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RESUMO

FREITAS, Juliana Silveira de, M.Sc., Universidade Federal de Vig¢osa, maio de 2011.
Efeitos do treinamento prévio em natacdo sobre a carcinogénese experimental do
cblon em ratos Wistar. Orientador: Anténio José Natali. Coorientadores: Maria do
Carmo Gouveia Peluzio, Clovis Andrade Neves e Carlos Henrique Osorio Silva.

Este estudo teve como objetivo investigar a influéncia dos efeitos do treinamento
prévio de natacdo em relacdo ao processo de carcinogénese experimental do célon,
induzida por 1,2 dimetilhidrazina em ratos. Alocaram-se ratos Wistar com cinco
semanas de idade aleatoriamente em quatro grupos: controle (C); controle + DMH
(CD); exercicio + DMH (ED); e exercicio (E). Os animais foram alojados em gaiolas
coletivas (cinco animais por gaiola), em sala com temperatura ambiente de 22 + 2°C e
ciclo invertido de 12 horas claro/escuro, onde receberam diariamente racdo e agua ad
libitum. Os animais dos grupos ED e E foram submetidos a um programa de
treinamento em natacdo, durante oito semanas (30 min/dia, 5 dias/semana e sobrecarga
de até 6% PC). Nas duas semanas seguintes, os animais dos grupos CD e ED receberam
duas injecbes de DMH, por semana, na dose de 40mg/kg de peso corporal, com
intervalo de dois dias entre as injecdes. Apos a eutanasia, na 132 semana, o intestino foi
removido para avaliagdo de focos de criptas aberrantes (FCA), analise
histomorfométrica e contagem de células inflamatérias. O figado foi retirado para
determinacdo de enzimas antioxidantes catalase (CAT) e superoxido dismutase (SOD).
Os resultados evidenciaram que os animais do grupo ED apresentaram menos FCA na
regidao proximal que os do grupo CD (6,66 £2,88 vs 36,66 +26,53, respectivamente).
Nenhuma diferenca foi encontrada entre os grupos na contagem total de FCA,
independentemente de regides. O nimero de FCA<3 foi maior que o de FCA>3, nos

Xi



grupos ED (86,33 +46,71 vs 6,00 £3,00, respectivamente) e CD (97,33 £ 43,31 vs 5,33
+ 4,50, respectivamente). Ndo houve alteracdo nas enzimas antioxidantes no figado dos
animais; bem como na diferenca do comprimento e da largura das criptas intestinais
entre 0s grupos. A contagem de células inflamatérias no grupo ED foi maior que a do
grupo CD (518,20 +114,44 vs 317,60 +46,33, respectivamente). Concluiu-se que o
exercicio de natacdo antes da inducdo de carcinogénese do célon em ratos preveniu o
aumento do nimero de FCA na regido proximal do intestino; entretanto, aumentou o
namero de células inflamatdrias (eosindfilos/neutrofilos), o que sugere o efeito protetor

do exercicio contra a carcinogénese experimental do colon nesses animais.
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ABSTRACT

FREITAS, Juliana Silveira de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, may, 2011.
Effects of prior swimming training on experimental colon carcinogenesis in Wistar
rats. Adviser: Antonio José Natali. Co-advisers: Maria do Carmo Gouveia Peluzio,
Clovis Andrade Neves and Carlos Henrique Osorio Silva.

This study aimed to investigate the effects of prior swimming training prior on
the process of experimental colon carcinogenesis induced by 1,2 dimethylhydrazine
(DMH) in rats. Wistar rats with 5 weeks of age were randomly divided into 4 groups:
control (C) Control + DMH (CD), exercise + DMH (ED), and exercise (E). The animals
were housed in collective cages in a room with temperature of 22 + 2°C and light/dark
cycle of 12 hours, where they received food and water ad libitum. Animals from E and
ED groups were subjected to a swimming training program (30 min/day, 5 days/week,
overload of 6% of body weight) for 8 weeks. In the following two weeks rats from CD
and ED groups received two injections of DMH/week, with two days interval between
injections. In the following week, after euthanasia the intestine was removed for
assessment of aberrant crypt foci (ACF), histomorphometric analysis and counting of
inflammatory cells. The liver was removed for determination of antioxidant enzymes
catalase (CAT) and superoxide dismutase (SOD). The results show that animals of ED
group had lower number of ACF in the proximal intestine as compared to CD (6,66
+2,88 vs 36,66 £26,53, respectively). No differences between groups were found for the
total number of ACF, independent of regions. The number of ACF<3 was higher than
that of ACF>3 in ED (86,33 £46,71 vs 6,00 +3,00 respectively) and CD (97,33 + 43,31
vs 5,33 £ 4,50 respectively) groups. There was no change in antioxidant enzymes in the
animals’ liver. No differences between groups were found for crypt length and width.
Inflammatory cell count was higher in ED than in CD group (518,20 +114,44 vs 317,60
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146,33, respectively). It was concluded that swimming training prior to the induction of
colon carcinogenesis in rats reduced the number of FCA in the proximal region and
increased the number of inflammatory cells (eosinophils/neutrophils). These findings
suggest a protective role of exercise training against the experimental colon

carcinogenesis in rats
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1. INTRODUCAO

O cancer é uma doenca caracterizada por um crescimento desordenado de
células que invadem tecidos e drgdos, podendo se espalhar por tecidos adjacentes
(INCA, 2009). E caracterizado por um processo evolutivo, subdividido em fases:
iniciacdo, em que se iniciam alteracdes gendmicas, resultantes de mutacées inerentes ou
induzidas por carcindgeno; promocao, caracterizada por expansdo clonal de células
mutadas; e progressdo, quando ocorre perda de controle do crescimento, com metastase
para tecidos vizinhos (ROGERS et al., 2008; WEINBERG, 2008). Esse processo de
transformacdo, geralmente, surge de uma Unica célula normal, que sofre efeito
mutagénico em seu material genético, com posterior expanséo clonal, progredindo de
uma lesdo pré-cancerigena para tumores malignos. Essas mudancas sdo resultantes de
interacdo entre fatores genéticos, agentes externos ambientais e estilo de vida (WHO,
2003; WEINBERG, 2008).

O cancer de célon é, atualmente, umas das principais causas de morte por cancer
no mundo. Segundo os Ultimos dados estatisticos, que foram levantados pela
Organizagdo Mundial de Sadude (OMS), no ano de 2008, mais de 7 milhdes de
individuos chegaram a @bito, em virtude de tumores malignos; desse total, 610.000
pessoas eram portadoras desse tipo de doenca (IARC, 2011).

Uma proporcdo substancial da taxa mundial de céncer poderia ser evitada,
por meio da aplicagdo do conhecimento existente ao controle do cancer, implementacao
de programas para controle do tabagismo, detecgdo precoce e tratamento, bem como
campanhas de saude publica e promo¢do da atividade fisica e
dieta saudavel. De acordo com a OMS, os exercicios fisicos, se praticados com

regularidade, pelo menos 150 minutos por semana, poderiam diminuir, em até 25% o0s



casos de tumores de colon. Calcula-se que 31% da populacdo mundial ndo pratica
nenhuma atividade fisica (IARC, 2011).

As orientacBes atuais para a atividade fisica desenvolvidas pelo Colégio
Americano de Medicina do Esporte (ACSM), para adultos saudaveis e sobreviventes de
cancer, é de no minimo 30 minutos de exercicio de intensidade moderada, cinco dias
por semana, para manutencao da salde (SCHMITZ et al., 2010). O Instituto Americano
para Pesquisa do Cancer (AICR) e o Fundo Mundial para Pesquisa do Cancer (WCRF)
defendem que a carga de exercicio para reducdo do risco de cancer deve ser de 60
minutos de exercicio de intensidade moderada ou 30 minutos de exercicio vigoroso,
diariamente (WCRF/AICR, 2007).

Vérios estudos controlados estdo sendo realizados com exercicio, a fim de
buscar biomarcadores, para uma melhor compreensao do papel do exercicio na etiologia
e progressdéo do cancer (WINZER et al, 2011). Muitos s&o os trabalhos
epidemioldgicos que demonstraram a relacdo entre niveis de atividade fisica e risco de
cancer de cblon, como o de Friedenreich e Orenstein (2002), que apresentou reducao de
até 40% a 50% na incidéncia de cancer de célon em populacdes fisicamente ativas. Em
sobreviventes com cancer de colon engajados em atividades com gasto > 18 METS/hora
por semana (6 horas de caminhada/semana) obteve-se em média uma reducéo do risco
de recorréncia de 50% quando comparados com sobreviventes inativos (WINZER et al.,
2011).

Estudos com modelos animais séo realizados na tentativa de elucidar os
mecanismos pelos quais 0 exercicio protege no processo de carcinogénese. Os
resultados apresentaram que o exercicio é capaz de interferir em estagios iniciais da
doenca, como na diminuicdo do nimero de lesdes pré-neoplasicas no célon, quando
ratos foram tratados com carcindgenos quimicos (DEMARZO et al., 2004; FUKU et al.,
2007; LUNZ et al., 2008; AOQI et al., 2010); no entanto, uma sessao aguda de exercicio
exaustivo aumentou o numero de lesdes (DEMARZO et al., 2008). Pesquisas com
treinamento em natacdo, com intensidade acima do limiar de lactato, prévio ao processo
de carcinogénese quimica, que quantificassem os efeitos sobre as lesdes pré-neoplasicas
ndo foram encontradas.

Uma melhora do sistema de defesa antioxidante é obtida com o exercicio
cronico (DA SILVA et al., 2009; SILVA et al., 2010; FRAJACOMO, 2010), dessa
forma, o exercicio pode ser usado como medida de prevencao contra o cancer de colon,

por reduzir o estresse oxidativo, o que resulta em menores danos mutagénicos,
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decorrentes das espécies reativas de oxigénio (EROs) ao DNA e as proteinas (ROGERS
et al., 2008; AOQI et al., 2010). Dentre os estudos com cancer e exercicio, 0s resultados
ainda ndo sdo consensuais, sendo encontrado aumento na expressdo de enzimas como a
glutationa reduzida (GSH) (FRAJACOMO, 2010), ou nenhuma mudanca na superoxido
dismutase (SOD), na catalase (CAT) e na glutationa peroxidase (GPX) (AOI et al.,
2010) decorrente do exercicio crénico em animais com cancer experimental. A relacdo
entre exercicio e protecdo do cancer, via sistema de defesa antioxidante precisa ser
melhor estabelecida.

Sistema imunoldgico também pode ser influenciado positivamente pelo
exercicio crénico na defesa anticancer. Sabe-se que a atividade fisica, praticada de
forma moderada e regular, se associa positivamente aos beneficios para a salde em
geral, no entanto, exercicio exaustivo pode acarretar prejuizos, por uma supressdo de
parametros imunes e aumento na producéo de radicais livres (NIEMAN, 1994; LU et al,
1999; DEMARZO et al., 2004). Alguns estudos tém demonstrado que cargas de treino
de alta intensidade podem ser benéficas em pacientes com diagndstico de cancer,
atuando como terapia adjunta aos tratamentos de radioterapia e quimioterapia (QUIST
et al., 2006; ADAMSEN et al., 2009). Em estudos experimentais, altas intensidades de
treino aerdbico e anaerdbico também se relacionaram com reducdo do crescimento
tumoral, com melhora nos parametros imunes, como forma de protecdo ao cancer
(BACURAU et al., 2007; LIMA et al., 2008); entretanto, as questdes envolvendo cancer
e atividade fisica de diferentes intensidades ainda ndo estdo completamente respondidas.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral
Investigar os efeitos do treinamento prévio em natacdo, com intensidade
acima do limiar de lactato, sobre o processo de carcinogénese experimental do célon,

induzida por 1,2 dimetilhidrazina (DMH), em ratos.

2.2. Objetivos Especificos
Verificar se o treinamento prévio em natacdo, com intensidade acima do
limiar de lactato, sobre processo de carcinogénese experimental do célon, induzida por
1,2 dimetilhidrazina (DMH), em ratos, afeta:

A quantidade e a categoria dos focos de criptas aberrantes no célon.

O potencial antioxidante no figado.

A morfologia das criptas intestinais.

A quantidade de células inflamatérias na mucosa do intestino grosso (linfécitos,

neutrofilos e eosinofilos).



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Cancer

Cancer é um termo geral usado para um grande grupo de doencgas que podem
afetar qualquer parte do corpo, o que pode também ser definido como tumores malignos
e neoplasias (WHO, 2003; INCA, 2009). Essas doengas tém em comum o crescimento
desordenado de células que invadem os tecidos e 6rgaos, podendo espalhar-se para
outras regides do corpo (WHO, 2003). O céncer é caracterizado por um processo
evolutivo, subdividido em trés fases: iniciacdo, promocao e progressdo. Na primeira,
principiam-se as alteracfes gendmicas resultantes de mutacfes genéticas inerentes ou
induzidas por carcindégeno ou espontanea. Na segunda, hd uma expansdo clonal dessas
células associada a hiperproliferacdo, apoptose e remodelamento de tecido com perda
do controle do crescimento celular. Durante a terceira fase, células pré-neoplasicas
desenvolvem-se e invadem tecidos adjacentes, com danos adicionais, por causa da
instabilidade genémica progressiva (BIRD, 1987; ROGERS et al., 2008).

A hipdtese mais aceita para a carcinogénese € a teoria da clonicidade tumoral ou
hipGtese genética. Essa teoria postula que uma massa tumoral resulta da expansdo clonal
de uma Unica célula genitora mutada; pode-se dizer que os tumores sdo clonais
(ROBBINS; COTRAN, 2010). Mutacdes em duas classes de genes reguladores
normais, 0s proto-oncogenes, que sdo promotores da proliferacdo e do crescimento
celular, e os genes supressores de tumor, que agem na inibicdo do ciclo celular, seriam
as responsaveis pela carcinogénese. Alteracbes na estrutura ou fungdo de proto-
oncogenes originam 0S oncogenes, genes que sintetizam proteinas com alteragdes
moleculares (oncoproteinas) ou hiperexpressam proteinas normais. A radiacdo, 0s virus

e carcindgenos quimicos sdo agentes que podem causar danos genéticos, induzir a
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transformacéo neoplasica nas células e serem responsaveis pelo inicio da carcinogénese
(ROGERS et al., 2008; ROBBINS; COTRAN, 2010).

Sabe-se que 0 organismo humano encontra-se exposto a multiplos agentes
carcinogénicos e que também ha um papel decisivo da predisposicdo genética no
processo da doenca, levando as células a sofrerem processo de mutacdo. A
carcinogénese pode se iniciar espontaneamente ou Ser iniciada por agentes
carcinogénicos; esses podem ser fisicos, quimicos ou biolégicos. Dentre o0s
carcindgenos fisicos, a energia solar ¢ a mais expressiva, seguida pela radiacdo
ionizante. Muitos dos agentes quimicos carcinogénicos sdo encontrados no ambiente
humano e relacionam-se a habitos sociais, alimentares e ocupacionais, além de estarem
presentes nos componentes do tabaco, contaminantes de alimentos e agua. Dentre 0s
agentes bioldgicos suspeitos de promoverem a carcinogénese, estdo 0s virus e as
bactérias (WHO, 2003; WEINBERG, 2008; INCA, 2009).

As células transformadas carregam genes mutados que funcionam como
oncogenes, que nas células normais sdo chamados de proto-oncogenes. Entre 0s
principais oncogenes conhecidos estdo o K-ras, c-sis, myc, fos e jun. Os genes
supressores de tumor sdo chamados de anticrescimento e a sua desativacdo ou perda de
funcdo desempenha papel determinante na patogénese do cancer, tdo importante quanto
a ativacao de oncogenes. Entre esses genes podem-se citar p53, APC e Rb. Assim como
células com cancer possuem sempre em seu genoma 0s oncogenes, a perda da funcédo de
genes supressores de tumor por mutacdao genética ou silenciamento também ocorre no

genoma humano iniciando o processo de carcinogénese (WEINBERG, 2008).

3.2. Cancer de colon

O intestino grosso & composto pelo ceco, célon (ascendente, transverso,
descendente e sigmoide), reto e anus. Dentre as suas funcdes, estdo absorcdo de agua,
reabsorcdo de sais e formacdo do bolo fecal (GUYTON; HALL, 2006). No intestino
grosso, observam-se as camadas mucosa (epitélio, lamina propria e muscular da
mucosa), submucosa, muscular e serosa. A membrana mucosa é revestida por tecido
epitelial colunar simples e, diferentemente do intestino delgado, ndo possui vilosidades.
Esse revestimento intestinal constitui uma barreira contra a entrada de diversos
antigenos (PALANCH; ALVARES, 1998).



Em toda extensdo da mucosa, sdo encontradas glandulas intestinais, ou criptas de
Lieberkuhn, que sdo invaginacbes do epitélio, longas e abundantes em células
caliciformes, enddcrinas e absortivas. As células caliciformes localizam-se durante toda
a extensdo do intestino; essas produzem mucina, que € um componente do muco que
protege a mucosa. Os enterdcitos (células absortivas) sdo os mais numerosos de todos
os tipos celulares, sdo colunares e possuem microvilosidades. As células
enteroenddcrinas produzem hormdnios. Uma atividade mit6tica intensa das células
tronco, na base das criptas de Lieberkuhn, substitui continuamente o revestimento
epitelial dessas criptas e da superficie da mucosa, a cada seis a sete dias. Esse ciclo de
vida pequeno permite o rapido reparo de escoriagdes que ocorrem na mucosa; em
contrapartida, esse rapido ciclo celular aumenta a vulnerabilidade do intestino contra
agentes interferentes na replicacdo celular, aumentando a probabilidade de alteracdes
genéticas (GUYTON; HALL, 2006). A lamina propria preenche os espacos entre as
glandulas, que contém numerosos vasos sanguineos e linfaticos, eosinéfilos, neutrofilos,
plasmécitos e linfécitos, que formam o mecanismo de defesa contra pat6genos,
juntamente com linfocitos intra-epiteliais, principalmente linfécitos do tipo T, que estéo
em intima associacdo com as células epiteliais e nddulos linfoides, que se estendem até
a submucosa. Aproximadamente, 90% a 95% dos tumores do intestino sdo derivados de
células epiteliais, quase que exclusivamente do epitélio glandular (adenocarcinomas)
(LUNDQVIST et al., 1996).

A carcinogénese colorretal € um processo complexo de vérias etapas, que
incluem mudancas na histomorfologia da mucosa colonica e em niveis celular e
molecular (BIRD et al., 2000; NORLIDA et al., 2010). No intestino grosso, podem
ocorrer tanto neoplasias benignas (adenomas) quanto malignas (carcinomas). A
sequéncia adenoma-carcinoma € a base para o desenvolvimento do cancer colorretal,
que se origina a partir do epitélio das glandulas intestinais ap6s acimulo de mutac6es
em seu material genético. A sequéncia adenoma-carcinoma classica € responsavel por
até 80% dos tumores de colon (ROBBINS; COTRAN, 2010). O adenocarcinoma do
cblon envolve o tipo hereditéario e o ndo hereditario. O tipo hereditario inclui a polipose
adenomatosa familiar e o carcinoma colorretal hereditario ndo polipético; e o ndo
hereditario, que corresponde a maioria dos casos, se desenvolve em individuos sem
historico familiar. Fatores ambientais e estilo de vida, como o padréo da dieta e o nivel
de atividade fisica, alteram o risco de desenvolvimento desse cancer. A auséncia de

atividade fisica regular parece ser responsavel por 13% a 14% de todos os casos de
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cancer, sendo fator de risco maior que o oferecido pelo histérico familiar (HARRISS et
al., 2007).

Uma série de alteracGes genéticas e eventos progressivos perturbam o equilibrio
fisiolégico e ciclico da renovacdo tecidual e producdo celular, passando da
diferenciacdo até a morte celular (apoptose). Com o advento da biologia molecular, uma
melhor compreensdo do amplo processo da carcinogénese do c6lon tem sido possivel.
Duas vias genéticas sdo descritas para esses eventos moleculares que levam ao
adenocarcinoma colénico: a APC/B-catenina, associada a classica sequéncia adenoma-
carcinoma; e a da instabilidade das microssatélites, associada a defeitos no reparo
mismatch de DNA. De acordo com Robbins e Cotran (2010), essas vias acumulam,
gradualmente, multiplas mutac@es; entretanto, 0 modo de como ocorrem essas mutaces
sdo distintas, assim como 0s genes envolvidos nesse processo.

No processo neoplasico, uma mutacdo no gene supressor de tumor APC
caracteriza a primeira etapa. Esse gene é um regulador negativo da B-catenina, que em
condi¢cdes normais promove a sua degradagdo. Com a perda da fungdo da APC, a f-
catenina se acumula, transloca para o nicleo e ativa a transcricdo de genes que
promovem a proliferacdo. Mutac¢Oes adicionais no K-ras promovem crescimento e
proliferacdo e previnem a apoptose, por ser um oncogene. Outros genes supressores de
tumor acumulam mutacdes como SMAD 2, SMAD4, TGF-f# e p53, permitindo
crescimento celular desenfreado. A perda da funcé@o desses genes pode ser causada por
delecBes cromossdmicas ou metilacdo. Conforme as mutagdes vao avancando, ocorre
simultaneamente aumento da expressdo de telomerase. A via de defeitos no reparo
mismatch do DNA manifesta-se pela perda de genes que executam o reparo de erros de
pareamento de bases do DNA. A partir disso, as mutacGes se acumulam em repeticGes
microssatélite e afetam genes envolvidos na sobrevivéncia e proliferacdo celular, como
0s que codificam o receptor do TGF- B II e o da proteina pré-apoptdtica BAX. O TGF-
B tipo II, se mutado, acelera o crescimento celular descontrolado; a perda da fungéo de
BAX reduz a apoptose e auxilia na sobrevivéncia de clones geneticamente
mutados.(WEINBERG, 2008; ROBBINS; COTRAN, 2010). Na figura 1, estdo
ilustradas as alteragdes morfoldgicas e moleculares envolvidas na sequéncia adenoma-

carcinoma.
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cicloxigenase de classe 2; p53 = gene supressor de tumor; 17p13 = (cromossomo); LOH
= perda de heterozigosidade); 18921 = (cromossomo); SMAD2 e 4 = ( genes supressores
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Figura 1- Representacdo das alteracbes morfologicas e moleculares na sequéncia
adenoma-carcinoma do cancer colorretal, apontando mutacdes e alteragdes genéticas.
Fonte: Adaptada de Robbins e Cotran (2010).

3.3. Aspectos epidemioldgicos

O cancer é uma das principais causas de morte no mundo, sendo responsavel por
7,6 milhdes dessas, cerca de 13%, em 2008 (IARC, 2011). O cancer de colon (CC) se
destaca como um dos mais incidentes; cerca de 610.000 6bitos por cancer colorretal séo
estimados por ano em todo o mundo, perfazendo 8% de todas as mortes por cancer, o
que o torna a quarta causa mais comum de Gbitos por cancer (IARC, 2011; INCA,
2009).

O cancer de colon e reto € o terceiro tipo mais comum dessa doenca ho mundo,
em ambos os sexos, e 0 segundo mais frequente em paises desenvolvidos (WHO, 2007;
INCA, 2009); e sua incidéncia tem aumentado mais rapidamente que outros tipos de
cancer nos anos recentes (AOI et al., 2010). A sobrevida para esse tipo de neoplasia é
considerada boa, se for diagnosticado em estagio inicial. A sobrevida média global em
cinco anos varia entre 40% e 50%. O numero de casos novos de cancer de célon e reto

estimado para o Brasil, no ano de 2010, foi de 13.310, em homens, e de 14.800, em



mulheres. Esses valores corresponderam a um risco estimado de 14 casos novos, a cada
100 mil homens, e 15, para cada 100 mil mulheres (INCA, 2009).

A predisposicdo genética a doencas crbnicas do intestino, como poliposes
adenomatosas e o historico familiar de cancer de c6lon e reto sdo os fatores de risco
mais importantes para o desenvolvimento desse tipo de neoplasia. O estilo de vida
também influencia o aparecimento da doenca; por exemplo, alimentacdo rica em
gorduras animais, baixa ingestdo de frutas, cereais e vegetais, consumo excessivo de
alcool e tabagismo favorecem o surgimento do cancer. O aumento da idade é também
propicio a essa neoplasia, pois tanto a incidéncia quanto a mortalidade sdo elevadas. A
prética regular de atividade fisica associa-se a um baixo risco de desenvolvimento de
cancer de colon e reto (WHO, 2007; INCA, 2009).

Pelo menos 60% da populacdo mundial falha em completar a quantidade
recomendada de atividade fisica para induzir beneficios a salde e, além disso, a
inatividade fisica € a principal causa para, aproximadamente, 21% a 25% dos canceres
de mama e célon (WHO, 2003).

3.4. Focos de Criptas Aberrantes

A carcinogénese do colon é caracterizada pelo desenvolvimento de focos de
criptas aberrantes (FCA), primeiras alteracGes epiteliais na sequéncia adenoma-
carcinoma experimental (BIRD, 1987). As criptas aberrantes sdo lesdes com alteracoes
morfologicas e moleculares caracteristicas na mucosa colbnica, essas apresentam
displasia e proliferacdo anormal e podem ser consideradas lesbes pré-neoplasicas
(BIRD; GOOD, 2000). Os FCA podem ser observados e quantificados
microscopicamente, sendo a contagem desses focos um bom biomarcador para o risco

de desenvolvimento do cancer colorretal (BIRD, 1995).

As criptas aberrantes sdo reconhecidas por apresentarem abertura luminal
dilatada e irregular, sendo mais elipticas que circulares, com camada epitelial mais
espessa e corada em relacdo as criptas normais (BIRD; GOOD, 2000). Uma cripta
aberrante é a0 menos duas vezes maior que as criptas vizinhas normais (CHENG; LAI,
2003) e seu numero e tamanho se correlacionam diretamente com o risco de
desenvolver cancer de colon (WARGOVICH et al., 2010). A primeira descricdo dos
FCAs foi desenvolvida por Bird (1987), o qual utilizou preparos microscopios da
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mucosa coldnica, corada com azul de metileno, de camundongos, tratados com
azoximetano (AOM). O conceito de que os FCA sdo lesGes pré-neoplasicas putativas
estendeu a tradicional sequéncia adenoma-carcinoma da carcinogénese colorretal para a
sequéncia “FCA-adenoma-carcinoma” (CHENG; LAI, 2003). Na figura 2, esta
representando um foco de cripta aberrante.

Fonte: OLIVEIRA; CHAVES-DIA, 2003.

A densidade dos FCAs (nimero de criptas aberrantes por cm quadrado da
mucosa coldnica) é significantemente mais alto no célon distal, bem como a maior
incidéncia de cancer de c6lon em humanos no sigmoide e reto, ou seja, regides distais
do intestino. Essa associacdo reforca a ideia de que os FCAs se relacionam diretamente
com a incidéncia de cancer de colon (CHENG; LAI, 2003).

Duas semanas ap6s a aplicacdo do carcinbgeno DMH e AOM, as criptas
aberrantes ja aparecem na mucosa coldnica; inicialmente, como criptas simples e, com o
passar do tempo, evoluem para FCAs, contendo mais de uma cripta, ou seja, uma Unica
cripta aberrante se expande por multiplicacdo ou ramificacdo (BIRD, 2000). A
multiplicidade das criptas (numero de criptas por FCA) é importante parametro que
permite avaliar o avanco dos FCAs (CHENG; LAI, 2003). PRETLOW et al. (1992)
encontraram forte correlacdo entre esse parametro e a incidéncia de tumor. O nimero
de FCAs com mais de quatro criptas foi maior em ratos com tumores, comparados com
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0s que ndo desenvolveram tumores, 0 que pode tornar essa avaliagdo uma predicdo da
incidéncia do cancer de colon.

O ntmero e o crescimento dos FCAs séo influenciados por inimeras variaveis:
sexo, idade e linhagem dos animais, protocolo experimental, regido do cdlon analisada e
principalmente a frequéncia que o carcindgeno é aplicado aos animais (BIRD, 2000).

Esse tipo de lesdo é encontrada também na mucosa de cdlon humano
(TAKAYAMA et al., 1998) e foi primeiramente descrita por Pretlow et al. (1991). Os
autores encontraram uma frequéncia muito maior de criptas aberrantes em ressec¢des do
cblon de pacientes com cancer, em comparagdo com 0s pacientes controles, com
alteragBes fenotipicas semelhantes as observadas nos roedores tratados com
carcindgenos quimicos. Os FCAs podem ser vistos até mesmo in vivo, utilizando a
técnica de colonoscopia de aumento, realcada com azul de metileno, sendo, portanto,
vidvel a vigilancia das lesdes precursoras em individuos de alto risco e individuos
saudaveis, antes do inicio do cancer (NORLIDA et al., 2010). O estudo das lesdes
caracterizadas nos modelos experimentais é Gtil no entendimento do risco de cancer em
seres humanos (ROSENBERG, 2009). Os FCAs séo relevantes biomarcadores do
cancer de colon, ndo somente pelas evidéncias histolégicas, mas pelas indicacdes
celulares e moleculares, advindas do avango em biologia molecular (WARGOVICH et
al., 2010). Em relagdo as evidéncias clinicas e laboratoriais, 0s FCAs sdo potenciais
indicadores de cancer de célon em sujeitos de alto risco e na predicao de risco futuro em
individuos assintomaticos; no entanto, os indicios sdo ainda circunstanciais para 0s
FCAs em humanos.

Estudos experimentais sédo largamente utilizados com o objetivo de detectar
possiveis fatores que possam interferir nos estagios iniciais da carcinogénese colorretal,

exercicio fisico, sendo esses promotores ou protetores no processo (BIRD, 1995).

3.5. Agente carcinogénico e modelos animais

Modelos animais proveem uma oportunidade impar para o estudo da biologia do

processo da doenga, permitindo testar hipdteses que liga fatores ambientais na etiologia

e prevengdo do cancer de colon (BIRD, 2000). Modelos de céncer induzidos por

carcindgenos quimicos tém sido Uteis para o estudo da influéncia do exercicio fisico no
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periodo pés-iniciacdo da carcinogénese (HOFFMAN-GOETZ, 2003), 0 que permite
avaliar se 0 exercicio é promotor ou protetor da carcinogénese do intestino grosso.

Estudos do processo de carcinogénese experimental utilizam uma variedade de
modelos animais. Dentre esses, podem-se citar tumores induzidos quimicamente,
tumores transplantados, modelos de tumores espontaneos e camundongos transgénicos
(ROGERS et al., 2008).

Ha muitas vantagens em se estudar a patogénese do cancer de c6lon em modelos
animais induzidos por carcindgeno quimico. O modelo animal mais comumente
utilizado séo os roedores. Em ratos, a inducdo do tumor € rapida e permite reproduzir a
sequéncia adenoma-carcinoma, como ocorre em seres humanos. A elevada frequéncia
de tumores que se desenvolve no célon distal de ratos, e a histogénese de adenomas
multiplos, com consequente formacdo de adenocarcinomas, justificam a importancia
dessa espécie no estudo da patogénese do cancer de colon (ROSENBERG, 2009).

Quanto aos carcindgenos quimicos, esses podem agir nos estagios da iniciacdo e
promocdo. Aqueles que agem na iniciagdo da carcinogénese sdo conhecidos como
iniciadores. As drogas iniciadoras sdo capazes de gerar mutacdes genéticas; no entanto,
se ndo houver a acdo de uma droga promotora, 0 tumor ndo serd formado. As drogas
promotoras ndo sdo capazes de causar as mutagdes no DNA, portanto ndo iniciam o
processo da carcinogénese, nao sendo, tumorigénicas por si proprias, mas estimulam a
divisdo de células mutadas. Drogas que sdo tanto iniciadoras quanto promotoras sao
conhecidas como carcin6genos completos. As substancias quimicas que podem iniciar a
carcinogénese podem ser divididas em duas categorias: de acdo direta e de acdo indireta.
Os agentes de acdo direta ndo exigem transformacdo quimica (conversdo metabdlica)
para se tornarem carcinogénicos; entretanto, os de acdo indireta (pr6-carcin0genos)
requerem conversdo metabdlica em carcindégenos em sua forma final (ROBBINS;
COTRAN, 2010).

A 1,2-dimetilhidrazina é o carcindgeno quimico que mais tem sido utilizado em
estudos experimentais. A DMH € um pré-carcinbgeno que necessita de ativagdo
metabdlica para gerar os produtos que reagirdo com o DNA, ou seja, se enquadra na
categoria de iniciadora indireta. A DMH promove hipermetilacdo do DNA das células
epiteliais colbnicas. O azoximetano, que é um derivado da dimetilhidrazina se enquadra
na categoria de iniciadora direta, pois ndo precisa de conversao in vivo (HOFFMAN-
GOETZ, 2003).
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O metabolismo desses compostos envolve maltiplas enzimas que metabolizam
xenobidticos, procedendo por meio de diversos passos de N-oxidagdo e hidroxilacao,
incluindo a formacéo de metilazoximetanol (MAM) seguido de hidroxilagdo de AOM.
O metabdlico MAM prontamente se converte em ion metildiazénio, que pode alquilar
macromoléculas no figado e c6lon, incluindo a adicdo de grupos metil nas posicdes O6
e N7 da guanina (O6-metil-desoxiguanosina e  N7-metil-desoxiguanosina
(ROSENBERG, 20009).

3.6. Cancer colorretal e exercicio

A prevencgéo do cancer colorretal tem tomado dimenséo importante nos campos
da ciéncia e da saude, uma vez que a sua ocorréncia tem grande correlacdo com fatores
relacionados ao estilo de vida. Compreender e controlar as doengas malignas requer
conhecimentos cientificos para avancar no entendimento dos mecanismos de regulacdo
molecular e compreender também as escolhas individuais relativas ao estilo de vida.
Dentre os fatores de risco, um com relevante importancia ¢ o sedentarismo (WHO,
2003).

A nova orientacdo da OMS (Recomendacgdes Globais na Atividade Fisica para
Saude) detalha as diferentes intensidades e quantidades de atividade fisica para todos 0s
grupos de idade que podem ajudar a reduzir as doencas nao transmissiveis, incluindo
alguns canceres. O Instituto Americano para Pesquisa do Cancer (AICR) e o Fundo
Mundial para Pesquisa do Cancer (WCRF) defendem que o volume diario de exercicio
para reducdo do risco de cancer deve ser 60 minutos e intensidade moderada ou 30
minutos de exercicio vigoroso (WCRF/AICR, 2007). As orientagdes atuais, para a
atividade fisica, recomendadas pelo Colégio Americano de Medicina do Esporte
(ACSM), para adultos saudaveis e sobreviventes de cancer sdo as seguintes: exercicios
fisicos praticados com regularidade, pelo menos 150 minutos por semana, com
intensidade moderada ou 75 minutos de exercicio vigoroso (JONES et al., 2010;
SCHMITZ et al., 2010). De acordo com o ACSM, essa recomendacdo para pacientes
sedentérios, durante ou imediatamente apds a terapia citotdxica, € um objetivo em longo
prazo e ndo é aconselhado, ou seja, deve-se levar em conta a sobrecarga progressiva,
chegando a esse volume de 150 minutos, apds um periodo de adaptacdo (JONES et al.,
2010).
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As evidéncias para a reducdo do risco de cancer com a atividade fisica sdo
classificadas como convincentes para cancer de colon e mama, provaveis para o de
préstata, possiveis para o de pulmao e endométrio e insuficientes para cancer em todos
os outros locais (FRIENDEREICH; ORENSTEIN, 2002; WHO, 2003; FRIENDREICH
et al., 2010; WINZER et al., 2011). Varios estudos tém demonstrado uma relacéo
inversa entre atividade fisica e risco de desenvolver cancer de célon. Friendreich;
Orenstein (2002) demonstraram que dentre 51 estudos relacionando atividade fisica e
cancer colorretal, 43 apresentaram alta reducdo no risco de CC para homens e mulheres
fisicamente ativos, com uma média de reducdo do risco entre 40 e 50%, sendo no
minimo de 20% e no maximo de 70% de reducdo. De 29 estudos que avaliaram a
relacdo dose-resposta da atividade fisica, 25 confirmaram essa relacdo, ou seja, quanto
maior o nivel de atividade fisica maior se mostrou a reducdo do risco para o CC.
Slattery et al. (2002) evidenciaram que quanto menor o nivel de atividade fisica maior o
risco de desenvolver CC. Friendreich et al. (2010) afirmaram que entre 9% e 19% dos
canceres que ocorrem na Europa atualmente poderiam ser atribuidos a falta de atividade

fisica suficiente.

Com base em um estudo de caso controle populacional, avaliou-se a relacdo
entre atividade fisica ocupacional e recreacional e risco de cancer em homens
canadenses. Comparados aos homens com baixos niveis de atividade ocupacional,
homens com altos niveis de atividade tiveram reducdo da probabilidade de desenvolver
todos os tipos de canceres, com a evidéncia mais forte para cancer de célon e prostata.
Altos niveis de atividade fisica ocupacional durante a vida adulta foram associados com
uma reducdo de 20% a 40% do risco de desenvolver véarios tipos de céanceres; no
entanto, para os dados de atividade fisica recreacional os resultados foram controversos
(PARENT et al., 2010).

Além desses estudos, que demonstraram que o exercicio desempenha importante
papel na prevencdo do cancer e que ser fisicamente ativo ao longo da vida reduz o risco
de cancer colorretal, outros tém apresentado um papel importante do exercicio regular
no gerenciamento e tratamento em individuos com cancer (GALVAO; NEWTON,
2005; NEWTON; GALVAO, 2008).

O estudo de Peel et al. (2009) examinou, em 38.801 homens (idade entre 20 e 88
anos), a associacdo entre mortalidade por cancer do sistema digestivo e a performance
alcancada em teste madximo de esteira em um Centro de Estudos Aerobicos
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Longitudinais, em Dallas, Texas. A mortalidade foi avaliada por 29 anos (1974-2003) e
a taxa ajustada por idade, para cada 10.000 pessoas por ano, foi de 6,8; 4,0; e 3,3, para
pessoas com baixa, moderada e alta aptiddo cardiorrespiratoria, respectivamente
(p<0,001). Esses resultados reforcam o efeito protetor do exercicio no trato digestivo.

Galvéao e Newton (2005) fizeram as seguintes recomendac6es especificas para a
maioria dos pacientes e sobreviventes de cancer: fazer exercicios aerobicos continuos
ou intermitentes por 20 a 60 minutos, trés a cico vezes por semana a 55% a 90% da
FCmax; e fazer exercicios resistidos de seis a doze repeticdes (50% a 85% 1RM) uma a
quatro séries de cada exercicio para 0s grandes grupos musculares de uma a trés vezes
por semana; e, por ultimo, exercicios de flexibilidade para grandes grupos musculares,
duas a quatro séries de cada exercicio, de duas a trés vezes por semana. Uma
observacdo importante feita nesse estudo € que as intervencfes de exercicios nos
pacientes com cancer sao bastante modestas, em termos de volume e intensidade, e, na
opinido dos autores, essas variaveis sdo baixas e inespecificas, havendo necessidade
urgente de estudos, com diferentes modos e dosagens de prescricdo de exercicio em
populacdes com diferentes tipos de cancer, a fim de obter mais informacéo sobre a
prescricdo de exercicio para essa populacao.

Ha evidéncias em relacdo aos efeitos benéficos do exercicio fisico na capacidade
fisica e bem-estar psicoldgico em pessoas pos diagnosticadas e em tratamento para o
cancer (GALVAO; NEWTON, 2005; KNUTSEN et al., 2006). O exercicio é
considerado importante adjuvante na terapia para reduzir sintomas, amenizar os efeitos
locais da radiacdo e terapias farmacéuticas, melhorar o bem-estar psicolégico e
aumentar a sobrevivéncia. Uma importancia particular € a prevengdo e o gerenciamento
de outras doencas cronicas como diabetes tipo Il e doencas cardiovasculares, que tém
sido crescentemente observadas como resultado da terapia do cancer (NEWTON;
GALVAO, 2008).

Estudos epidemioldgicos tém sido conduzidos com o intuito de avaliar os efeitos
do exercicio de alta intensidade, em pacientes com cancer (KNUTSEN et al., 2006;
QUISt et al., 2006; ADAMSEN et al., 2009). Esse tipo de exercicio pode ser importante
componente de um tratamento complementar em pacientes submetidos a quimioterapia
(QUIST et al., 2006). ADAMSEN et al. (2009) demonstraram que uma intervencgéo de
exercicio de alta intensidade pode ser seguramente empreendida em pacientes com
diferentes diagnosticos de cancer e em diferentes estagios submetidos a quimioterapia.
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A combinacdo de treino de alta intensidade, aerdbico (85% a 95% da FCmax) e
resistido (cinco a oito repeticGes, 70% a 100% de 1 RM), relaxamento e treinamento de
consciéncia corporal como intervencdo adjunta ao cuidado convencional, apresentou
efeitos amplos, com melhoras significativas na fadiga, vitalidade, salde mental,
capacidade fisica (VO,max € forca muscular), atividade funcional fisica, bem-estar
emocional. Somente o efeito na melhora da fadiga ja assegura uma mudanca clinica de
pequena a média importancia.

Com base em estudos epidemioldgicos e observacionais, ha forte argumento
para apoiar firmemente a atividade fisica como componente integral nos programas de
prevencdo do cancer. Os estudos experimentais, especialmente com modelos animais,
auxiliam no esclarecimento dos mecanismos pelos quais 0 exercicio atua na protecao
contra a doenga.

Fuku et al. (2007) submeteram ratos F344 a quatro semanas de treinamento em
esteira (10m/min, duas sessdes de 60 min com intervalo de 10 min por dia, 5d/sem),
apos a inducdo por um carcinégeno quimico (DMH). O treino de corrida de baixa
intensidade em curto prazo, quatro semanas, reduziu significativamente o nimero de
FCA.

Lunz et al. (2008) verificaram os efeitos do treinamento de natagdo com
intensidades variadas no processo da carcinogénese colorretal. Apos a inducdo por
DMH, esses autores submeteram ratos Wistar ao treinamento, por 36 semanas, e
relataram que o exercicio cronico protegeu esses animais contra o inicio do
desenvolvimento de FCA, sugerindo ser a intensidade moderada de exercicio a mais
para esse efeito protetor.

Ainda em relacdo a intensidade, Almeida et al. (2009) treinaram camundongos
em natacdo, com diferentes intensidades, antes da inoculagdo de células cancerosas e
encontraram relacdo inversa entre treinamento prévio e crescimento tumoral, somente
na intensidade moderada, com nenhum efeito para intensidades mais altas. Silva et al.
(2009) testaram os efeitos do exercicio e de um produto fermentado de soja, no processo
de formacdo de lesdes pré-neoplasicas, apresentando que o probidtico ndo impediu a
proliferacdo clonal e o exercicio, tanto na intensidade moderada (17 a 20m/min) quanto
na alta intensidade (355m/min), foi incapaz de diminuir a formacao de FCA.

Um programa de corrida for¢ada em esteira (20m/min), por 19 semanas, causou
reducdo de 50% no risco de desenvolver FCA, em ratos com carcinogénese induzida por
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DMH (OLIVEIRA; CHAVES-DIAS, 2003). O exercicio de carater espontaneo (roda
voluntéria), durante 26 semanas, foi associado com reducdo na incidéncia do tumor
induzido por DMH em ratos (ANDRIANOPQOULOQOS et al., 1987). Num outro estudo
com corrida voluntaria, Reddy et al. (1988) submeteram os animais a um periodo
experimental de 38 semanas, ap6s a inducdo da carcinogénese do colon por AOM. A
incidéncia de tumor (percentual de animais com tumor) e a multiplicidade do tumor
(tumor/animal) foram significantemente reduzidas pelo exercicio.

Demarzo e Garcia (2004) submeteram ratos a um protocolo de natacdo até a
exaustdo, seguido por injeces de DMH, e observaram, apds 15 dias, um niamero
significantemente maior de FCA, comparado com 0 grupo que ndo exercitou. Esse
resultado sugeriu que uma sesséo aguda de exercicio de alta intensidade contribuiu para
0 processo de carcinogénese colorretal. Também Demarzo et al. (2008) submeteram
animais a um protocolo de treino de natagdo (90 minutos por sessdo sem sobrecarga),
por oito semanas, prévio a aplicacdo de DMH, e encontraram que 0 exercicio crénico
atenuou o0 aumento da proliferacdo das células epiteliais do intestino e teve efeito anti-
inflamatorio pela reducdo do marcador inflamatério COX-2.

Aoi et al. (2010) apresentaram reducdo significativa na formagéo dos FCA nos
camundongos injetados com AOM e treinados em esteira (30 min/dia, 20 m/min),
comparados ao seus controles sedentarios. Modelos que tenham utilizado um protocolo
de treinamento em natagdo com intensidade acima do limiar de lactato em ratos, anterior
a fase de inducdo da carcinogénese, nao foram encontrados.

O camundongo APCmin mouse tem sido bastante utilizado em pesquisas sobre
0 processo de carcinogénese. Esse animal possui alteragcdo genética no gene APC, o que
permite o desenvolvimento espontaneo de adenomas intestinais. Colbert et al. (2000)
demonstraram tendéncia a reducdo do namero de p6lipos no coélon, apds um periodo de
sete semanas de treinamento em corrida progressiva (10-21 m/min, 15-60 min/dia). O
mesmo grupo, em 2003, submeteu animais APCmin a oito semanas de treinamento
(esteira e voluntaria), mas ndo foi encontrado nenhum efeito do exercicio sobre o
namero de poélipos intestinais. Colbert et al. (2006) encontraram reducdo significativa
no numero total de p6lipos em camundongos que correram em roda voluntaria por 10
semanas. Baltigalvis et al. (2008) apresentaram que 0 exercicio moderado durante
novesemanas reduziu o tamanho e nimero dos tumores em camundongos APCmin e

que muitos mecanismos celulares e moleculares estdo envolvidos nessa reducéo.
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Em camundongos inoculados com tumor de Erlich, o treinamento em natacéo
com sobrecarga de 50% da carga maxima obtida em teste de exaustdo suprimiu o
crescimento tumoral e com 0 aumento do regime de exercicio para 80% da sobrecarga
maxima ndo encontrou nenhum efeito sobre o desenvolvimento tumoral. Esse achado
deve ser considerado e pode ter relevancia clinica ao se desenvolverem intervencgdes
envolvendo exercicio fisico em sobreviventes de cancer (ALMEIDA et al., 2009).

Faltam evidéncias experimentais sobre os efeitos do treinamento de alta
intensidade em animais com céancer. Dentre os poucos encontrados, Bacurau et al.
(2007) relataram que o exercicio cronico de alta intensidade (85% VO;msx) aumentou a
expectativa de vida de animais injetados com tumor de bearing, promoveu redugédo da
massa tumoral e preveniu indicadores de caquexia nesses animais, sugerindo que esse
tipo de exercicio pode ser estratégia viavel contra os tumores. De Lima et al. (2008)
estudaram os efeitos do exercicio de salto, um protocolo caracterizado como
anaerobico, em ratos inoculados com tumor de bearing e observaram reducdo do
crescimento tumoral, caquexia do céncer e aumento nas fungdes imunes inatas e
adaptativas, em comparacao aos animais controles sedentarios.

Alguns fatores devem ser colocados na interpretacdo dos resultados, visto que
alguns achados séo contraditdrios. As diferencas entre os diversos protocolos devem ser
examinadas, como a dosagem do carcindgeno, forma de aplicacdo, intensidade do
esforco, raca e linhagem dos animais, ingestdo alimentar, enfim fatores que podem
causar confusdo nas interpretacdes dos resultados. Mais estudos devem ser tomados
para auxiliar no entendimento dos mecanismos protetores da carcinogénese pela
atividade fisica.

Alguns mecanismos bioldgicos sdo sugeridos para explicar o efeito protetor do
exercicio fisico na carcinogénese. A carcinogénese do c6lon desenvolve-se em um
processo de muitas etapas e o efeito antitumor do exercicio aparentemente resulta de
prevencdo nos estagios iniciais. Sugere-se que o exercicio fisico proteja contra a
carcinogénese colorretal por varios mecanismos, que serdo descritos a seguir.

A melhora da motilidade e a reducdo do tempo de transito gastrointestinal
promovidos pelo exercicio diminuem o tempo de contato da mucosa com possiveis
agentes carcinogénicos (FRIEDENREICH, 2001; QUADRILATERO; HOFFMAN-
GOETZ, 2003; LIRA et al., 2008; ROGERS et al., 2008, FRIENDREICH, 2010).

O exercicio pode suprimir a carcinogénese, em associacao a inibicdo da COX-2
e INOS no tecido do c6lon, pois essas duas enzimas estdo frequentemente elevadas nos

19



estagios iniciais e sdo fatores-chave para o desenvolvimento do cancer de colon. A
elevada producdo de iNOS produz excesso de 6xido nitrico, gerando peroxinitrito pela
sua reacao com o superédxido. O peroxinitrito prejudica proteinas e DNA por nitracdo,
nitrosilacdo e oxidacdo, o0 que pode ser critico para o inicio do desenvolvimento do
cancer (AOI et al., 2010). A expressdo da iINOS dificilmente é detectada nas células
epiteliais do c6lon, mas é especialmente aumentada no primeiro passo do processo de
carcinogénese, correspondendo com a formagdo dos FCA. Uma reducdo da expressao
de iINOS, em associacdo com a inibicdo da formacdo dos FCA, sugere que o exercicio é
estratégia efetiva para a prevencdo primaria da carcinogénese do célon (AOI et al.,
2010).

A carcinogénese do colon estd positivamente associada com aumento na
expressdo de COX-2, que leva a uma producgéo excessiva de prostaglandina E2 (PGE),
com consequente aumento da proliferacdo celular. A atividade fisica tem sido associada
a baixos niveis de PGE2 e o efeito antiproliferativo do exercicio pode ser atribuido, pelo
menos parcialmente a inibicdo da expressdo de COX-2 (DEMARZO et al., 2008; AOI
et al., 2010). As PGE2, além de agirem na proliferacdo celular, possuem acgdo
inflamat6ria e antiapoptética (COLDITZ et al., 1997). O nivel de atividade fisica
recreacional se relaciona inversamente com a concentracdo de prostaglandina E2
(HARDMAN, 2001).

As reducbes das concentracdes de insulina e dos fatores de crescimento
semelhante a insulina podem ser conseguidas pela atividade fisica, uma melhora da
sensibilidade e captacdo pelas células musculares. Essa reducéo decorrente do exercicio
é importante, pois a insulina pode aumentar o desenvolvimento tumoral pela
estimulacdo da proliferacdo celular e inibicdo de apoptose. A reducdo da sensibilidade a
insulina decorrente da inatividade fisica cria ambiente que promove o crescimento e
facilita a neoplasia (HARDMAN, 2001; WESTERLIND, 2002; CAMPBELL,;
MCTIERNAN., 2007; ROGERS et al., 2008; FRIEDENREICH, 2010).

O aumento do gasto energético e a diminuicdo da obesidade (WESTERLIND,
2002; MCTIERNAN, 2003; CAMPBELL; MCTIERNAN, 2007; ROGERS et al., 2008;
FRIENDREICH et al., 2010); no entanto, uma relagdo consistente entre atividade fisica
e composicdo corporal e seu efeito na carcinogénese nao pode ser afirmada (ROGERS
et al., 2008). A reducdo da gordura corporal leva a um menor nivel de marcadores
inflamatorios e adiponectina, melhora a sensibilidade a insulina, levando a um ambiente

menos propicio para o crescimento tumoral (FRIENDREICH et al., 2010).
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Os estudos sobre uma modulacdo da iniciacdo tumoral pelo exercicio sdo
escassos. Alguns resultados sugerem acdo inibitéria do exercicio na ativacdo do
carcinbgeno. Em longo prazo, o exercicio pode afetar a biotransformacdo de
xenobioticos, por meio de uma melhora nas vias de destoxificacdo, favorecendo o
sistema citocromo P450 (CYP). Ha evidéncias de que o exercicio induza aumento na
atividade e no contetdo de CYP no figado de animais treinados em esteira, ou seja, 0
exercicio parece melhorar o metabolismo de espécies toxicas, por meio do citocromo p
(ROGERS et al., 2008). Esses mecanismos de ativacédo e detoxificacdo podem ser muito
importantes, no entanto, estudos tém sido insuficientes para avaliar sua importancia
relativa na associacéo entre cancer e exercicio (FRIENDREICH et al., 2010).

A atividade fisica regular e moderada melhora a funcdo imune, tanto a
imunidade inata quanto a resposta imune adquirida. Um melhor reconhecimento e
eliminacdo das células cancerigenas e uma reducdo dos marcadores inflamatérios sdo
importantes na defesa anticAncer e sdo resultados de um treinamento fisico. Uma
melhora do mecanismo de defesa antioxidante, por meio de aumento na atividade das
enzimas antioxidantes também séo resultantes do exercicio fisico crénico (ROGERS et
al., 2008; FRIENDREICH et al., 2010).

3.7. Estresse oxidativo

Os radicais livres podem ser definidos como qualquer espécie quimica que
possua um ou mais elétrons ndo pareados na ultima camada de valéncia, 0 que os torna
muito instaveis e reativos (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1996). Esses sdo formados
quando um ndo radical perde ou ganha um elétron. Na busca de outro elétron para voltar
ao equilibrio e estabilizar sua estrutura molecular, esses radicais reagem com outros
radicais livres ou moléculas e tornam-se potentes oxidantes (OLIVEIRA, 2004;
SCHNEIDER, 2004). Embora haja grande variedade de radicais livres, aqueles
derivados de oxigénio e nitrogénio representam a classe mais importante; por isso,
muitas vezes, referem-se a tais radicais como espécies reativas de oxigénio/espécies
reativas de nitrogénio.

Durante os processos metabdlicos oxidativos, o organismo utiliza o oxigénio
para a producdo de energia. Desse oxigénio que se respira, a grande parte consumida é

reduzida a agua, por meio da cadeia de transporte de elétrons, mas cerca de 2% a 5%
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desse oxigénio pode sofrer uma reducdo univalente e formar espécies reativas de
oxigénio (EROs) (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1996). Exemplos de espécies
reativas de oxigénio sdo o anion superoxido (O;), que é formado pela adicdo de um
elétron ao oxigénio molecular, tornando-o altamente reativo (reacdo 1); o peroxido de
hidrogénio (H,0,), um ndo radical derivado do oxigénio, mas também capaz de induzir
danos oxidativos. E formado quando o superdxido recebe mais um elétron e dois ions
hidrogénio (reacdo 2); e o radical hidroxil (OH), formado principalmente pela reacdo
do peréxido de hidrogénio com metais de transicdo (reacdo 3) (SCHNEIDER et al.,
2004).

(Reagdo 1) O, + e — O7

(Reagdo 2) O, + 2H" — H,0;,

(Reacdo 3) Fe**/Cu’ + H,0, — OH + OH + Fe**/Cu®*

Elevadas concentracfes de EROs causam danos moleculares as estruturas
celulares, com consequente alteracdo funcional de membranas, proteinas e até mesmo
DNA, causando prejuizo das funcbes vitais dos tecidos e Orgdos envolvidos
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1996; DROGE, 2002, SCHNEIDER, 2004). Nessas
condicBes fisioldgicas, pode-se dizer que um organismo encontra-se sob estresse
oxidativo.

Em condic¢Bes normais, o organismo esta a todo tempo produzindo as EROs; no
entanto, ha sistemas de defesas antioxidantes capazes de garantir o estado redox da
célula, ou seja, promover a eliminagdo das EROs produzidas e proteger o organismo das
lesdes desencadeadas (SCHNEIDER, 2004; OLIVEIRA, 2004). O estresse oxidativo
ocorre quando ha um desequilibrio entre taxa de producdo de EROs e taxa de remogdo
pela defesa antioxidante, podendo caracterizar-se por um desbalanco redox temporario
ou cronico (DROGE, 2002).

O sistema de defesa antioxidante de um organismo é constituido por diversas
enzimas e de elementos antioxidantes ndo enzimaticos. Dentre o grupo de enzimas,
incluem-se a catalase (CAT), a superdxido dismutase (SOD), a glutationa peroxidase
(GPX) e a glutationa redutase (GR).

A catalase participa na reacdo de eliminacdo do peroxido de hidrogénio (H.O5),
promovendo sua catalise até H,O (reagdo 4). A glutationa peroxidase converte a
glutationa reduzida (GSH) a glutationa oxidada (GSSG), remove o perdxido de

hidrogénio e forma agua (reacdo 5). A SOD converte radical superéxido em peroxido de
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hidrogénio (reacdo 5). Tanto a CAT quanto a GPX evitam acumulo de radical
superoxido e perdxido de hidrogénio, para que ndo ocorra a formacdo do radical

hidroxil, que é o mais reativo dos intermedidrios.

(Reagéo 4 - CAT) H,0, + H,0, — O, + 2H,0
(Reagdo 5 - GPX) 2GSH + H,0, — GSSG + 2H,0
(Reagdo 6 - SOD) O, + 2H" — H,0;

Dentre o0s elementos ndo enzimaticos, podem-se incluir os compostos
sintetizados pelo organismo como a bilirrubina, o &cido Urico, a melatonina e 0s
adquiridos por meio da dieta como &cido ascorbico (vitamina C), a-tocoferol (vitamina
E) e flavonoides.

Vérias sdo as situacdes que se associam ao estresse oxidativo, por exemplo,
habitos de vida inapropriados como dieta inadequada, fumo, ingestdo excessiva de
alcool, bem como condi¢Ges ambientais impréprias, como poluicdo e exposicdo a
radiacdo, e exercicio realizado de forma excessiva (DROGE, 2002).

As EROs participam de vérias etapas do processo de carcinogénese - iniciacdo,
promocao e progressao - podendo até ser consideradas como substancias carcindgenas.

O exercicio fisico ¢ uma condicdo que exerce influéncia sobre a formacdo de
radicais livres e sobre o sistema de defesa antioxidante. Em decorréncia do aumento do
trabalho muscular, durante a realizagdo da atividade, ocorre aumento no consumo de
oxigénio; consequentemente, a quantidade de O, que ndo € reduzida no final da cadeia
de transporte de elétrons aumenta na mesma propor¢do do aumento do volume global de
exercicio, produzindo maior quantidade de EROs (PASCHOAL, 1998). A literatura
aponta que o exercicio regular resulta em adaptacdes no sistema de defesa antioxidante.
Para proteger os tecidos dos danos causados pelas EROS, as enzimas antioxidantes
elevam suas atividades nos tecidos e 6rgdos de animais treinados (AOI et al., 2010).
Dessa forma, o exercicio pode ser usado como abordagem que vise a prevencdo do
cancer de colon por reduzir o estresse oxidativo.

Ha possiveis formas de interferir no estagio de iniciacdo do tumor como
modificar a ativagdo do carcindgeno, pela inibicdo de enzimas responsaveis por essa
ativacdo; melhorar a destoxificacdo do carcindgeno, por alterar a atividade de enzimas
de limpeza de radicais livres e espécies reativas ao DNA; e modular certos processos de
reparos de DNA (ROGERS et al., 2008). As rea¢des envolvidas na ativacdo metabdlica
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de carcindgenos podem liberar EROs, que podem atacar o DNA. A inativacdo de
intermediarios, que reagem com o DNA com antioxidantes enddgenos (enzimas
antioxidantes), constitui estratégia plausivel para a modulacdo do estagio primario
(iniciacdo) da carcinogénese (ROGERS et al., 2008). Sendo o figado o maior 6rgdo
metabdlico responsavel pela destoxificacdo de varias substancias (DA SILVA et al.,
2010). O entendimento das respostas de marcadores oxidativos no figado desencadeadas
pelo exercicio em animais induzidos ao cancer pode ser Util para ajudar a explicar o
efeito protetor do exercicio no processo de carcinogénese.

Embora haja um namero limitado de trabalhos que examinam a relacdo entre
destoxificacdo de carcindgeno e exercicio, os resultados sugerem que o exercicio pode
melhorar a expressdo de enzimas na via de inativagdo do carcindgeno. Enzimas
antioxidantes podem ser expressas em maior quantidade em varios tecidos, em resposta
ao treinamento, que sdo relevantes para o cancer humano. Em adi¢do, mecanismos
enzimaticos de reparo de DNA também sdo aumentados com o exercicio em longo
prazo, prevenindo o efeito mutagénico do dano oxidativo induzido pelas EROs
(ROGERS et al., 2008; PERSE et al., 2009).

A atividade fisica de intensidade moderada e regular € relacionada a beneficios
na saide em geral, por reduzir o risco de doencas cronico ndo transmissiveis; no
entanto, sugere-se que o0 exercicio agudo e extenuante aumente o estresse oxidativo via
EROs e ERNs (WAGNER et al., 2010). Wagner et al. (2010) examinaram o impacto de
uma prova de IronMan sobre pardmetros relacionados a danos ao DNA e estresse
oxidativo, verificando possiveis riscos a salude, em amostra de 42 triatletas homens, dois
dias antes da prova, 20 minutos apds a corrida, e em um, cinco e 19, dias apds a prova.
Os resultados apresentaram que 0s marcadores de estresse oxidativo aumentaram
somente moderadamente depois da corrida (20 min ap6s) e retornaram aos valores
basais depois de cinco dias. Os marcadores de danos ao DNA ndo apresentaram
mudanca no primeiro dia apds a prova. Embora esse disturbio no balanco
oxidante/antioxidante foi sustentado por pelo menos uma hora ap6s uma prova de
IronMan, ndo houve nenhum detrimento persistente a salde, em razdo do estresse
oxidativo, reforcando ainda mais as evidéncias de que o treinamento cronico induz
adaptacBes bioquimicas, resultando ou numa diminuicdo de producdo de EROs ou
numa melhora da defesa antioxidante. Uma questdo importante a ser reforcada € a

ingestdo adequada de nutrientes antioxidantes durante exercicios de ultraendurance.
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Da Silva et al. (2009) mostraram que as adaptacdes enzimaticas ao exercicio
fisico ocorrem por expressdo aumentada das enzimas superoxido dismutase (SOD) e
catalase (CAT). Silva et al. (2010) demonstraram que foram necesséarias oito semanas de
treinamento em corrida para que aumentasse a atividade antioxidante da SOD no figado
de camundongos. Duncan et al. (1997) observaram que ndo houve alteracéo da atividade
da CAT e sim aumento da atividade da SOD no figado de animais treinados em esteira
quando comparados aos de controles sedentarios.

O primeiro estudo realizado para verificar o efeito do exercicio sobre o sistema
oxidante em ratos com carcinoma do cdlon induzido por DMH foi o trabalho de Perse et
al. (2009). Os autores investigaram os efeitos do exercicio em natacdo, combinado com
uma dieta com alto teor de lipideos mistos, na capacidade antioxidante dos musculos
cardiacos e esqueléticos de ratos com cancer de colon. Os resultados evidenciaram que
0 sistema de defesa antioxidante do musculo séleo de ratos com carcinoma foi
comprometido pela dieta e que o exercicio de natacdo de baixa intensidade preveniu a
peroxidacgdo lipidica, por elevar a atividade das enzimas SOD e CAT. Entretanto, o
aumento da peroxidacdo lipidica no coracdo de todos 0s grupos com cancer indicou que
0 carcinoma prejudicou a condicdo antioxidante do musculo cardiaco. Essa falha no
coracdo indica que a capacidade antioxidante melhorada depois do periodo de atividade
fisica regular ndo € suficiente para compensar o estresse oxidativo causado pelo
carcinoma do c6lon induzido por DMH.

Frajacomo (2010) revelou resultados significativos para a expressdo hepatica de
GSH nos grupos exercitados, comparados aos de controles; no entanto, quando a
comparagédo foi feita entre os grupos tratados com DMH exercitados e de controles,
nenhuma diferenca foi encontrada. Da mesma forma, o exercicio ndo conseguiu reverter
0s danos do estresse oxidativo causados pela indugédo de DMH.

Os estudos sugerem que as analises das enzimas do sistema antioxidante devem
ser feitas também nos &rgdos especificos a droga indutora do cancer. Aoi e
colaboradores (2010) demonstraram que o0 exercicio regular ndo alterou a expressdo das
enzimas SOD, CAT, GPX no colon dos animais; entratanto, a CAT foi aumentada
somente nos camundongos injetados com AOM, provavelmente como resultado da
ativacdo do sistema protetor contra o estimulo do carcindgeno.

Os mecanismos pelos quais o exercicio melhora o sistema de defesa antioxidante
nao estdo completamente esclarecidos. Diferentes e contraditorios resultados tém sido

encontrados, provavelmente por causa de discrepancias nos protocolos (intensidade,
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duracgéo, frequéncia e tipo). Pesquisas futuras devem ser feitas, com base em biologia
molecular, para elucidar os mecanismos, que, por meio do exercicio, pode proteger

contra o cancer colorretal via sistema antioxidante.

3.8. Sistema imune

Com a proposicao de que a atividade fisica pode influenciar positivamente um
ou mais sistemas bioldgicos na defesa anticAncer, a modulacdo do sistema imune
promovida pelo exercicio fisico tem recebido atencdo no campo das pesquisas
envolvendo carcinogénese (FAIREY et al., 2002).

Ha uma teoria no campo da imunologia do exercicio conhecida como a hipotese
do J invertido. Esse modelo sugere que, em atividades de intensidade moderada, a
funcdo imune aumenta acima dos niveis de sedentarismo; entretanto, quantidades
excessivas de exercicio, em intensidade alta, podem prejudicar a funcdo imune
(NIEMAN, 1994). Portanto, essa melhora da fungdo imune com o exercicio moderado e
regular pode acarretar reducdo da susceptibilidade ao cancer, enquanto sessoes repetidas
de exercicio exaustivo podem suprimir o sistema imune e elevar a susceptibilidade ao
cancer (WOODS et al., 2006).

O sistema imune responde aos estimulos do exercicio de duas formas: a primeira
é transitOria ao estresse, conhecida como resposta aguda, gerada durante e logo apos
uma sessdo de treinamento; e, a segunda, uma adaptacdo cronica, que apds varias
sessOes de exercicio possibilita ao organismo tolerar melhor o estresse (COSTA ROSA,
2002). Muitos estressores como cirurgia, trauma, queimaduras, septicemia causam
resposta hormonal e imunoldgica similar ao exercicio (PEDERSEN; HOFFMAN-
GOETZ, 2000); portanto, € razoavel considerar o exercicio um modelo confidvel de
estresse fisico (HOFFMAN-GOETZ; PEDERSEN, 1994). Ao contrario do grande
namero de estudos sobre a resposta imune aguda ao exercicio, pouco se sabe a respeito
do efeito do condicionamento fisico na funcdo imune (PEDERSEN; HOFFMAN-
GOETZ, 2000). Uma das formas de medir esse efeito crénico é comparar parametros
imunes em individuos controles sedentérios com atletas bem condicionados. A atividade
das células natural killer (NK) esta aumentada no grupo de atletas em comparacdo com
os sedentérios, tanto em periodos de treino de baixa intensidade quanto de alta
intensidade. No entanto, ha estudos que apresentam que outras subpopulacbes de

linfocitos, assim como a resposta proliferativa desses linfocitos ndo se alteram entre
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sujeitos treinados e destreinados; portanto, os resultados sdo inconclusivos. A fungéo de
neutréfilos, todavia, parece ser suprimida pelo exercicio (PEDERSEN; HOFFMAN-
GOETZ., 2000).

As concentracdes de linfécitos plasmaticos aumentam durante o exercicio e
diminuem, abaixo dos niveis pré-exercicio, apds esforco de longa duracéo,
provavelmente em razdo do recrutamento de todas as subpopulacdes linfocitarias para o
sangue (PEDERSEN; HOFFMAN-GOETZ, 2000). Esse nivel mais baixo no periodo
pos-exercicio caracteriza efeito anti-inflamatdrio do exercicio, o que contribui para
protecdo contra diversas patologias, dentre elas o céancer de cdlon. A teoria da
imunovigilancia afirma que qualquer célula cancerigena em potencial pode ser
erradicada antes mesmo de sua deteccdo clinica, se essa puder ser reconhecida e
destruida pelos componentes do sistema imune inato e adquirido (FAIREY et al., 2002).

Apesar de dados epidemioldgicos, ha ainda falta de evidéncias experimentais
que evidenciam os efeitos do exercicio fisico de alta intensidade na modulacdo do
sistema imune em um processo de carcinogénese.

Bacurau et al. (2007) demonstraram em ratos Wistar que o exercicio de
intensidade alta pode ser estratégia viavel no combate ao céncer, pois o efeito dele
diminuiu o tamanho do tumor, aumentou a expectativa de vida e preveniu a maioria das
mudancas na funcéo e no metabolismo de macr6fagos e linfocitos no tecido tumoral.

Uma interacdo complexa dos enterdcitos com as células de defesa do intestino
indica que esses podem desempenhar papel importante na resposta imunoldgica, além
das fungdes basicas de absorcdo. Uma rede de interacdo coordenada entre epitélio,
células imunes, nervosas, endoteliais e matriz extracelular garante o bom funcionamento
do intestino. Os enterdcitos, provavelmente, coordenam 0s processos imunolégicos,
regulando a funcionalidade de macrdfagos e linfacitos intraepiteliais (FIOCCHI, 1997).

As funcbes imunoldgicas da mucosa intestinal sdo dependentes de uma
organizagdo dos tecidos imunes e epiteliais; regides especializadas sdo formadas por
essa organizacdo, como as Placas de Peyer, os nddulos linfaticos e varias células imunes
dispostas aleatoriamente na mucosa. Tecido Linféide Associado ao Intestino (GALT) €
0 nome dado a essas regides (ROBINS; COTRAN, 2010).

A lamina propria é um local efetor do sistema imune associado a mucosa e €
encontrada entre o epitélio e a muscular da mucosa, que contém linfocitos, macrofagos,
células dendriticas, neutréfilos, eosinéfilos e mastocitos, que se encontram em constante

diferenciacdo, renovacdo e migracdo. O intestino é um local muito importante para o
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desengatilhamento de respostas imunes primarias, o que pode alterar a resposta
sistémica total, ndo somente para antigenos ingeridos, mas também para qualquer outro
tipo de antigeno (VALDES-RAMOS et al., 2010).

O sistema imune da mucosa prové protecdo por meio de toda a superficie da
mucosa epitelial nos tratos respiratorio, urogenital e gastrointestinal. Dessa forma, um
aumento da imunidade da mucosa pode fornecer protecéo seletiva contra o crescimento
e desenvolvimento de tumores no intestino (ROGERS et al., 2007).

Em relacdo a intensidade, Gleeson e Pyne (2000) afirmaram que exercicio em
nivel de intensidade alta pode causar supressdao de parametros imunes da mucosa,
enquanto em nivel moderado pode ter efeitos positivos.

No que diz respeito a imunidade da mucosa, a maioria das pesquisas tem sido
feitas na mucosa do trato respiratério, particularmente na medicdo de IgA secretada na
saliva. A maioria dos pesquisadores concluiu que o exercicio crénico e agudo de alta
intensidade provoca imunossupressdo, diminuindo as concentragcdes de IGA, que pode
também estar relacionada com aumento de infeccBes do trato respiratério superior em
atletas, imediatamente ap6s as competicdes (GLEESON; PYNE, 2000; PEDERSEN;
PETERSEN et al., 2005). No entanto, ndo hd muitas informacdes sobre os efeitos da
atividade fisica sobre a imunidade da mucosa intestinal, embora provavelmente exerca
algum beneficio. Para tanto, estudos adicionais em modelos animais sdo necessarios
para ajudar a esclarecer essa questdo relacionada ao efeito do exercicio fisico na
imunidade da mucosa intestinal, principalmente num processo de carcinogénese do
célon.

O tecido linfoide associado ao intestino (GALT) é o maior 6rgdo linfoide do
corpo humano, contendo cerca de 70% de todas as células do sistema imunoldgico (10°
linfécitos por grama de tecido). Esse pode ser dividido em locais de inducdo como as
placas de Peyer, os nédulos mesentéricos e os foliculos linfoides isolados, locais
efetores como a lamina propria e epitélio (VALDES-RAMOS et al., 2010).

O exercicio fisico reforcou a proliferacdo de células T da mucosa intestinal, bem
como a producdo de citocinas (IL-5, IL-6, IFN-y), em animais com livre acesso a roda
voluntaria, sendo, portanto, uma intervencdo possivelmente eficaz de prevencdo do
cancer, por aumentar a capacidade funcional de linfocitos, particularmente os
localizados no intestino. Esses resultados sugerem que o exercicio melhora o sistema
imune da mucosa, por respostas celulares e humorais. Esse reforco da resposta das

células T, nas placas de Peyer, pode resultar em uma melhoria da imunovigilancia
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contra patdgenos ingeridos e contra o crescimento de células neoplasicas ou pré-
neoplasicas no trato gastrointestinal (ROGERS et al., 2007). Como a mucosa constitui
uma barreira e é a primeira linha de defesa do sistema imunoldgico, qualquer
desregulacdo ou prejuizo do sistema imunoldgico associado a mucosa pode estar
envolvida em uma série de doencas inflamatérias como a colite ulcerosa, doenca
celiaca, assim como maior susceptibilidade ao cancer (WEST et al., 2009).

Hoffman-Goetz e Quadrilatero (2003) apresentaram que uma Unica sessao de
exercicio intenso e prolongado em esteira foi associada a diminuicdo do numero de
linfécitos intestinais 24 horas ap6s completar a sessdo de exercicio, provavelmente, em
razdo da apoptose das células imunitarias. Uma reducdo do niumero total de células T, B
e NK, como conseqliéncia do aumento da apoptose dessas, pode resultar em uma
diminuicdo da barreira imune e levar a uma imunossupressao na superficie intestinal, o
que pode tornar o organismo vulneravel a patdgenos invasores e a formagdo de cancer
na mucosa intestinal. O exercicio cronico aumentou a cit6lise tumoral mediada por
macrofagos em ratos jovens e velhos (LU et al., 1999).

O sistema imune é altamente complexo e compreende varios tipos celulares e
mediadores sollveis produzidos por tais células, que tém a funcdo de combater agentes
patogenos e ceélulas malignas (ABBAS; LICHTMAN, 2005). A eficiéncia do
treinamento fisico depende de uma combinacdo de intensidade, volume, periodizacao e
repouso. Trabalhos com modelos de alta intensidade (BACURAU et al., 2007; QUIST
et al., 2006; ADAMSEN et al., 2009) ndo apresentaram nenhum comprometimento das
fungbes imunes nem intercorréncias negativas resultantes da intensidade do
treinamento. Em outro estudo com alta intensidade, porém de atividade anaerdbia, De
Lima et al. (2008) avaliaram a resposta proliferativa de linfocitos, em ratos inoculados
com tumor de Walker e submetidos ao treinamento de salto. O exercicio reduziu o
crescimento tumoral, provavelmente por aumentar a resposta proliferativa de linfocitos.
No mesmo estudo, a acdo antitumor de macrdfagos foi maior nos ratos exercitados
induzidos ao tumor, quando comparados aos controles sedentarios; os ratos exercitados
aumentaram a fagocitose pelos macréfagos, resultado que tem sido associado a reducgéo
de metéstases.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Aspectos éticos

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal de Vigosa (UFV), processo n° 50/2010. O experimento foi
conduzido em conformidade com os Principios Eticos na Experimentagdo Animal,
adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal — COBEA (COBEA,
2009).

4.2. Animais de experimentacdo e desenho experimental

Para a realizacdo do experimento, foram utilizados 39 ratos da linhagem Wistar
(Rattus norvegicus) com cinco semanas de idade, provenientes do Biotério Central do
Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude da Universidade Federal de Vigosa.

Os animais foram mantidos no Biotério de Experimentacdo Animal do
Departamento de Educacdo Fisica da UFV. Foram distribuidos em grupos
experimentais e alojados em gaiolas de polipropileno de 40x30x12 cm®, com cinco
animais por gaiola. Os animais receberam ragdo comercial, &gua ad libitum e tiveram a
temperatura controlada (20°C * 2°C), assim como regime de luminosidade de 12/12 h
claro/escuro, durante todo o experimento. O experimento teve duracdo de 13 semanas,
contadas a partir da semana em que 0s animais iniciaram o treinamento. O peso dos
animais foi monitorado semanalmente.

Os animais foram divididos em sedentarios e exercitados e foram alocados em
quatro grupos. Apos o periodo de treinamento de oito semanas, foi feita a indugdo da

carcinogénese. A seguir, a divisdo e as caracteristicas dos grupos experimentais:
Grupo controle (C):

Composto por 11 animais, ndo foram submetidos ao treinamento de natagdo; foram
mantidos em duas gaiolas coletivas. Esses receberam aplicacdes de solucdo salina
(placebo) e foram mantidos em um tanque com agua (5 cm de profundidade),
durante o mesmo tempo de exercicio dos grupos exercitados. Foram eutanasiados 21

dias, apds a aplicacédo da salina.
Grupo controle e DMH (CD):

31



Composto por 10 animais, ndo foram submetidos ao treinamento de natagdo. Esses
foram mantidos em duas gaiolas coletivas. Receberam aplicacbes de DMH e foram
mantidos em um tanque com agua (5 cm de profundidade), durante 0 mesmo tempo
de exercicio dos grupos exercitados. Foram eutanasiados 21 dias ap6s a aplicacdo da

droga.
Grupo Exercicio e DMH (ED):

Composto por nove animais, esse realizaram o protocolo de natacdo, durante o
periodo de oito semanas. Foram mantidos em duas gaiolas coletivas. Receberam

aplicacdes de DMH. Foram eutanasiados 21 dias ap6s a aplicacdo da droga.
Grupo Exercicio (E):

Composto por nove animais, os ratos realizaram o protocolo de natagdo, durante o
periodo de oito semanas, foram mantidos em duas gaiolas coletivas. Receberam
aplicacdes de uma solucdo salina (placebo). Foram eutanasiados 21 dias ap06s a

aplicacdo da salina.

Apb6s as oito semanas de treinamento (item 4.3), foi feita a inducdo da
carcinogénese durante as semanas nove e dez (item 4.4). Os animais foram sacrificados,
ap6s 21 dias da ultima injecdo de DMH ou salina (item 4.6). O delineamento
experimental esté representado na Figura 3.

Ratos com & semanas Aplicagies de o
de idade DkH Eutanasia

FPeriodo do treinamento
de nataco

L L r Wy L J
- . L 3 L

5 semanas Z semanas 32 semanas

Feriodo experimental - 13 semanas

Figura 3- Delineamento experimental.

4.3. Protocolo de exercicio fisico

32



O modelo de exercicio utilizado foi a natagdo. Foram utilizados quatro tanques
retangulares de alvenaria, com agua a profundidade de 45cm. A temperatura da agua foi
mantida em 30° C + 2°C. A sobrecarga foi calculada semanalmente como porcentagem
do peso corporal e os pesos correspondentes foram atados a cauda do animal. A
progressao do treinamento encontra-se detalhada no Quadro 1.

Quadro 1 — Progresséo do treinamento em natacao

SEMANA SOBRECARGA SEG TER QUA QUI SEX

12 0% 10min  15min  25min 35min 45min
28 1% 40min ~ 50min  60min 60min 60min
32 2% 60min  60min  60min 60min 60min
48 3% 60min  60min  60min 60min 60min
58 4% 60min ~ 60min  60min 60min 60min
62 5% 30min  30min  35min 40min 40min
7Te 8 6% 30min ~ 30min  30min 30min 30min

Sobrecarga (porcentagem do peso corporal).

Na primeira semana, foi realizada a adaptacdo dos animais, comecando com 10
minutos de natagdo sem sobrecarga, iniciando na segunda-feira. Progressivamente, foi
aumentado o tempo, até atingir 45 minutos na sexta-feira. Na segunda semana de
adaptacdo, o tempo do exercicio foi aumentando até atingir 60 minutos, colocando-se
sobrecarga de 1% do PC. A partir da terceira semana até a quinta semana, 0S animais
nadaram durante 60 minutos, aumentando progressivamente a sobrecarga em 1 ponto
percentual, terminando a quinta semana com 4% do PC. Na sexta semana, a sobrecarga
foi aumentada em 1%, chegando a 5% do PC; o volume foi reduzido, chegando a 40
minutos até o final da semana. Na sétima e oitava semana, 0s animais nadaram com 6%
do PC, durante 30 minutos.

Os animais dos grupos C e CD constituiram os grupos sedentéarios até o final da
oitava semana. Esses foram mantidos em uma caixa de polipropileno com agua a 10cm
de profundidade, temperatura de 30 °C + 2 °C, durante 0 mesmo tempo de exercicio dos

demais grupos.
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Em ratos Wistar, o limiar anaerébio é alcancado com sobrecarga de 4,9+0,10%
do peso corporal (VOLTARELLI et al., 2002), portanto, a carga escolhida de 6% PC
caracteriza uma atividade acima do limiar de lactato. O protocolo foi adaptado de
GOBATTO et al. (2001).

Para verificar a eficiéncia do programa de natacdo, foi mensurada a frequéncia
cardiaca de repouso (FCR) antes e apds as oito semanas de treinamento, utilizando-se o
aparelho LabChart, versdo 7.0 (AD Instruments). O animal foi contido em um aparato,
tubo de PVC com 17 cm de comprimento e 6 cm de diametro, onde o rabo ficava
exposto. Esse aparato com o rato era colocado dentro de uma caixa de polipropileno
40x30x12 cm®, em ambiente sem luz e sem ruidos. Um transdutor de sinal foi atado &
cauda do animal e os sinais da frequéncia cardiaca eram registrados por um software
acoplado ao sistema de registro em microcomputador. O tempo para estabilizacdo da FC
de cada animal foi de 30 minutos. Foram utilizados em media seis momentos de
estabilizacdo da frequéncia cardiaca, em 30 minutos de medicdo. Utilizou-se a média

desses seis momentos de estabilizacdo, para determinar a FCR do animal.

4.4. Inducdo das lesdes pré-neoplésicas na mucosa colénica

Os animais dos grupos CD e ED receberam quatro aplicagdes subcutaneas de 1,2
dimetilhidrazina (DMH), na dose de 40 mg/kg de peso corporal por aplicagdo. A DMH
foi preparada imediatamente antes do uso, dissolvida em NaCl (0,9%), contendo EDTA
(1,5%) como veiculo, e o pH final ajustado para 6,5. Foram duas aplicacGes por semana,
durante duas semanas (nona e décima semanas), em dias ndo consecutivos, logo ap6s o
término do periodo de treinamento. Os animais dos grupos C e E receberam, nos
mesmos dias, injecdes de solucdo salina, para serem submetidos ao mesmo estresse da

injecdo, porém sem a DMH.

4.5. Coleta das Amostras
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Apobs as 13 semanas de experimento, contadas a partir da primeira semana de
treinamento, os animais foram sacrificados por inalacdo de CO; e as amostras de
interesse foram coletadas.

O intestino grosso de trés animais aleatérios de cada grupo foi totalmente
removido da cavidade abdominal, aberto longitudinalmente pela margem
contramesentérica, lavado em solucéo salina fisiolégica e fixado em solucdo tamponada
de formol a 10% (Formalina de Carson), por 48 horas. A fixacdo do intestino grosso no
formol foi realizada conforme Oliveira e Chaves Dias (2003). Apds o0s intestinos serem
identificados, esses foram presos por alfinetes a uma placa de parafina, permanecendo

submersos em solucgéo de formol.

O intestino grosso de cincoanimais de cada grupo foi dividido em partes
proximal, medial e distal e fixados em formalina de Carson, por 48 horas, e conservados
em alcool 70° para analises histolégicas.

O figado dos animais foi removido; metade desse foi congelado e mantido em

freezer a -80 °C até analise.

4.6. Quantificacdo e categorizacdo das lesdes pré-neoplasicas

Depois de fixados em formol por 48 horas, 0s intestinos grossos de trés animais
foram medidos e divididos em trés fragmentos iguais, denominados de fragmento
proximal, médio e distal, em relacdo ao ceco. Em seguida, foram corados em azul de
metileno a 0,1% por um minuto e lavados em tampdo fosfato (PBS), para analise
microscopica de toda extensdo da superficie mucosa.

A superficie mucosa do intestino grosso foi observada com auxilio de
microscépio de luz, com aumento de 100 X, para identificacdo das lesbes pré-
neoplasicas, conhecidas como Focos de Criptas Aberrantes (FCA), de acordo com a
técnica de Bird (1987). Os FCAs foram quantificados e categorizados de forma duplo-

cega por dois pesquisadores.

4.7. Anélise quantitativa de linfocitos e neutroéfilos/eosinofilos

Secgdes histologicas do colon medial do intestino grosso foram obtidas de cinco
animais dos grupos C, CD, ED e E, escolhidos aleatoriamente. Os fragmentos foram
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fixados em formalina de Carson, durante 48 horas. Ap6s desidratacdo em gradiente
crescente de etanol, o material foi diafanizado em xilol e incluido em parafina. Foram
montadas trés laminas de cada animal, cada uma contendo cinco cortes longitudinais,
obtidos em micrétomo rotativo (Olympus America Inc., CUT 4055), com intervalo
minimo de 40 micrdmetros entre esses. Os cortes foram corados com hematoxilina e
eosina (HE). Obtiveram-se de cada lamina cinco imagens (2.048 x 1.536 pixels) de
cinco cortes ndo consecutivos (objetiva 40x), totalizando 375 campos por grupo
experimental. As imagens foram obtidas com uma camera digital Q-color3 (Olympus),
acoplada ao microscopio BX-60 (Olympus). A contagem do numero de linfocitos e
neutréfilos/eosindfilos presentes no campo histolégico foi realizada, utilizando-se o
software Image Pro-Plus®, versdo 4.5 (Media Cybernetics). A sobreposicdo da méascara
foi padronizada (12 linhas x 9 colunas) nos campos fotografados e todos os linfécitos e

neutréfilos/eosindfilos foram contados (Figura 4).

= E;EWCQQQEE‘%DQQ@WG\\@TH cHSRAE TNl 2RALYE BEE

Grid mask

Girid files: Preview1 Giid  Settings ]
~ Marginz-

Lefti 32 Topi 3
thhi EBottDm] 3

— Draw - Measure units

Lirfocito 20520, ard v Color - + Pivels

Lvgalrth. ard

1 " Calibration units
] Cancel Width: |1 |

Save J Savefs ] Ird Saveagnd file W|th0ut prornpt

¥ Full size

Calibration unit. pixel Surnrnary: Count = 21, Length = 36843000000
& Foider  [CAPWinGIid

Apply ] Remove ‘ Eleatemask] Ok |

Figura 4- Fotomicrografia de se¢do histoldgica do célon medial do intestino grosso de
rato Wistar, com sobreposicdo de uma matriz quadrada padrdo. Todos os linfcitos e
outras células inflamatérias foram contabilizados. Coloragdo HE, aumento 400x.

4.8. Andlise histomorfométrica das criptas

Secgdes histoldgicas do colon medial do intestino grosso foram obtidas de cinco
animais dos grupos C, CD, ED e E, escolhidos aleatoriamente. Os fragmentos foram
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fixados em formalina de Carson, durante 48 horas, e, apds desidratacdo em gradiente
crescente de etanol, o material foi diafanizado em xilol e incluido em parafina. Foram
montadas trés laminas de cada animal, cada uma contendo cinco cortes longitudinais,
obtidos em micrétomo rotativo (Olympus America Inc., CUT 4055), com um intervalo
minimo de 40 micrdmetros entre esses. Os cortes foram corados com hematoxilina e
eosina (HE). Cinco imagens (2.048 x 1.536 pixels) de cinco cortes ndo consecutivos
(objetiva 10x) foram obtidas de cada lamina, totalizando 375 campos por grupo
experimental. Obtiveram-se imagens com uma camera digital Q-color3 (Olympus)
acoplada ao microscopio BX-60 (Olympus). As medidas foram tomadas do
comprimento somente em imagens em que era possivel ver a base e 0 apice da criptae a

largura foi tomada no ponto de maior luz da cripta. Foram selecionadas 15 fotos por

animal. (Figura 5)
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Figura 5- Fotomicrografia das criptas intestinais do c6lon medial de ratos Wistar. As
linhas representam comprimento e largura das criptas medidas com o aplicativo Image
ProPlus®. Coloracdo HE, aumento 100X.

4.9. Determinacéo da atividade de enzimas antioxidantes

Para determinar a atividade da CAT, por¢des do figado foram homogeneizadas
em tampé&o fosfato 50 mM e a suspenséo resultante foi centrifugada por 10 min a 6.000
rpm, 4 °C. O sobrenadante foi utilizado para a dosagem das enzimas. A atividade da
CAT foi determinada pela taxa de decaimento do peréxido de hidrogénio lido em
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espectofotdmetro a 240 nm, segundo descrito anteriormente (AEBI, 1984). A atividade
da SOD foi determinada, segundo protocolo adaptado de Dieterich et al. (2001) que
com base na habilidade da superoxido dismutase retirar o O,", diminuindo, assim, a
razdo de autoxidacdo do pirogalol, com leitura em espectofotémetro a 570 nm. O
contetdo de proteinas foi mensurado, de acordo com o método descrito por Lowry et al.
(1951). Todas as analises foram realizadas em triplicatas.

4.10. Analise Estatistica

Os dados FCA, SOD e CAT e as analises histoldgicas (YY) foram submetidos a
analises de variancia (ANOVAs) para determinar os efeitos dos tratamentos (Grupos de
TRAT com trés graus de liberdade), conforme o seguinte modelo:

Yij=p + Gi + &ij
em que Yij é a variavel resposta obtida no j-ésimo rato do i-ésimo grupo; |, a média
geral; &ij, 0 erro aleatorio ndo observavel do modelo. Quando a ANOVA indicou efeito
significativo do grupo de tratamento, procedeu-se a decomposicdo dos trés graus de

liberdade para grupos em efeitos fixos de Exercicio (E), do Céncer (C) e da interacéo (C

x E), conforme o modelo:
Yi = u+E, +Cj +(E><C)ij + &

Quando a interacdo foi significativa, procedeu-se ao estudo dos efeitos dos
fatores Cancer e Exercicio hierarquizados ou dentro do nivel do outro fator, isto é,
compararam-se niveis de Exercicio (sim vs ndo), separadamente, entre 0S grupos com
cancer e sem cancer e vice-versa. A pressuposicdo da ANOVA de homogeneidade de
variancias entre os grupos foi checada e ndo se verificou nenhuma violacdo dessa
pressuposicdo para nenhuma das variaveis resposta. A estratégia adotada apds as
ANOVA:s foi a de comparar as médias pelo procedimento de Tukey (adotaram-se 5%
como nivel de significancia) com ajustamento do valor p por Tukey-Kramér, pois 0s
dados eram desbalanceados (nimeros desiguais de ratos entre os grupos). Os valores p

das analises sdo informados nos resultados.
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Para o peso corporal (Y), basearam-se as analises no ajuste de modelos de
regressao: linear simples, Y = a + bX, ou linear do segundo grau, Y=a + bX + cX2,
para comparar os perfis de ganho de peso semanais (X=tempo em semanas) entre 0s
tratamentos.

Para a eficiéncia do exercicio, as médias da FCR dos grupos, antes e depois do
treinamento, foram comparadas utilizando-se ANOVA para medidas repetidas.

Todas as analises foram implementadas no software SAS com os procedimentos
GLM e MIXED (SAS, Statistical Analysis System, SAS Institute Inc., Cary, NC, USA -
versdo 9.2, licenciado para a UFV, 2011).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Peso Corporal
Os resultados referentes ao peso corporal dos animais, durante 13 semanas de

periodo experimental, estdo apresentados na Figura 6.
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Figura 6. Modelos de regressdo ajustados para descrever a variabilidade dos pesos
medios dos diferentes grupos experimentais, avaliados em 13 semanas. C = grupo
controle (11 animais); CD = grupo controle e DMH (10 animais); ED = grupo exercicio
e DMH (9 animais); E = grupo exercicio (9 animais).

N&do foram encontradas diferencas estatisticas (p < 0,05) entre os pesos dos
animais dos diferentes grupos no inicio do tratamento (C: 117,18 £12,78; CD: 109,90
+7,07; ED: 99,66 £12,79; e E: 103,66 +10,41) (“Média £ DP”), o que comprova a
homogeneidade entre os grupos nessa fase. Todos 0s animais aumentaram 0 peso
corporal até o final do periodo experimental e nenhuma diferenca entre os grupos foi
encontrada durante esse periodo.

Neste estudo, o exercicio ndo foi capaz de interferir no ganho de peso.
Considerando que o exercicio promoveu adaptacdes cardiovasculares, como reducdo da
FCR, item 5.2, é possivel que os animais exercitados tenham consumido mais racao que
os controles equilibrando o ganho de peso. Outros parametros que poderiam corroborar
com o que foi evidenciado sdo a composi¢cdo corporal e ingestdo alimentar; entretanto,
esses ndo foram avaliados. Os dados da literatura s@o controversos, alguns estudos
também encontraram o mesmo resultado (ALMEIDA et al., 2009; PERSE et al., 2009;
AOI et al.,, 2010); todavia, outros apresentaram ganho de peso maior nos grupos
controles (FUKU et al., 2007; LUNZ et al.,, 2008; DEMARZO et al., 2008;

FRAJACOMO, 2010), em relacdo aos grupos exercitados.
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A aplicacdo da DMH também néo interferiu no ganho de peso corporal entre 0s
grupos, o que esta de acordo com outros estudos sobre cancer e exercicio (ALMEIDA et
al., 2009; PERSE ET al., 2009; AOQI et al., 2010). Ha a sindrome da caquexia do cancer,
em que ocorre perda excessiva de tecido muscular e gorduroso (BACURAU et al.,
2007); no entanto, acredita-se que o tempo experimental, apds a aplicagdo da droga, ndo
foi suficiente para causar tais alteracdes nos grupos submetidos a aplicacdo de DMH,
assim como nos estudos ja citados.

Alguns estudos consideram que ndo ha relacdo consistente entre os efeitos do
exercicio e o peso corporal sobre o processo de carcinogénese (ROGERS et al., 2008).
Lunz (2006) mostrou que o treinamento de natagdo em diferentes intensidades ndo
interferiu no peso corporal de animais com carcinogénese colorretal induzida por DMH
e, além disso, os percentuais de gordura da carcaca e intra-abdominal ndo apresentaram
associagdo causal com a incidéncia de tumores. Frajacomo (2010) mostrou que o
treinamento fisico exerce efeitos positivos sobre o cancer, por mecanismos

independentes da perda de peso corporal.

5.2. Eficiéncia do programa de exercicio

Os resultados referentes a FCR dos animais, antes e apds serem submetidos a
diferentes tipos de tratamento, estdo apresentados na Tabela 1. Antes do treinamento,
ndo houve diferenca na FCR entre os grupos. Ap6s o periodo experimental, 0s grupos
ED e E apresentaram uma reducdo desse parametro, comparados com 0s animais dos
grupos controle C e CD.

Quando comparou a FCR dentro do mesmo grupo, antes e apds o treinamento,
observou-se que o0s grupos ED apresentaram reducdo da FCR em resposta ao
treinamento. Nenhuma diferenca foi encontrada nos grupos controles C e CD (Tabela
1).

Tabela 1. Frequéncia cardiaca de repouso dos animais dos diferentes grupos
experimentais antes e ao final de 13 semanas de experimento

Grupo FCR antes do treinamento ~ FCR ap06s o treinamento
(bpm) (bpm)
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C (n=5) 443,4 +30,32 467,8 +19,14# £

CD (n=5) 475,0 +16,41 450,0 +33,66# £
ED (n=5) 468,4 +49,89* 358,8 465,30
E (n=5) 446,6 +31,95* 3458 +11,77

Dados expressos em média + desvio-padrdo. C = grupo controle; CD = grupo controle e
DMH; ED = grupo exercicio e DMH; E = grupo exercicio; n = nimero de animais por
grupo. FCR= frequéncia cardiaca de repouso. * p< 0,05 vs freqliéncia cardiaca, apds o
treinamento; # p< 0,05 vs ED; e £ p< 0,05 vs E, apds o treinamento.

As baixas frequéncias cardiacas de repouso encontradas em atletas de endurance
sdo explicadas, em parte, por um ténus vagal aumentado e impulso simpatico reduzido.
Além disso, um retorno venoso aumentado provoca maior forca de contragdo cardiaca,
em resposta a pré-carga aumentada (maior enchimento ventricular), que distende as
fibras miocardicas e ejetam maior volume sistolico (FOSS; KETEYAN, 2000;
MCARDLE, 2001). Para um débito cardiaco, em que o coracdo bate mais lentamente
com maior volume de ejecdo, indica maior eficiéncia cardiaca (FOSS; KETEYAN.,
2000).

A avaliacdo da FCR é considerada bom indicador de adaptagdo ao treinamento
aerobico. A interpretacdo da bradicardia de repouso € frequentemente empregada em
estudos com experimentacdo animal como indice de efeito do treinamento (VENDITTI;
DI MEO, 1996). Os resultados desse estudo indicam que o treinamento em natacéo foi
eficiente em aumentar a capacidade aerdbica dos animais dos grupos treinados.

5.3. Focos de Criptas Aberrantes

Os resultados da contagem dos FCA totais entre os diferentes grupos
experimentais, independentes da regido do intestino, sdo apresentados na Tabela 2. Os
grupos E e C ndo evidenciaram criptas aberrantes, uma vez que nio foram tratados com
DMH. Néo houve diferenca estatistica entre os grupos tratados com DMH, exercitado

ou controle.

Tabela 2- Focos de criptas aberrantes totais, independentes das regides do intestino
grosso dos grupos experimentais

Grupos FCA total (nimero de FCA)
C(n=3) 0
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CD (n=3) 102,66 + 47,68
ED (n=3) 92,33 + 49,52
E (n=3) 0

Dados expressos em média * desvio-padréo. C = grupo controle; CD = grupo controle e
DMH; ED = grupo exercicio e DMH; E = grupo exercicio; e n = nimero de animais por
grupo. FCA = focos de criptas aberrantes.

Os resultados deste estudo ndo mostraram nenhum efeito do exercicio. No
entanto, percebeu-se que no treino acima do limiar de lactato, caracterizado como de
alta intensidade de esforco, ndo houve aumento na contagem dos FCAs no cdlon do
intestino dos animais tratados com DMH, visto que estudos anteriores sugerem o
aumento do surgimento e desenvolvimento dos FCAs com essa intensidade.

Além de ser consenso de que o exercicio fisico protege contra a carcinogénese
colorretal (FRIEDENREICH; ORENSTEIN, 2002), sabe-se também que essa protecao
esta diretamente associada a intensidade de esforgo. Discute-se que o exercicio fisico de
alta intensidade aumentaria a producéo de radicais livres e causaria imunossupressao,
contribuindo, assim, para maior incidéncia tanto de lesdes pré-neoplasicas quanto de
tumores. No entanto, poucos estudos experimentais utilizando tal intensidade de
exercicio sdo encontrados. Demarzo e colaboradores (2004) submeteram ratos machos
Wistar a uma sessdo exaustiva de natacdo, seguida de aplicacdo de DMH; 15 dias ap0s,
esses autores encontraram o numero de FCA trés vezes maior que no grupo controle;
porém, em nenhum grupo houve periodo de treinamento. Em outro estudo, 0 mesmo
grupo submeteu ratos Wistar a um periodo de treinamento por oito semanas de baixa
intensidade, com posterior aplicacdo da droga, e eutanasia, 15 dias ap6s a aplicacdo do
carcindégeno. Os autores encontraram menor proliferacdo das células epiteliais do
intestino e efeito anti-inflamatdrio no grupo treinado, em comparacao ao grupo controle
(DEMARZO et al., 2008).

Quando se comparou os valores da contagem dos FCAs por regides do intestino,
somente na regido proximal o grupo ED apresentou menor (p<0,05) FCA que 0 grupo
CD (Tabela 3), o que indica efeito protetor do exercicio nessa regido.

Tabela 3- Numero de focos de criptas aberrantes nas regiGes proximal, medial e distal
do célon do intestino grosso dos grupos experimentais, submetido ao periodo
experimental
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Grupos Proximal Medial Distal

C(n=3) 0,00 0,00 0,00
CD (n=23) 36,66 +26,53 42,33 £26,08 23,66 £12,42
ED (n=3) 6,66 +2,88* 44,00 £27,22 41,66 +20,55
E(n=23) 0,00 0,00 0,00

Dados expressos em média + desvio-padrdo. EC = grupo exercicio e cancer; E = grupo
exercicio; C = grupo controle; CD = grupo controle e DMH; e n = nimero de animais
por grupo. * p< 0,05 vs CD.

Nas regides medial e distal, nenhuma diferenca foi encontrada na contagem dos
FCAs (Tabela 3). O exercicio ndo teve nenhum efeito, nem protetor nem promotor nas
regides medial e distal, onde a incidéncia do céancer intestinal é maior. Todavia, a
comparagdo intragrupos de FCA entre regides do intestino ndo diferiu para as regides
distal vs proximal, média vs proximal e distal vs medial (em todos 0s grupos).

Uma frequéncia maior de canceres é diagnosticada na regido distal do célon e
reto, com menor proporgdo nas regides proximal e medial (BIRD, 2000; RODRIGUES
et al., 2002). A aparente explicacdo dessas diferencas € que a mucosa intestinal na
regido distal fica mais tempo exposta a possiveis carcindgenos e agressdes fisicas,
provocadas pelo enrijecimento fecal (GUYTON; HALL, 2006).

Acredita-se que a protecdo da carcinogénese colorretal pelo exercicio fisico
regular, como observado neste estudo, para a regido proximal, aconteca por melhora na
destoxificacdo do carcindgeno via citocromo P-450 (ROGERS et al., 2008); reducédo
dos niveis de insulina e fatores de crescimento semelhantes a insulina (ROGERS et al.,
2008; FRIEDENREICH, 2010); ou diminuicdo do tempo de transito gastrointestinal,
(LIRA et al., 2008; ROGERS et al., 2008, FRIENDREICH, 2010). Outros estudos
também mostraram o efeito protetor do exercicio contra o cancer colorretal (AOI et al.,
2010; FUKU et al., 2007), quando efetivado juntamente com a indugdo experimental ou
quando realizado previamente a inducdo (DEMARZO et al., 2008), apesar de usarem
intensidades diferentes.

O nao efeito do exercicio no aumento da contagem de FCA nas regides medial e
distal é bom resultado, pois uma sessdao de exercicio exaustivo aumentou o nimero de
FCA em ratos com cancer experimental (Demarzo et al., 2004). A intensidade utilizada
neste estudo ndo promoveu a carcinogénese. A corrida em esteira a 85% do VOgzmax, 30
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minutos/dia, cinco dias/semana, durante dez semanas, reduziu o crescimento da massa
tumoral (BACURAU et al., 2007). Neste trabalho, os dados indicaram que um
protocolo de treinamento prévio, de intensidade mais alta (acima do limiar de lactato)
podera ser utilizado sem trazer maleficios & saide como aumento da incidéncia do
cancer colorretal.

Em relacdo ao tamanho dos FCA total, independentemente da regido (Tabela 4),
foi encontrado nimero maior de FCA de menor tamanho (FCA<3), em relacdo aos
FCAs de maior tamanho (FCA>3), nos grupos ED e CD. Todavia, ndo houve diferenca
estatistica entre os grupos ED e CD, o que indica que ndo houve efeito do exercicio.

Tabela 4- Numero de focos de criptas aberrantes independentemente das regides do
intestino grosso dos grupos experimentais

Grupos FCA<3 FCA>3
C (n=3) 0,00 0,00

CD (n=3) 97,33 £ 43,31* 5,33 +4,50

ED (n=3) 86,33 + 46,71* 6,00 + 3,00

E (n=3) 0,00 0,00

Dados expressos em média + desvoi-padrdo. C = grupo controle; C = grupo controle e
DMH; ED = grupo exercicio e DMH; E = grupo exercicio; e n = nimero de animais por
grupo. * p< 0,05 vs FCA>3.

Os FCAs sdo percebidos na mucosa, 15 dias apds a aplicacdo do carcindgeno
quimico (BIRD et al., 1995). Como a eutanasia foi feita 21 dias apds a inducéo,
possivelmente, o tempo para proliferacdo ndo foi suficiente para que se desenvolvessme
FCA com muitas criptas (FCA>3).

Os dados apresentaram que o exercicio prévio aplicado ndo foi protetor para as
regides medial e distal do intestino, mas também ndo promoveu o avango das lesdes
pré-neoplasicas. Sugere-se que 0 exercicio proteja contra a carcinogénese nas etapas
iniciais do processo. Em contrapartida, outros estudos demonstraram a ocorréncia de
FCA<3 reduzida nos grupos treinados comparados aos grupos controles (FUKU et al.,
2007; LUNZ et al., 2008).

5.4. Enzimas antioxidantes
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Os resultados da andlise das enzimas antioxidantes SOD e CAT ndo diferiram
entre os diferentes grupos experimentais, apresentando que nem o exercicio nem a

aplicacdo da droga interferiu na atividade das enzimas (Tabela 5).

Tabela 5- Atividade enzimatica da superdxido dismutase e catalase obtidas de amostras
de figado de animais dos grupos experimentais, ao final do periodo experimental

Grupos SOD CAT
(U/mg™ proteina) (U/mg™ proteina)
ED (n=9) 0,276 +0,02 0,524 +0,15
E(n=09) 0,248 +0,06 0,557 +0,18
C(n=9) 0,274 +0,05 0,634 +0,08
CD (n=9) 0,218 +0,05 0,540 +0,10

Dados expressos em média + desvio-padrdo. ED = grupo exercicio e DMH; E = grupo
exercicio; C = grupo controle; CD = grupo controle e DMH; SOD = superéxido
dismutase; e CAT = catalase.

Os resultados sobre a andlise hepética das enzimas CAT e SOD revelaram que
0s parametros oxidativos ndo sofreram interferéncia significativa nem do exercicio nem
da inducdo do cancer. Um aumento dessa atividade poderia possivelmente levar a
reducdo das lesBes pré-neoplasicas no processo inicial da carcinogénese do célon; no
entanto, nenhuma diferenca foi encontrada nesses pardmetros. O exercicio aumenta 0s
radicais livres em resposta a utilizacdo de oxigénio. Em contrapartida, o sistema de
defesa oxidativo poderia aumentar sua atividade para conter o dano oxidativo (DA
SILVA et al., 2010). Ha evidéncia que o exercicio cronico eleva os niveis de enzimas
anti-oxidantes no sangue, nos érgdos internos e no musculo esquelético de ratos com
cancer experimental (AOI et al., 2010). Esse mecanismo de defesa do organismo
protege contra danos no DNA e nas proteinas causados por espécies reativas.

Os resultados evidenciados na literatura sdo contraditérios, apresentando
diferentes efeitos do exercicio na capacidade antioxidante do figado. Da Silva e
colaboradores (2010) mostraram que a atividade da SOD no tecido hepatico aumentou e
a atividade da CAT foi reduzida nos grupos de exercicio continuo e excéntrico, quando
comparada aos dos grupos ndo treinados e treinados, em atividade intermitente.
Frajacomo (2010) demonstrou que o exercicio ndo alterou a GSH no figado de ratos

com céancer experimental. Neste estudo, a enzima GSH ndo foi analisada, talvez a
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avaliacdo de outras enzimas de reparo de danos oxidativos ou até mesmo outros
marcadores de danos oxidativos poderiam ajudar a explicar os resultados encontrados.

A intensidade também é outro fator que interfere nas respostas oxidativas;
entretanto, nem mesmo a utilizada no protocolo deste estudo, acima do limiar de lactato,
que é considerada alta, apresentou diferenca nos padrdes oxidativos no figado entre os
grupos experimentais. A avaliacdo das defesas oxidativas no tecido hepético se faz
importante, visto que o figado é considerado o maior érgdo metabdlico, responsavel
pela destoxificacdo de varias substancias, até mesmo produtos metab6licos nocivos
resultantes do metabolismo de outros 6rgaos.

A avaliacdo em outros tecidos também € sugerida na literatura. No estudo de Aoi
e colaboradores (2010), nenhuma diferenca foi encontrada na expresséo de SOD no
tecido do colon de camundongos tratados com AOM; porém, a expressao de CAT foi
aumentada pelo AOM, mas ndo foi alterada pelo exercicio.

As controvérsias sobre os efeitos do exercicio sobre a capacidade antioxidante
hepatica sdo inimeras, provavelmente, por causa das diferencgas entre a intensidade do
exercicio e tempo da sessdo, fatores esses de estresse fisico dos protocolos de atividade
fisica (ALESSIO; GOLDFARB,1998). Pode-se observar, neste estudo, que as variaveis
relacionadas ao estresse oxidativo ndo foram suficientes para determinar diferencas
estatisticas significantes, em razdo do protocolo de exercicio ou tempo de
destreinamento. Visto que a eutanasia foi realizada na 13% semana de experimento, 0s
animais permaneceram em destreinamento por cinco semanas, tempo esse que pode ter
sido suficiente para reducdo de parametros metabolicos relacionados ao mecanismo de
defesa antioxidante. Em relacdo a inducéo do cancer, os animais, provavelmente, ainda
se adaptavam a droga, quando sofreram eutanasia, ndo havendo tempo suficiente para

aumentar as enzimas antioxidantes, decorrentes do estimulo quimico da DMH.

5.5. Histomorfometria das criptas intestinais

Os resultados das medidas de comprimento e largura das criptas intestinais ndo

apresentaram diferenca entre os grupos experimentais (Tabela 6).

Tabela 6- Morfometria da regido medial do c6lon de animais dos grupos experimentais
ao final do periodo experimental
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Grupos Comprimento Cripta Largura Cripta

(Hm) (Hm)
C(n=5) 350,35 +43,54 55,54 +7,13
CD (n=5) 382,79 +47,59 59,91 +13,05
ED (n=5) 400,48 +69,63 62,67 6,74
E(n=5) 320,92 +21,58 56,36 +5,93

Dados expressos em média + desvio-padrdo. ED = grupo exercicio e DMH; E = grupo
exercicio; C = grupo controle; CD = grupo controle e DMH; e um= micrémetros.

As andlises histologicas permitem visualizar a preservacdo da estrutura, a
integridade da mucosa intestinal e a presenca ou ndo de hiperplasia de células epiteliais,
com o objetivo de compensar as perdas das regides apicais da cripta que ocorrem a cada
cinco a seis dias (GUYTON; HALL, 2006). Nenhum estudo que tivesse avaliado a
morfologia da cripta em relagdo ao comprimento e largura foi encontrado. Os resultados
deste trabalho apresentaram que nem o exercicio nem a aplicagdo do carcindgeno
alterou esse parametro, o que indica que nenhuma desestruturacdo da mucosa foi
encontrada pelos diferentes tratamentos. Provavelmente um processo inflamatério muito
severo traria algum prejuizo para a integridade da mucosa; no entanto, neste estudo nem
0 exercicio nem a aplicacao do carcinégeno foi capaz de modificar esse parametro.

Mais estudos devem ser feitos, a fim de esclarecer os efeitos do exercicio na
estrutura e morfologia do tecido intestinal, em um processo de carcinogénese, com
diferentes intensidades, protocolos e periodos experimentais, 0 que podera contribuir no
avanco do entendimento dos beneficios de um estilo de vida ativo na protecdo da

carcinogénese colorretal.

5.6. Linfdcitos e outras células inflamatérias (eosinéfilos/neutrofilos)

Nenhuma diferenca foi encontrada na contagem de linfécitos na regido medial
do intestino, nos diferentes grupos experimentais (Tabela 7). Em relacdo a contagem de
células inflamatérias, o grupo ED apresentou nimero maior dessas células, comparado

ao grupo CD.

Tabela 7- Numero de linfdcitos e outras células inflamatérias (eosinoéfilos/neutréfilos)
na regido medial do célon de animais dos grupos experimentais
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Grupos Linfocitos Outras células

inflamatorias

C(n=5) 75,80 17,16 416,00 58,80
CD (n=5) 46,80 +9,36 317,60 +46,33
ED (n=5) 96,40 +46,87 518,20 +114,44*
E (n=5) 88,80 +33,89 420,40 61,37

Dados expressos em média + desvio padrdo. C = grupo controle; CD = grupo controle e
DMH; ED = grupo exercicio e DMH; e E = grupo exercicio. * p< 0,05 vs CD.

Uma figura representativa da contagem de linfécitos e outras células
inflamatorias  (eosindfilos/neutrofilos) dos diferentes grupos experimentais esta
apresentada na figura 7.

Figura 7- Fotomicrografia de sec¢des histoldgicas do colon medial do intestino
grosso dos animais submetidos ao periodo experimental. A= grupo controle (C);
B= grupo exercicio (E); C= grupo controle e DMH (CD); e D= grupo exercicio e
DMH (ED). Coloracdo HE, aumento 400x, barra 20um.

O exercicio fisico tem sido utilizado como intervencdo terapéutica ndo

farmacoldgica contra diversas doencas cronicas, dentre esas o cancer de célon. O
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exercicio realizado de forma regular e de intensidade moderada apresenta efeitos
moduladores sobre o cancer de colon, dentre outras doencas com perfil inflamatério
elevado (PEDERSEN; HOFFMAN-GOETZ., 2000).

Bacurau et al. (2007), em um estudo com alta intensidade, encontraram, aumento
da expectativa de vida, reducdo do crescimento tumoral e melhora na fungdo, na
proliferacdo e no metabolismo de macréfagos e linfécitos, diferentemente da ideia de
que alta intensidade de esforco pode aumentar a susceptibilidade a infecces, (NIEMAN
et al., 1994). A atividade dos macrofagos pode inibir o crescimento tumoral e destruir
células cancerosas com varias estratégias, que incluem producdo de citocinas,
quimiotaxia e aumento da fagocitose (LU et al., 1999).

Neste trabalho, os resultados encontraram aumento somente nas celulas
inflamatorias eosinofilos e neutréfilos. Um aumento na producéo de citocinas (IL-5, IL-
6, IFN-y), decorrentes do exercicio pode aumentar a quimiotaxia, recrutando mais
células do sistema imune para 0 compartimento intestinal, elevando o mecanismo de
defesa (ROGERS et al., 2007).

A doenca inflamatdria do intestino esta associada ao fator de risco para o cancer
de cblon. Os mecanismos moleculares que a inflamacéo promove o desenvolvimento do
cancer ainda estdo sendo descobertos e podem diferir entre formas de cancer colorretal
associada a colite e aos outros tipos de desenvolvimento da doenga. O aumento
encontrado neste trabalho, na contagem de células inflamatorias, pode desempenhar
outro papel em relacdo ao processo, sendo na verdade, interpretado como promotores
nas etapas de desenvolvimento da carcinogénese, por representar processo inflamatério
(TERZIC et al., 2010).

H& uma aparente contradicdo na literatura sobre a atividade de linfocitos e
células inflamatorias decorrente do estimulo do exercicio. Diferengas nos protocolos,
nas intensidades, nos niveis de condicionamento e, principalmente, no momento do
sacrificio, imediatamente apds a Ultima sessdo ou 24 horas ap6s ou mais tempo
(PEDERSEN; HOFFMAN-GOETZ, 2005), podem gerar efeitos diferentes.
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6.0. CONCLUSAO

A partir do treinamento em natacdo, com exercicio acima do limiar de lactato

prévio a carcinogénese experimental do colon, em ratos Wistar, concluiu-se que:

N&o houve alteracdo na contagem total dos FCAs, no entanto, quando a
contagem foi separada por regides, o exercicio preveniu 0 aumento de FCA na regido
proximal.

Né&o houve modificacdo da atividade das enzimas antioxidantes no figado desses
animais.

N&o houve mudancga na morfologia das criptas intestinais dos animais.

Ndo houve alteracdo na contagem de linfécitos no intestino dos animais;
entretanto, houve aumento na contagem de outras células inflamatérias

(eosindfilos/neutrofilos) intestinais desses animais.
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