto, Portugal 

Microcentrifugadora Eppendorf Minispin 
VWR International Lda., 

Carnaxide, Portugal 

Microscópio ótico Olympus CKX53 Olympus, Central Valley, USA 
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  Material                                  Fabricante                   Referência                Fornecedor 

Recipiente de azoto líquido Cryo Diffusion S.A.S. B2048 
Cryo Diffusion S.A.S., Lery, 

France 

Recipiente de congelação Mr. Frosty ™ Thermo Scientifc ™ 5001-001 
VWR International Lda., 

Carnaxide, Portugal 

Rotador de microplacas 
Digisystem Laboratory 

Instruments Inc. 
DSR 2800V 

Reagente 5 Quimica e 

Eletronica Lda. Porto 

Sistema de purificação de água Millipore S.A. 
Slimplicity ® 

SIMS50000 

Interface, Equipamento e 

Técnica Lda., 

 

 

2.2 Material biológico 
 

 

A linha celular A549 utilizada em todas as experiências presentes nesta 

dissertação, foi obtida através da American Type Culture Collection (ATTC ref. CCL- 

185™) e facultada pela Dr. Paulo Oliveira do grupo de Mitocôndria, Metabolismo e 

Doenças do Centro de Neurociências e Biologia Celular. A cultura celular para este 

projeto iniciou-se na passagem número 22. 

As células cancerígenas A549 foram estabelecidas pela primeira vez por D.J Giard 

(134), através da remoção e cultivo de tecido carcinoma pulmonar do tumor de um 

homem caucasiano de 58 anos de idade. São caraterizadas por serem escamosas e 

responsáveis pela difusão da água e eletrólitos através dos alvéolos, têm a capacidade de 

sintetizar lecitina e contêm uma elevada percentagem de ácidos gordos insaturados que 

são responsáveis pela manutenção dos fosfolípidos da membrana. Quando expostas a 

cultivo in vitro, estas células crescem como monocamada e naturalmente aderem ao 

frasco de cultura, como representado na Figura 3 (135). 
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2.3 Cultura de células A549 
 

 

Todas as soluções e meios utilizados no cultivo da linha celular A549 foram 

devidamente esterilizadas com água ultrapura, com exceção dos componentes de 

termolábeis, e foram autoclavadas com uma duração média de 15 ou 20 minutos (o tempo 

foi determinado consoante o tamanho da carga e o conteúdo), tendo sido a maioria 

autoclavada a uma temperatura de 121 ºC (26 psi). 

 

2.3.1  Meio da cultura  
 

O meio de cultura utilizado foi previamente filtrado (Nalgene™ Rapid−Flow™ 

unidades filtrantes descartáveis estéreis com Membranas PES, 127−0020), suplementado 

com o soro fetal bovino (Life Techonologies™, 10270−106) e armazenado a 4 ºC.  

 

Figura 3ǀ Micrografia representativa (ampliação de 100×) das células A549 na passagem 24. 

As imagens foram recolhidas no laboratório de cultura de células da FCDEF.   
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Composição: 

o Meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI 1640) (Sigma−Aldrich®, R6504 

×1L) com L-glutamina, sem bicarbonato de sódio, em pó, adequado para a 

cultura celular em questão; 

o NaHCO3 (Sigma−Aldrich®, S5761) a 2 g L-1; 

o pH ajustado a 7,1−7,3 através do medidor de pH; 

o Soro fetal bovino (Vida Techologies ™, 10270−106) a uma concentração de 

10% (v/v). 

2.3.2 Soluções  
 

Solução salina tamponizada com fosfato (PBS)  

Composição:  

o  1,37 mol dm-3 NaCl (99,0-101,5%, VWR Chemicals, 27810.295); 

o  0,027 mol dm -3 KCl (> 99%, Sigma−Aldrich®, P5405); 

o  0,1 mol dm-3 Na2HPO4 (≥ 99%, Sigma−Aldrich®, S0876); 

o  0,02 mol dm-3 KH2PO4 (≥ 99,0%, Sigma−Aldrich®, P5379). 

Para se obter as concentrações acima mencionadas, foram adicionados a 500 mL 

de água ultrapura, 0,027 mol dm-3de KCl e 0,02 mol dm-3 KH2PO4. Após a diluição total, 

o pH da solução foi ajustado utilizando soluções diluídas de HCl e NaOH, em adições 

gota−a−gota, até perfazer um pH de 7,4. A solução de trabalho PBS 1× foi preparada 

diluindo 10× a solução PBS 10×. 

 

Solução aquosa de tripsina de pâncreas suíno, 0.25% (w/v) 

 Composição: 

o 90 mL PBS 1×; 

o 20 mg EDTA (> 99%, Sigma−Aldrich®, E5134); 

o 10 mL de tripsina pancreático suíno a 2,5% (w/v) (Sigma−Aldrich®, T4549). 

 

A solução PBS 1× e EDTA (90 mL) foi previamente autoclavada, de acordo com 

as instruções referidas no ponto 2.3, e uma alíquota de 10 mL de solução aquosa de 
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tripsina pancreático suíno a 2,5% (w/v) foi adicionada à solução. De referir que a alíquota 

mencionada estava armazenada no congelador a −20 ºC.  

2.3.3 Iniciação da cultura de células 
 

Para iniciar a cultura de A549, uma alíquota foi descongelada e transferida para 

um frasco T75 com meio de cultura pré aquecido. As células foram incubadas durante 24 

horas a uma temperatura de 37 ºC e com 5% (v/v) de CO2/ 95% (v/v) de ar. De seguida, 

o meio foi substituído para retirar o dimetilsulfoxido (DMSO), que é um constituinte do 

meio de congelação (Figura 4).  
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2.3.4 Rotina da cultura de células 
 

As culturas foram mantidas incubadas a 37 ºC numa estufa humificada com 5% 

(v/v) de CO2/95% (v/v) de ar. Para iniciar o processo de cultura de células a densidade 

semeada foi de 2000 células/cm2, com passagem celular ao sétimo dia de incubação e 

com troca de meio de cultura ao quarto dia.  

Todo o procedimento de passagem celular foi realizado dentro de uma câmara de 

fluxo em condições de assepsia. As culturas utilizadas foram cultivadas em frascos de 25 

(T25) ou 75 (T75) cm2 de área de crescimento conforme representado na Figura 4. 

Figura 4ǀ Procedimentos para se iniciar a cultura de células A549. Descongelamento de uma 

alíquota, transferidas para um novo frasco com meio pré aquecido. Depois de 24h incubadas a 37 

ºC e 5% (v/v) de ar, o meio deve ser substituído por meio de cultura novo, com o objetivo de ser 

eliminar o DMSO e as possíveis células mortas. Posto isto, a cultura deve ser novamente incubada 

a 37 ºC e 5% (v/v) de CO2/95% (v/v) até ter uma confluência apropriada para uma subcultura. 
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A realização da passagem efetuou-se de acordo com os seguintes processos:  

1. Retirou-se o meio do T25 ou T75; 

2. Lavou-se o T25 ou o T75 duas vezes com dois mL ou três mL de PBS 

respetivamente; 

3. Colocou-se um ou três mL de tripsina por toda a superfície de crescimento, 

consoante se tratasse de T25 ou T75 (o efeito da tripsina foi crucial para a 

suspensão das células, uma vez que digere as proteínas da membrana 

envolvidas na aderência celular e no substrato da célula (136)).  

4. O excesso de tripsina foi removido após 30 segundos de atuação. Logo de 

seguida o T25 ou o T75 ficou incubado durante dois minutos e 30 segundos, 

desta forma, as células ficam destacadas sendo facilmente detetadas, dado que 

se tornam redondas e mais pequenas como representado na Figura 5.  

Considerando que é importante não perder a integridade celular e 

consequentemente provocar danos intracelulares, a tripsinização deve ser controlada. 

Para inibir a tripsina, normalmente são adicionados 5 mL ou 8 mL de meio ao frasco T25 

ou T75 respetivamente. 

5. A suspensão celular foi colocada dentro de um tubo de centrifugação para ser 

centrifugada a 300g durante cinco minutos. O sobrenadante foi retirado do 

T25 ou do T75 e o sedimento ressuspenso em cinco ou oito mL de meio de 

cultura, dependendo do tamanho do frasco. 

6. Posto isto, um pequeno volume da suspensão celular foi retirado para realizar 

a contagem. Por fim, e efetuados os cálculos do número de células existentes 

na cultura, foram colocados noutros frascos (T25 ou T75) o volume de 

suspensão celular e o volume de meio necessários para que as mesmas 

cresçam. 
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Figura 5ǀ Representação esquemática dos principais passos necessários para a subcultura 

celular. A subcultura foi realizada com uma confluência aproximadamente de 80%. O meio foi 

removido e as células foram lavadas duas vezes com PBS. Após a tripsinização, as células 

foram recolhidas com meio e centrifugadas. O sobrenadante foi ressuspenso num meio de 

cultura e, após contagem de células, um volume apropriado de suspensão celular foi transferido 

para um novo frasco. 

 

2.3.5. Criopreservação celular 
 

A criopreservação é um método de armazenamento que permite guardar as células 

viáveis durante vários anos. Através deste método as células são mantidas em azoto 

líquido a uma temperatura que ronda os −196 ºC (137,138). Sempre que necessário, as 

alíquotas congeladas podem ser descongeladas seguindo o processo descrito no ponto 

2.3.4. 

A criopreservação tem várias vantagens, nomeadamente a redução do risco de 

contaminação, a redução de contaminação cruzada com outras linhas celulares, a redução 

do risco de deriva genética e a redução de alterações morfológicas das células.  

O processo de congelação é fundamental na medida em que mal efetuado pode 

ser letal para as células. O DMSO (uma pequena molécula que se difunde facilmente nas 

células) que é o mais utilizado como crioprotetor, dentro das células provoca uma 
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diminuição gradual da formação de cristais de gelo, alterações de pH e de proteínas 

desnaturadas. Contudo, esta pequena molécula é citotóxica e como tal não deve ser 

adicionada numa concentração a 10% (v/v) (139,140).  

Para se iniciar o processo de congelação, as células antes de se atingir uma grande 

confluência, devem ser transferidas para um tubo de centrifugação e centrifugadas. O 

sobrenadante obtido da centrifugação deve ser ressuspenso no meio de cultura com soro 

fetal bovino (FBS) e com DMSO numa proporção de 7:2:1.  

As alíquotas de um mL, que têm entre um a quatro milhões de células, devem ser 

transferidas para um contentor de congelação armazenado a −80 ºC. (Mr. Frosty™) 

durante 24h.  

O Mr. Frosty™ foi cheio com isopropanol, o que permitiu um arrefecimento 

progressivo das células, −1 ºC por minuto. Posteriormente as células são armazenadas 

num recipiente de azoto líquido a −196 ºC como mostra a Figura 6 (141).  

 

Figura 6ǀ Mr. Frosty é um sistema que serve para que os tubos (1 a 5 mL) alcancem uma taxa de 

arrefecimento próxima de −1 ºC/minuto, a taxa ideal para a preservação das células. Inicialmente deve ser 

armazenado a −80 ºC durante 24 horas e posteriormente as células devem ser armazenadas num recipiente 

em azoto liquido a −196 ºC.  

2.4 Contagem de células através do método de exclusão do azul de tripano 
 

 

Para se realizar a contagem de células através do método de exclusão do azul de 

tripano foi necessário um microscópio invertido, um hemocitómetro e o corante azul 

tripano.  
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O azul de tripano é um corante bastante utilizado uma vez que oferece a vantagem 

de permitir a distinção entre células vivas e mortas (142) . Este corante permeia as células 

mortas, ou danificadas, corando o citoplasma de azul. Desta forma, são facilmente 

identificadas distinguindo-se das células vivas pois a membrana destas impende a 

penetração do corante ficando brilhantes quando vistas ao microscópio (139,142). Este 

método é bastante utilizado na cultura celular, nomeadamente na preparação de culturas 

para a realização de experiências, na determinação dos tempos de duplicação e nas 

avaliações de citotoxicidade.  

Para a contagem celular, colocou-se um pequeno volume de suspensão celular 

justamente com o corante azul tripano (50 µL de cada). Cada câmara do hemocitómetro 

deve ser preenchida fazendo-se de seguida a contagem como representado na Figura 7. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

Figura 7ǀ Representação esquemática de um hemocitómetro. Para se realizar a contagem de 

células é necessário colocar uma lamela sobre o hemocitómetro, posteriormente coloca-se a 

mistura de 50 µL de azul tripano e 50 µL de suspensão celular em ambas as câmaras de contagem. 

As células que estão nos quadrantes (1-4), são contadas como mostra o painel (A), assim as células 

que se encontram dentro da grelha e sobreposta com a parte superior e as extremidades esquerda 

(círculos com visto verde) são incluídas na contagem, por outro lado os círculos com a cruz 

vermelha por estarem superpostos com os bordos direitos são excluídos. 

 1  2 

 3  4 

 (A) 
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Para que seja mantido uma homogeneidade celular é necessário que em cada 

rotina, ou preparação de experiências, sejam realizadas duas contagens de cada 

suspensão, sendo que, quando há uma diferença superior a 10% entre as duas, é necessário 

fazer uma terceira contagem.  

Uma vez que o volume de cada câmara de contagem é de 1 × 10-4 mL, sabendo o 

valor médio de células nos oito quadrantes e tendo em conta o fator de diluição (2), é 

então possível calcular o número de células por mililitro (143). 

 

 

Nº de células/ mililitro =  𝑥 × (fator de diluição ÷ 1 × 10-4)        Equação 1 

 

  𝑥 − representa o valor médio de células contadas nos oito quadrados. 
 

 

 

 

2.5 Ensaios de viabilidade celular  
 

 Os ensaios de viabilidade celular são métodos usados para se estimar a quantidade 

de células viáveis através de alguns indicadores de funções celulares, como são exemplo 

a produção de ATP, a integridade da membrana plasmática, a aderência celular, a 

atividade de captação de nucleotídeos e a oxirregulação de coenzimas (144). 

Normalmente são ensaios que se realizam para avaliar as células metabolicamente ativas 

com resposta a estímulos extracelulares (145), a fármacos (146), a agentes químicos (147) 

ou com a finalidade de otimizar as condições de cultura celular (148) .  

Os ensaios de viabilidade celular podem ser classificados pelo procedimento de 

quantificação celular, nomeadamente, métodos colorimétricos, por exclusão de corante, 

e luminométricos (149). Nos métodos colorimétricos, conseguimos a partir da medida de 

absorvância por espectrofotometria, avaliar a quantidade de células viáveis (150). Os 

métodos colorimétricos são muito utilizados por serem de rápida aplicação e fácil 

automação. 

Os ensaios de quantificação de L-lactato, de sulforodamina B (SRB) e 

clonogénico, realizados no âmbito desta dissertação, classificam-se como métodos 

colorimétricos (150). 
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2.5.1 Quantificação do L-lactato 
 

O L−lactato presente no meio de cultura foi quantificado recorrendo a um ensaio 

enzimático. O aumento dos níveis de concentração de L−lactato indicam que há um 

aumento das taxas de fermentação do ácido lático (151). 

O reagente utilizado na preparação deste ensaio veio em forma de duas soluções: 

reagente 1 (R1b) que contém NADH e reagente 2 (R1a) que contém uma solução tampão 

com um pH de 7,5 e suplementado com piruvato de sódio e fosfato salino. As soluções 

foram misturadas na proporção de 4:1 (v/v) (152). 

O objetivo deste ensaio foi estimar a produção de L−lactato durante três horas nos 

meios de culturas expostas a diferentes soros condicionados por exercício. Os aumentos 

de concentrações indicam aumentos das taxas de fermentação do ácido lático.  

Procedimentos: 

As culturas foram preparadas numa placa de 96 poços. Após 72h de incubação, o 

meio foi removido e adicionou-se 100 µL de meio suplementado com 10% de soro 

humano condicionado pelo exercício. Após este processo, foram novamente incubadas 

durante três horas. De seguida, procedeu-se à recolha de 6 µL do meio e adicionou-se 200 

µL de solução (R1b e R1a). Para terminar, a placa foi mantida em agitação entre cinco e 

dez minutos e procedeu-se à leitura da absorbância a 550 nm no leitor de microplacas 

como representado na Figura 8. 

                 

 

 

Figura 8ǀ Leitor de microplacas com a capacidade de fazer leituras a um valor de absorbância de 550 

nm de comprimento de onda.  
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A curva padrão (A550 versus concentrações de lactato) foi obtida através de cinco 

soluções aquosas de L-lactato. A cada amostra foram ajustados os valores de lactato e da 

água ultrapura como mostrado na Tabela 4. 

 

Tabela 4ǀ Volumes da solução utilizadas para a preparação da curva padrão para análise da 

quantificação do L-lactato, obtida através do Kit Randox (152). 

Amostras Lactato Água ultrapura 
Concentrações 

de L−lactato 

Amostra 1 0 µL 6 µL 0 mM 

Amostra 2 1,5 µL 4,5 µL 1,095 mM 

Amostra 3 3 µL 3 µL 2,190 mM 

Amostra 4 4,5 µL 1,5 µL 3, 285 mM 

Amostra 5 6 µL 0 µL 4,380 mM 
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2.5.2. Sulforodamina B  
 

O ensaio SRB é um teste colorimétrico que permite quantificar indiretamente a 

toxicidade dos compostos nas células aderentes. Este método foi desenvolvido por 

Skehan em 1990 (153). 

A SRB é uma molécula composta por três anéis interligados: o xanteno, dois 

grupos dietilaminas e um anel di-hidroxosulgonico (monossacarídeo). Esta molécula 

possui uma alta afinidade por interação eletrostática com aminoácidos catiónicos 

(arginina, histidina e lisina) em condições ácidas moderadas.  

Após o tempo de incubação, as células devem ser fixadas e os aminoácidos 

catiónicos devem estar com carga superficial positiva. Esta positividade irá permitir que 

todo o excesso de SRB seja descartado, restando apenas uma quantidade proporcional à 

quantidade de proteínas ligantes, que por sua vez é proporcional ao número de células 

viáveis. 

Este teste permite estimar a densidade celular através da medição do conteúdo 

proteico, densidade essa que pode, por sua vez ser utilizada para avaliar a proliferação 

celular, entre muitos outros parâmetros.  

 

Procedimentos: 

Depois de um período de incubação com meio suplementado com soro 

condicionado (24h ou 72h) as culturas foram fixadas com ácido tricloroacético (TCA) a 

10% (wt/vol), permitindo a aceleração das proteínas celulares através da interação 

eletrostática entre os iões tricloroacético e as aminas primárias. Após este período 

procedeu-se à lavagem com água, para que fosse possível adicionar a SRB, aguardando-

se meia hora para que ocorresse uma atuação deste corante.  

De seguida, a SRB foi solubilizada pelo menos quatro vezes com acido acético a 

1% (vol/vol). O corante que está ligado à proteína foi diluído numa solução base Tris 10 

mM o que permitiu realizar a leitura da placa através de um leitor de microplacas com 

um comprimento de onda de 550 nm (154).  
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2.5.3 Ensaio clonogénico  
 

O violeta de cristal é um corante com propriedades antibacterianas, antitumurais 

e antifúngicas (155). Este corante é muito utilizado para a coloração de Gram (156) e para 

a quantificação de células aderentes (157). O ensaio clonogénico avalia a citotoxidade, 

propriedade prejudicial de uma substância em relação às células, e avalia a capacidade de 

uma única célula desenvolver uma colónia, permitindo assim determinar a sobrevivência 

celular. Este ensaio foi desenvolvido por Saotome (158). 

Procedimentos: 

As culturas foram preparadas numa placa de 24 poços. Após 10 dias de incubação 

com meio suplementado com soro humano condicionado, o meio da cultura foi removido 

de cada poço sendo cada um deles lavado com PBS (500 µL).  

Em cada poço foram adicionados 300 µL de solução de violeta de cristal a 0,5% 

(m/v) para que fosse possível interagir com as proteínas e com o DNA das células 

saudáveis remanescentes. As culturas foram mantidas nestas condições em temperatura 

ambiente durante 40 minutos. Posteriormente o corante que não se ligou às células foi 

removido e os poços foram lavados com água. Por fim, todos os poços foram fotografados 

e o tratamento de imagens foi feito no programa Imagej, como mostra a Figura 9.  

 

 
 
 
 
 
 

 
 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

(A) 
(B) 

Figura 9ǀ Ensaio clonogénico antes do tratamento de imagem (A) e após o tratamento (B). 

Este ensaio permite obter informações quantitativas sobre a citotoxidade celular. As imagens 

foram recolhidas no laboratório de cultura de células da FCDEF. 
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2.5.4 Migração celular 
 

O ensaio ferida é um método simples que estuda a migração de células 

cancerígenas in vitro. Baseia-se na observação de células que crescem em monocamada 

e migram para restabelecer os contactos celulares após o desenvolvimento de uma ferida 

artificial. Os comportamentos das células regulam a cicatrização de feridas durante as 

fases de proliferação e migração (159).  

Procedimentos: 

Para este ensaio foi necessário criar uma ferida numa monocamada de células 

(através da utilização de três poços com inserção, IBIDI®) seguindo-se a recolha de 

imagens às 0h e às 18h. Estas imagens permitiram analisar e comparar a área sem células 

nos tempos iniciais (0h) e tempos finais (18h) através do programa ImageJ como mostra 

a Figura 10.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.6. Desenho do estudo  
 

Para a realização desta dissertação foram utilizados soros de um ensaio controlado 

randomizado que recolheu amostras de idosos não institucionalizados intervencionados 

com um programa de exercício aquático (160). Todo o estudo desenvolvido por Farinha 

et al. foi realizado de acordo com as recomendações da Declaração de Helsínquia sobre 

os Estudos Humanos (161).  

(A) (B) 

Figura 10ǀ Ensaio ferida às 0h (A) e após 18h (B). Este ensaio permite obter informações 

sobre a taxa de migração das células. As imagens foram recolhidas no laboratório de 

cultura de células da FCDEF. 



 

 

51 

 

O estudo de Farinha et al (160) debruçou-se na análise do impacto de diferentes 

programas de exercício aquático no perfil imunológico dos idosos. Os programas de 

exercício aquático utilizados dividiram-se em aeróbio (AerG), exercício intervalado 

(IntG) e exercício combinado (ComG). As amostras sanguíneas foram recolhidas em dois 

momentos específicos, pré−intervenção (basal, momento 1) e pós−intervenção (após 28 

semanas, momento 2) em tubos de colheita de soro que foram depois centrifugados a 

3000 rpm durante 20 minutos. O sobrenadante foi recolhido e armazenado a −80 ºC até 

ser utilizado no meio de cultura celular.  

 

2.7. Protocolos de exercício  
 

Os três programas de exercício tiveram uma duração de 28 semanas, com dois 

treinos por semanas em dias não consecutivos. Todos os programas possuíram 

características semelhantes: uma duração de 45 minutos, que segundo Rynders (162) é o 

tempo suficiente alterar os padrões na população idosa, todos os protocolos foram em 

meio aquático, com um nivel de água entre 0,80 e 1,20 m e temperatura que rondava os 

32 ºC.  

 Todas as sessões foram divididas em três partes: a parte inicial, parte principal e 

parte final. A primeira parte teve uma duração de dez minutos onde se pretendia que 

houvesse uma adaptação e aclimatização ao meio aquático através de exercícios simples, 

nomeadamente deslocamentos laterais e movimentos isolados. Após os dez minutos, os 

exercícios iam progressivamente aumentando tanto a complexidade como a intensidade 

durante 30 minutos. Posto isto, a parte final com uma duração de cinco minutos tinha o 

propósito de relaxamento e diminuição da frequência cardíaca (FC) através de 

alongamentos dos grupos musculares.  

O que distinguiu cada protocolo de exercício foi a parte principal como mostra a 

Tabela 5 porém é de salientar que todas as sessões foram realizadas de acordo com as 

recomendações do American College of Sports Medicine (163) e realizada por técnicos 

especializados em exercício físico.  
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Tabela 5ǀ Características dos programas de exercício físico. Para cada programa foi estipulado 

uma determinada intensidade e um tipo de exercício para os 30 minutos de sessão.  

Programa Descrição Intensidade 
(1-13 semana) 

Intensidade 
(14-28 semana) 

Exercícios 

AerG 
30 minutos de exercício 

aeróbio (intensidade 

moderada) 

60-65% 

frequência 

cardíaca máxima 

65-70% 

frequência 

cardíaca máxima 

Hidroginástica 

básica com 

variações de 

exercícios: 

correr, saltar, 

pontapear, 

salto com 

pêndulo. 

 

IntG 

10 minutos de exercício 

aeróbio (intensidade 

moderada)  

5 minutos de exercício 

aeróbio (alta 

intensidade)  

10 minutos de exercício 

aeróbio (intensidade 

moderada)  

5 minutos de exercício 

(alta intensidade) 

60-65% 

frequência 

cardíaca máxima  

70-75% 

frequência 

cardíaca máxima  

60-65% 

frequência 

cardíaca máxima 

70-75% 

frequência 

cardíaca maxima  

65-70% 

frequência 

cardíaca maxima  

75-80% 

frequência 

cardíaca máxima 

65-70% 

frequência 

cardíaca máxima 

75-80% 

frequência 

cardíaca maxima  

Hidroginástica 

básica 

com variações: 

correr, saltar, 

pontapear, 

salto com 

pêndulo. 

CombG 

15 minutos de exercício 

aeróbio (intensidade 

moderada) 

15 minutos de exercício 

reforço muscular  

60-65% 

frequência 

cardíaca maxima  

2 séries de 12 

repetições  

65-70% 

frequência 

cardíaca máxima 

3 séries de 16 

repetições   

 

Hidroginástica 

básica 

com variações: 

correr, saltar, 

pontapear, 

salto com 

pêndulo. 

Exercícios com 

equipamento. 

 

 A monotorização da frequência cardíaca foi feita através do uso de um Polar V800 

durante os diferentes programas de exercício físico. A intensidade para cada programa 

foi ajustada em conformidade com a Tabela 5. Para precaver qualquer situação e como 

medida de segurança, a intensidade foi também calculada indiretamente utilizando a 

equação (164): 

1) Frequência cardíaca alvo= (Frequência Cardíaca máxima- Frequência Cardíaca 

em Repouso) % intensidade) + Frequência Cardíaca em repouso   

A frequência cardíaca máxima foi calculada mediante a população alvo (idosos) (165) 

2) Frequência cardíaca máxima= 207−(0,7 × idade). 
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2.8 Amostra 
 

Para o desenvolvimento desta dissertação foram selecionadas 12 participantes, 

três de cada grupo (aeróbio, intervalado e combinado) e três do grupo controle, todos os 

participantes eram do sexo feminino, com as características detalhadas na Tabela 6. 

 

Tabela 6ǀ. Características basais da amostra. Adaptado do estudo de Farinha et al. (160) 

 Grupo Aeróbio 
(N=3) 

Grupo Intervalado  
(N=3) 

Grupo Combinado  
(N=3) 

Grupo Controle  
(N=3) 

Idade (anos) 66.33 ± 1.53 69 75.33 ± 6.43 72.67 ± 6.66 

Peso (kg) 65.03 ± 10.80 77.67 ± 23.20 74.43 ± 6.04 82.90 ± 15.58 

Altura (m) 1.56 ± 0.030 1.54 ± 0.02 1.55 ± 0.044 1.54 ± 0.02 

IMC (kg/m2) 26.23 ± 3.52 32.37 ± 9.15 30.80 ± 1.45 85.33 ± 14.35 

Gordura Visceral (%) 8.33 ± 2.08 12.67 ± 3.79 13.00 ± 1.00 15.00 ± 1.00 

Massa gorda M1 (%) 38.30 ± 4.92 44.00 ± 7.38 43.20 ± 4.14 47.10 ± 6.89 

Massa gorda M2 (%) 36.27± 6.05 44.07 ± 4.31 41.30 ± 8.60 46.67 ± 6.18 

Massa muscular M1 (%) 25.80 ± 1.38 24.13 ± 2.37 24.66 ± 2.07 21.67 ± 1.27 

Massa muscular M2 (%) 27.17 ± 1.95 24.07 ± 0.78 25.97 ± 4.33 22.00 ± 0.75 

 

Os critérios de inclusão e de exclusão para a participação no estudo descrito na 

Tabela 7. 
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2.9 Análise estatística 
 

 

Para uma melhor análise de resultados, recorremos ao software IBM SPSS 

Statistics. Considerando o número de amostras (sempre inferior a 30) utilizamos apenas 

testes não paramétricos.  

Para os ensaios de citotoxicidade e de determinação celular foram utilizados o 

Knuskall-Wallis (avalia três ou mais grupos diferentes no mesmo momento) e o U de 

Mann Whitney (avalia dois grupos diferentes no mesmo momento). 

No ensaio clonogénico e no ensaio ferida o teste estatístico utilizado foi Wilcoxon 

(avalia o mesmo grupo em dois momentos diferentes).  

Tabela 7ǀ Critérios de inclusão e de exclusão para a participação no estudo de Farinha et al. (165). 
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3 . Resultados   
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A partir das amostras de soro armazenadas a −80ºC, foi possível estudar os efeitos 

de três programas diferentes de exercício físico aquático com a duração de 28 semanas 

na transformação celular de uma linha celular de cancro de pulmão A549. Todos os 

ensaios abaixo descritos foram realizados em triplicado (com exceção do ensaio ferida). 

 

3.1 Efeito dos programas de exercício fisico na transformação celular  

 

3.1.1 Ensaio de quantificação de lactato 
 

O ensaio de lactato avaliou a capacidade de fermentação lática quantificando o L-

lactato presente no meio de cultura do ensaio SRB (151). Os possíveis aumentos dos 

níveis de concentração de lactato indicam que houve um aumento das taxas de 

fermentação do ácido lático, como representado na Figura 11.  

Os objetivos deste ensaio foram perceber se a adição de soro humano 

condicionado pelos diferentes tipos de exercício era capaz de alterar o fenótipo 

metabólico das células de cancro de pulmão A549. Ou seja, se havia ou não diferenças 

estatisticamente significativas na exposição das células aos soros condicionados por 

diferentes programas de exercício recolhidos no momento 1 (M1– antes da intervenção 

com exercício) e o momento 2 (M2 – após uma intervenção de 28 semanas).  

 

 

 

 

 

 

Figura 11ǀ Comparação dos valores de fermentação lática com o respetivo desvio padrão na 

quantificação do L-lactato presente no meio com soro das amostras no M1 e M2. Resultados 

referentes a três sujeitos de cada grupo em triplicado. 
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O valor de significância (sig.) para o M1 foi de 0.443 e para o M2 foi de 0.256 

logo não existiram diferenças estatisticamente significativas no M1 e M2 em função dos 

programas de exercício realizado.  

Na Figura 12 é possível verificar os valores de fermentação lática através da 

quantificação do L−lactato presente no meio com soro humano de cada amostra nos dois 

momentos. Pode ver-se que existe uma tendência para um valor maior de L−lactato no 

meio com os soros de M2, com exceção do indivíduo S8, S7 e S5.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Através da Figura 13 fomos comprar o grupo de intervenção (grupo aeróbio, grupo 

intervalado, grupo combinado) com o grupo controle. O objetivo foi analisar se havia ou 

não diferenças estatisticamente significativas no grupo de intervenção em comparação 

com o grupo controle.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12ǀ Valores de fermentação lática de cada amostra, no M1 e M2. O S representa cada 

sujeito (mulheres) e C representa os controles. Grupo Aeróbio (S1-S3), Grupo Combinado (S4 e 

S5), Grupo Intervalado (S6-S8). Para todos os valores estão também os respetivos desvios-padrão. 
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O valor de significância (sig.) para o M1 foi de 0.074 e para M2 foi de 0.103, logo 

não existiram diferenças estatisticamente significativas no grupo de intervenção em 

comparação com o grupo controle, tanto no M1 como no M2. Contudo é notório uma 

concentração mais elevada de L−lactato no grupo de controle comparativamente ao grupo 

de intervenção, em ambos os momentos. 

 

3.1.2 Determinação da densidade celular 
 

Um outro ensaio realizado teve como intuito de avaliar a densidade celular através 

da medição do conteúdo proteico, foi realizou-se o ensaio SRB, valores representados na 

Figura 14.  

 

 

 

 

 

Figura 13ǀValores de fermentação lática do grupo de intervenção (GI) e do grupo controle (GC) 

no M1e M2. 

Figura 14ǀ Comparação dos valores de densidade celular (M1 e M2) através da medição do 

conteúdo proteico com um valor de absorvância de 550nm. 
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O objetivo para este teste focou-se em perceber se havia ou não diferenças 

estatisticamente significativas no M1 e M2 em função dos programas de exercício 

realizados.  

O valor de significância (sig.) para M1 foi de 0.440 e para M2 foi de 0.350, logo 

não existiu diferenças estatisticamente significativas no M1 e M2 em função dos 

programas de exercício realizados.  

Nas Figura 15 é possível verificar os valores de densidade celular através da 

medição do conteúdo proteico presente no meio com soro de cada amostra, em M1 e M2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

O valor de significância (sig.) para M1 foi de 0.403 e para M2 foi de 0.310, logo 

não existiu diferenças estatisticamente significativas no M1 e M2 em função dos 

programas de exercício realizados.  

A maioria dos sujeitos apresenta valores de absorbância em M2 superior, com 

exceção do S8 que apresenta uma redução considerável, também o S3 apresenta uma 

ligeira redução.  

Através da Figura 16 fomos comparar o grupo de intervenção (grupo aeróbio, 

grupo intervalado, grupo combinado) e com o grupo controle. O objetivo foi perceber se 

havia ou não diferenças estatisticamente significativas no grupo de intervenção em 

comparação com o grupo controle.  

Figura 15ǀ Valores de densidade celular (M1 e M2) lidos a uma absorbância de 550 nm. O S 

representa cada sujeito (mulheres) e C representa os controles. Grupo Aeróbio (S1-S3), Grupo 

Combinado (S4 e S5), Grupo Intervalado (S6-S8). Para todos os valores estão também os respetivos 

desvios-padrão. 
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O valor de significância (sig.) para M1 foi de 0.060 e para M2 foi de 0.105, logo 

não existiram diferenças estatisticamente significativas no grupo de intervenção em 

comparação com o grupo controle, tanto no M1 como no M2. 

 

3.1.3 Ensaio clonogénico  
 

O ensaio clonogénico foi realizado com os soros condicionados pelos grupos de 

exercício aeróbio e intervalado, devido à falta de amostra de soro para os outros grupos. 

O ensaio clonogénico permite perceber a capacidade de células isoladas crescerem 

e formarem colónias. Na Figura 17 e 18 são representados os resultados obtidos para o 

grupo aeróbio e intervalado no M1 e M2. É de salientar que o tratamento e o tempo de 

exposição foram iguais para os dois grupos.  

As culturas expostas ao soro condicionado pelo programa de exercício aeróbio, 

demostraram ter uma tendência para diminuição da capacidade de formar colónias, ainda 

que a diferença não seja significativa. 

Para o grupo aeróbio (Figura 17), o valor do sig. foi de 0.109 ou seja, superior a 

0,05 logo não existiu diferenças estatisticamente significativas na capacidade das células 

A549 crescerem e formarem colónias nos dois momentos diferentes (M1 e M2). 

  

Figura 16ǀ Valores de densidade celular do grupo de intervenção (GI) e do grupo controle (GC) 

no M1 e M2. 
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O mesmo ensaio foi realizado para o grupo intervalado e os resultados estão 

representados na Figura 18. 

 

 
 

 

 

 

De acordo com as Figuras 17 e 18 os resultados sugerem que do M1 para o M2 

houve uma tendência para a diminuição na capacidade de formação de colónias, com 

exceção das células expostas ao soro do individuo S8 (Figura 18). Os resultados sugerem 

ainda que as intervenções com exercícios aeróbio e intervalado poderão diminuir a 

capacidade das células formarem colónias.  

Para o grupo intervalado (Figura 18), o valor do sig. foi de 0.564 ou seja, superior 

a 0,05 não existiu diferenças estatisticamente significativas na capacidade das células 

A549 crescerem e formarem colónias nos dois momentos diferentes (M1 e M2). 

Figura 17ǀ Capacidade de as células A549 crescerem e formarem colónias com soro de mulher 

do grupo aeróbio M1 e M2. 

Figura 18ǀ Capacidade das células A549 crescerem e formarem colónias com soro de mulher do 

grupo intervalado M1 e M2. 

 



 

 

63 

 

Por outro lado, fomos também analisar a área ocupada pelas colónias para 

entender a capacidade das células crescerem e ligar-se a outras, como representados na 

Figura 19 para o grupo aeróbio e na Figuras 20 para o grupo intervalado. Em ambos as 

situações, a área total ocupada pelas colónias formadas é semelhante no M1 e M2.  

 

 
 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

Relativamente ao grupo aeróbio (Figuras 19), o valor de sig. foi de 0.593 ou seja, 

superior a 0,05 logo não existiu diferenças estatisticamente na área ocupada pelas 

colónias em dois momentos diferentes M1 e M2. 

No grupo intervalado (Figuras 20), o valor de sig. foi de 0.285 ou seja, superior a 

0,05 logo não existiu diferenças estatisticamente na área ocupada pelas colónias em dois 

momentos diferentes M1 e M2. 

Figura 19ǀ Área ocupada pelas colónias em mm2 após 10 dias de incubação, no grupo aeróbio, 

no M1 e M2. 

Figura 20ǀ Área ocupada pelas colónias em mm2 após 10 dias de incubação, no grupo 

intervalado, no M1 e M2. 

 



 

 

64 

 

Na Figura 21 é possível verificar os poços e as respetivas diferenças do ensaio 

clonogénico obtidas entre o M1 (A) e M2 (B) no grupo aeróbio. Também na Figura 22 é 

possível verificar os poços e as respetivas diferenças do ensaio clonogénico obtidas entre 

o M1 (A) e M2 (B) no grupo intervalado.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

(A) (B) 

Figura 21ǀ Ensaio clonogénico após 10 dias de incubação, do grupo aeróbio no M1 (A) e M2 

(B). 

 

Figura 22ǀ Ensaio clonogénico após 10 dias de incubação, do grupo intervalado no M1 (A) e 

M2 (B). 

 

(A) 
(B) 
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3.1.4 Ensaio ferida 
 

 

O ensaio ferida permitiu estudar a capacidade de migração das células A549 na 

presença dos diferentes soros em avaliação. Este ensaio baseou-se na observação das 

células que cresceram em monocamada e migram para restabelecer os contactos celulares 

após o desenvolvimento de uma ferida. Os resultados estão representados na Figura 23 

para grupo de exercício aeróbio e Figura 24 pelo grupo de exercício intervalado. A análise 

do ensaio foi feita em dois momentos diferentes (0h e 18h).  

O objetivo focou-se em verificar se existiram ou não diferenças estatisticamente 

significativas na área de migração das células às 0h e 18h nos dois momentos diferentes 

(M1 e M2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23ǀ Área de migração de células A549 com soro de mulher do grupo aeróbio (M1 e M2). 
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Para o grupo aeróbio (Figuras 23), o valor de sig. foi de 0.157, logo não existiu 

diferenças estatisticamente significativas na área de migração das células às 0h e 18h nos 

dois momentos diferentes (M1 e M2). Nota-se, no entanto que existiu uma tendência para 

a diminuição da área de migração das células cancerígenas com soros colhidos em M2 

após a realização das 28 semanas de exercício aeróbio. 

No grupo intervalado (Figuras 24), o valor de sig. foi de 0.180, logo não existiu 

diferenças estatisticamente significativas na área de migração das células às 0h e 18h nos 

dois momentos diferentes (M1 e M2) Também neste caso se nota que existe uma 

tendência para a diminuição da área de migração das células cancerígenas com soros 

colhidos em M2, após a realização de 28 semanas de exercício intervalado.  

 Fomos também analisar a taxa de migração das colónias para entender de 

migração das células, como representados na Figura 25 para o grupo de exercício aeróbio 

e Figuras 26 para o grupo de exercício grupo intervalado. 

 

Figura 24ǀ Área de migração de células A549 com soro de mulher do grupo intervalado (M1 e 

M2). 
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O objetivo foi verificar se existiram ou não diferenças estatisticamente 

significativas na taxa de migração das células em dois momentos diferentes (M1 e M2). 

Para o grupo aeróbio (Figuras 25), o valor de sig. foi de 0.083, logo não existiu 

diferenças estatisticamente significativas na taxa de migração das células em dois 

momentos diferentes (M1 e M2). 

Figura 25ǀ Taxa de migração das células A549 quando estimuladas com soro condicionado de 

mulher do grupo aeróbio (M1 e M2). 

Figura 26ǀ Taxa de migração das colónias de células A549 com soro condicionado de mulher 

do grupo intervalado (M1 e M2). 
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No grupo intervalado (Figuras 26), o valor de sig. foi de 0.103, logo não existiu 

diferenças estatisticamente significativas na taxa de migração das células em dois 

momentos diferentes (M1 e M2). 

Na Figura 27 é possível verificar os poços e as respetivas diferenças do ensaio 

ferida obtidas as 0h e 18h no M1 (B) e M2 (C) no grupo aeróbio. Também na Figura 28 

é possível verificar nos poços as respetivas diferenças do ensaio ferida obtidas 0h e 18h 

no M1 (B) e M2 (C) para três diferentes soros condicionados pelo grupo de exercício 

intervalado.  
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Figura 27ǀ Ensaio Ferida com células A549 com soro de mulher do grupo aeróbio 0h e 18h no 

M1 (B) e M2 (C)). 

 

 

 

  

(B) 
(0h) (18h) 

(C) 

(0h) (18h) 

(B) 

(C) 

Figura 28ǀ Ensaio Ferida com células A549 com soro de mulher do grupo 0h e 18h no M1 

(B) e M2 (C)). 

(0h) (18h) 

(0h) (18h) 
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4.Discussão 
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Para o desenvolvimento do estudo foi utilizado a linha celular A549, com uma 

rotina celular que incluiu deixar a linha crescer em monocamada até estarem reunidas as 

condições de trabalho (cerca de 80% de confluência), a partir desse momento a cultura 

foi lavada com PBS, tripsinizada e ressuspendida em meio com 10% de FBS.  

O soro humano condicionado utilizado para este estudo foi recolhido para o estudo 

de Carlos Farinha (160) e encontrava-se armazenado a -80ºC. De salientar que todo o 

soro utilizado no estudo era de mulheres idosas (> 65 anos) e tinha sido recolhido em 

repouso antes e depois de um programa de exercício físico em meio aquático com duração 

de 28 semanas.  

Assim, o intuito deste estudo foi avaliar o efeito do soro condicionado pelo 

exercício crónico na proliferação, no potencial clonogénico, na alteração metabólica e na 

capacidade de migração das células de cancro do pulmão A549. 

No ensaio de quantificação de L−lactato avaliamos a capacidade de fermentação 

lática quantificando o L-lactato presente no meio de cultura do ensaio SRB. Não foram 

encontradas diferenças estatisticamente significativas no efeito dos soros condicionado 

recolhidos antes (M1) e depois (M2) da intervenção, verificando-se, no entanto, que 

existiu uma tendência em todos os soros testados (excetos dois) para um maior valor nas 

concentrações de lactato em M2. Estes resultados sugerem que as células A549 se 

tornaram mais fermentativas na presença de soros no M2.     

A tendência em todos os grupos foi de um aumento nas concentrações de lactato 

do M1 para M2, com exceção do soro S4 (grupo combinado) e do soro S8 (grupo 

intervalado). 

Quando comparamos os grupos de intervenção com exercício com o grupo 

controle verificamos que não existiram diferenças estatisticamente significativas entre 

grupos.  

Através do ensaio SRB, conseguimos analisar os valores de densidade celular das 

culturas através da medição do conteúdo proteico, verificando-se mais uma vez que não 

existiram diferenças estatisticamente significativas entre M1 e M2. No entanto, foi 

possível verificar que a maioria das culturas teve um decréscimo nos níveis de densidade 

celular quando expostas a soros condicionados pelos programas de exercício.  
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Ao compararmos o grupo de intervenção com o grupo controle, não foram 

encontradas diferenças estatisticamente significativas, o que pode ser justificado por um 

N muito reduzido (N=9 no grupo de exercício e N=2 para o grupo de controle) da amostra. 

No ensaio clonogénico, foi notório uma ligeira diminuição da capacidade de 

formação de colónias com os soros condicionados pelo exercício (M2), contudo essa 

diferença não foi estatisticamente significativa. Porém o soro S8 (do grupo de exercício 

intervalado) teve um comportamento oposto aos restantes, aumentando o número de 

colónias de M1 para M2.  

Relativamente à área ocupada pelas colónias quando utilizados os soros do grupo 

aeróbio, verifica-se uma ligeira redução de M1 para M2, não ocorrendo, no entanto, de 

forma idêntica para todos os sujeitos, o mesmo sendo observado com a utilização dos 

soros do grupo intervalado. 

No ensaio de migração, com imagens recolhidas às 0h e 18h, foi possível verificar 

um aumento da área de migração das células quanto tratadas com soro de M2 (em relação 

aos soros de M1) tanto para o grupo de exercício aeróbio como, para o grupo de exercício 

intervalado. Para a taxa de migração os resultados mostraram que no grupo aeróbio, os 

valores mantiveram-se entre 50 e 60% no M1 e aumentaram para 60 e 70% em M2, 

contudo esta tendência não estatisticamente significativas. Nos soros condicionados pelo 

exercício intervalado houve uma tendência para uma diminuição na taxa de migração de 

M1 (80 e 90%) para M2 (80 e 70%), mas mais uma vez sem significados estatísticos.  

Este estudo veio abrir caminhos para novos estudos, uma vez que não existem 

estudos na comunidade científica estudos sobre os efeitos do soro condicionado pelo 

exercício crónico de mulheres idosas na transformação de linhas celulares de cancro do 

pulmão, designadamente: a fermentação lática, capacidade de migração e potencial 

clonogénico. 

Apenas foi identificado um estudo, em jovens universitários do sexo masculino 

realizado por Kurgan et al., com células A549 expostas a 10% de soro humano que não 

demonstrou ter efeitos estatisticamente significativos na sobrevivência das células, 

quando compraras com as células cultivadas com 10% de FBS. Contudo, as mesmas 

quando expostas a 10% de soro humano recolhido cinco minutos, 1H e 24H após o 

exercício físico indicou taxas mais reduzidas de sobrevivência de apenas 21.5 ± 2,9%, 
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33.9 ±3.5% e 35.8 ±6.7% respetivamente quando comparadas com o grupo de controle 

(100%) (166).  

No mesmo estudo foram também avaliados os efeitos anticancerígenos in vitro e 

as vias de sinalização afetadas depois de exercícios agudos e de alta intensidade. Os 

resultados mostraram uma inibição significativa da sobrevivência e da proliferação 

celular das A549, a nível dos fibroblastos pulmonares não houve qualquer efeito. Mais 

estudos foram realizados com efeitos semelhantes noutras tipologias de cancro, 

nomeadamente, em células de cancro da próstata (167) e cancro da mama (168).  

No estudo desenvolvido por Rundqvist et al. foi concluído que as células 

cancerígenas da próstata (LNCaP) tratadas com soro humano recolhido logo após uma 

hora de ciclismo permitiu uma inibição de 31% no crescimento das células quando 

comparado com o efeito do soro pré exercício (167). Em 2016, no estudo apresentado por 

Dethlefse concluiu-se que o soro recolhido após duas horas de uma exercício agudo em 

sujeitos não treinados reduzia significativamente a viabilidade das linhas celulares do 

cancro da mama MCF−7 e MDA−MB−231 (168).  

Embora não seja ainda claro quais são os fatores séricos que contribuem para a 

diminuição dos efeitos cancerígenos com a prática de exercício físico, sabe-se que a 

prática regula de exercício físico tem impacto a diversos níveis, nomeadamente, a nível 

das hormonas, dos fatores de crescimento e citocinas em circulação, do movimento de 

contração do músculo esquelético sendo importante uma vez que, liberta para a corrente 

sanguínea miocinas e outras substancias que podem interagir com outros tecidos e resultar 

em benefícios para a saúde (169).  

São inúmeras as respostas promovidas pelo exercício, quer seja agudo ou crónico, 

afetando também a resposta do sistema imunitário.  

Dependendo do tipo, da intensidade, da duração do exercício e do nivel de aptidão 

física os principais efeitos do exercício no sistema imunitário são: uma melhoria na 

função imunitária, ou seja, a prática regular de exercício físico com intensidade moderada 

permite que haja um aumento da atividade das células imunitárias, nomeadamente os 

neutrófilos, macrófagos e NK o que proporciona ao organismo uma melhor defenda 

contra agentes patogénicos (vírus e bactérias) e aumento na capacidade deteção de células 

tumorais ( 175). 
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Numa revisão sistemática recente, foram analisados 10 artigos com intervenções 

em pacientes com cancro do pulmão. Todos eles focaram o exercício aeróbio ou 

combinado (exercícios aeróbio com exercícios de resistência) e foi no exercício aeróbio 

que se notou mais efeitos, principalmente nos sintomas de fadiga como representado na 

Tabela 8 (171).  

 

Tabela 5ǀ Efeitos das diferentes intervenções. Adaptado de Yang et al. (175).  

Tipo de exercícios 
Com efeitos 

significativos 

Sem efeitos 

significativos 

Aeróbio (172–176) (177,178) 

Resistência  (179) 

Aeróbico + Resistência   (180–186) 

Aeróbico + Equilíbrio  (187–189)  

Aeróbico + Resistência + Respiração  (190) (191,192) 

Resistência + Força   (193) 

HIIT + Resistência + Respiração  (194)  

 

A maioria dos estudos referem que a prática regular do exercício físico é visto 

como sendo um método seguro e eficaz para os pacientes com cancro do pulmão (195). 

As diretrizes aconselham aos doentes com cancro à prática de pelo menos 90 minutos por 

semana de exercício aeróbio a uma intensidade moderada, exercícios de resistência e 

flexibilidade pelo menos duas vezes por semana (133).  

A investigação desenvolvida teve algumas limitações nomeadamente o reduzido 

universo da amostra, apenas 11 amostras de mulheres idosas (nove efetuaram programas 

de exercício físico e duas do grupo de controle) a insuficiente quantidade de soro 

condicionado pelo exercício. 
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5.Conclusão  
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A inatividade física é um dos principais fatores de risco de morte em todo o 

mundo, havendo também uma associação entre o aumento dos níveis de atividade física 

e a redução do risco de desenvolvimento de cancro. Embora seja de conhecimento geral 

de que a prática regular de exercício físico seja benéfica, continuam-se a observar 

elevadas taxas de inatividade por todo mundo. 

Os problemas de obesidade, excesso de peso, inatividade e tabagismo representam 

os pilares para a possibilidade de desenvolvimento do cancro.  

Contudo, prevenir o aparecimento do cancro passa pela noção de que é 

fundamental ter um equilíbrio energético, ou seja, com uma redução da inatividade física 

e com alterações na dieta é possível reduzir os riscos de cancro.   

Um estilo de vida ativo e saudável torna-se um fator importante que acarreta 

melhorias na saúde física, mental e no bem-estar. Ser ativo traz benefícios que são 

independentes de múltiplos fatores, nomeadamente da idade, do sexo, da raça, da etnia e 

do nível de aptidão física.  

   A realização desta dissertação permitiu realizar um estudo piloto para avaliar se 

a realização de exercício crónico poderia afetar a capacidade proliferativa de uma linha 

celular de cancro do pulmão quando cultivada com meio de cultura enriquecido com soro 

humano condicionado pelo exercício. Apesar de não termos encontrado diferenças 

significativas entre soros colhidos no início e no final das intervenções com exercício 

verificaram-se tendências que podem ser clinicamente relevantes nomeadamente uma 

diminuição na proliferação da linha celular cancerígenas e uma redução na capacidade de 

formação de colónias.  

Em face dos resultados obtidos, torna-se então relevante fazer mais estudos, com 

uma amostra superior, para consolidar o conhecimento sobre o efeito direto de diferentes 

programas de exercício físico sobre as células de cancro. A evolução do conhecimento 

nesta área permitirá no futuro uma prescrição de exercício físico mais adequada às 

diferentes fases do cancro.  
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